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SAZETAK

Ispitivanje utjecaja razliitih parametara na fotokataliticku razgradnju

krizotiniba

Fotokataliza je ekoloski prihvatljiva tehnika koja spada u tzv. napredne oksidacijske procese.
Ova metoda je obecavajuca alternativa za razgradnju mnogih organskih zagadivala, koja

primjenjuje poluvodicke okside za pretvorbu Sunceve energije pri procis¢avanju okolisa.

Titanijev dioksid (TiO2) je metalni poluvodi¢ koji je u sredistu intenzivnih istrazivanja za
sanaciju okolisa u zagadenom zraku i otpadnim vodama. Medu mnogim drugim kandidatima
jedini je prikladan za industrijsku primjenu jer pokazuje dobar kompromis izmedu uc¢inkovite

fotoaktivnosti, visoke stabilnosti i niskih troskova.

U ovom radu ispitan je utjecaj razliitih parametara na fotokataliticku razgradnju
farmaceutika krizotiniba u vodenom okolisu, uz titanijev dioksid imobiliziran na mreZicu kao
fotokatalizator. Kao izvor zracenja u fotoreaktoru koristena je UV-A lampa. Razgradnja
krizotiniba pracena je tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti, HPLC spojenom

na detektor s nizom dioda, DAD.

Odredena je kinetika fotoliticke 1 fotokatalitiCke razgradnje krizotiniba, koja se moze opisati
reakcijom razgradnje 1. reda. Takoder, odredio se utjecaj slobodnih radikala na mehanizam

razgradnje te se pokazalo da medu provjerenima singletni kisik ima znacajnu ulogu.

Utvrdili su se optimalni uvjeti razgradnje krizotiniba pri pocetnoj koncentraciji od 5 mg L

i pH-vrijednosti otopine 5, koji su se prikazali graficki statistiCkim alatom ANOVA.

Na kraju se ispitala toksi¢nost krizotiniba bioanalitickom metodom pomocéu bakterijske
kulture Vibrio fischeri, koja je pokazala da krizotinib pokazuje inhibiciju od 20 % pri ve¢im
koncentracijama od 5 mg L?. Ra¢unalnim programom TEST predvidjele su se pozitivne
vrijednosti razvojne toksi¢nosti i mutagenosti, kao i srednja vrijednost akumulacije u okolisu,

$to moze dovesti do ulaska krizotiniba u prehrambeni lanac.

Kljuéne rijedi: fotokataliticka razgradnja, farmaceutici, krizotinib, titanijev dioksid (TiOz),

toksiénost



ABSTRACT

Influence investigation of different parameters on photocatalytic

degradation of crizotinib

Photocatalytic degradation is an environmentally accepted technique that belongs to the
Advanced Oxidation Processes. This method is a promising alternative for many organic
pollutants decomposition, which applies semiconductor oxides to convert solar energy in

environmental purification.

Titanium dioxide (TiO2) is a metal semiconductor that is at the center of intensive research
to rehabilitate the environment in polluted air and wastewater. Among many other candidates,
it is the only one suitable for industrial application because it shows a good compromise

between efficient photo-activity, high stability, and low cost.

In this paper, we investigated the influence of different parameters on the photocatalytic
degradation of crizotinib in an aqueous environment, with titanium dioxide immobilized on
the mesh as a photocatalyst. For the radiation source in the photoreactor was used UV lamp.
Degradation of crizotinib was monitored by high-performance liquid chromatography, HPLC

coupled to a diode array detector, DAD.

The kinetic of photolytic and photocatalytic degradation of crizotinib followed the first-order
degradation reaction. Also, the influence of free radicals on the degradation mechanism was

determined and it was shown that singlet oxygen plays a significant role.

Optimal degradation conditions for crizotinib are plotted in the ANOVA statistical tool. And

they are at an initial concentration of 5 mg L™ and pH of solution 5.

Finally, a bioanalytical method using the bacterium Vibrio fischeri showed that this drug
causes inhibition of 20% at higher concentrations than the initial 5 mg L. Computer program
TEST predicted positive values for developmental toxicity and mutagenicity, and also

medium accumulation in the environment, which can lead to entry into the food chain.

Keywords: photocatalytic degradation, pharmaceuticals, crizotinib, titanium dioxide (TiO2),

toxicity
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1.UvOD



Farmaceutski aktivni spojevi su kompleksne molekule s razli¢itim fizikalno-kemijskim i
bioloskim svojstvima, koje sluze u svrhu terapijskog lijecenja kod ljudi i/ili Zivotinja. Najvise
ih karakterizira njihova ionska priroda, a u okolisnim uvjetima molekule mogu biti neutralne,

kationske, anionske ili cviterionske.

S obzirom na to da se farmaceutici razlikuju po svojoj kemijskoj strukturi tako se razlikuje i
njihova sudbina u okoliSu. Prema tome, s ovim spojevima se ne moze postupati kao s
'srupom' u slucaju zastite okoliSa. Uz pocetnu molekulu, tako i njeni razgradni produkti
djeluju nepredvidivo i potencijalno opasno na ekosustave. Ova onecis¢ivala mogu dospjeti u
vodeni ekosustav direktno iz industrijskih postrojenja, postrojenja za tretman otpadnih voda
ili indirektno putem komunalnog otpada. Na taj na¢in mogu se zagaditi izvori pitke vode

toksi¢nim spojevima te ugroziti ljudsko zdravlje.

Svakodnevno sve viSe raste svijest 0 ovom problemu te se radi na istraZivanjima i razvojima
procesa koji imaju $to manji utjecaj na okoli$, a pristup ide u dva smjera. Jedan pomak je
prema odrzivoj proizvodnji, a drugi prema poboljSavanju razumijevanja utjecaja na okoli§

koji bi mogli proizaci iz upotrebe novog lijeka.

Posljednjih godina sve vise se koriste tzv. napredni oksidacijski procesi koji se mogu koristiti
za uklanjanje takvih organskih oneciS¢ujucih tvari u otpadnim vodama pretvarajuci ih, u
idealnom slucaju, u vodu 1 ugljikov dioksid. To su tehnologije koje obi¢no koriste snazne
oksidanse poput vodikovog peroksida (H202) ili ozona (Os), katalizatore (ioni Zeljeza,
metalni oksidi), elektromagnetsko zracenje (UV-zrafenje, Suncevo svjetlo) i ultrazvuk,

odvojeno ili u kombinaciji pod blagim uvjetima (niska temperatura i tlak).

U cilju istrazivanja novih naprednih procesa za zaStitu okoli§a, u ovom radu ispitan je utjecaj
razli¢itih parametara na fotokataliticku razgradnju krizotiniba pri koriStenju titanijeva
dioksida, TiO2 kao katalizatora. Takoder se ispitala njegova toksi¢nost bioanalitickom

metodom pomoc¢u bakterijske kulture Vibrio fischeri, kao i raCunalnim programom TEST.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Farmaceutici

Farmaceutski aktivni spojevi (AP1)! sloZene su molekule s razli¢itim fizikalno-kemijskim i
bioloskim svojstvima te funkcionalnostima. Njihove molekulske mase obi¢no se krecu
izmedu 200 do 1000 Daltona. Razvijeni su i koriSteni zbog svoje bioloske aktivnosti, a
najvise ih karakterizira njihova ionska priroda [1]. Oni su organske molekule koje mogu biti
jednostavne ili sloZenije strukture te medu njihovim skupinama ¢esto nema nikakve sli¢nosti.
Dobivaju se u viSe koraka sintezom, a da bi se primjenili ne smiju biti toksi¢ni. Zajednicko
svojstvo svih farmaceutika je njihova upotreba kao lijekova kod Zivotinja ili ljudi [2].
Farmaceutici su klasificirani prema namjeni (npr. antibiotici, analgetici, protuupalni sastojci,

antihistamini) [1].

2.1.1. Farmaceutici u okolisSu

Prema MOA? Klasifikaciji, kemijska struktura molekula unutar iste skupine moze se
razlikovati, pa tako i njihova sudbina u okoliSu. Prema tome, sa ovim spojevima ne moze Se
postupati kao s grupom u slucaju zastite okolisSa. Usko povezana kemijska struktura spojeva
moze biti popracena identi¢nim ili barem sli¢nim na¢inom djelovanja. Medutim, u usporedbi
s ve¢inom drugih kemikalija, farmaceutski aktivne tvari Cesto su slozene molekule s
posebnim svojstvima, npr. ovisnost logKow 0 pH. API-ji su Cesto kiseli ili alkalni. U
okolisnim uvjetima molekule mogu biti neutralne, kationske, anionske ili cviterionske. To
njihovo kretanje u okolisu ih ¢ini jo§ kompleksnijim [1]. Sve do kraja proslog stoljeca utjecaj
farmaceutske industrije 1 njenih proizvoda na okoli§ nije se smatrao znacajnim. Medutim,
danas se sve vise radi na istrazivanjima i razvojima procesa koji imaju Sto manji utjecaj.
Jedan pomak je prema odrzivoj proizvodnji, a drugi prema poboljSavanju razumijevanja
utjecaja na okoli§ koji bi mogli proizaci iz upotrebe novog lijeka. Sinteza farmaceutika, kako
se prethodno ve¢ spomenulo, provodi se u viSe koraka koji ¢esto ukljucuju izolaciju i
procis¢avanje meduprodukata. Kao posljedica toga, ué¢inkovitost procesa je kroz povijest bila
mala, te bez obzira na to $to se proizvodila mala koli¢ina produkta, omjer otpada i proizvoda
bio je jako velik [2]. Posljednjih godina doznalo se da nisu vazni samo API-ji, ve¢ i molekule
koje iz njih proizlaze strukturnim promjenama. Ove molekule u okoliSu zavr$avaju nakon

medicinske upotrebe putem kanalizacije, putem procis¢avanja otpadne vode ili s odlagalista

! engl. Active Pharmacutical Ingredients, API
2 engl. Mode of Action, MOA



otpada. Tako mogu zavrs$iti u povrsinskim vodama, podzemnim vodama ili vodi za pice [1],

kako je prikazano na Slici 2.1.

PROIZVODNJA FARMACEUTIKA

v
VETERINARSKI FARMACEUTICI LJUDSKI FARMACEUTICI
v v v v - v
AKVAKULTURA  KUCNE STOCNE KUCANSTVO ZDRAVSTVENA
ZIVOTINJE  ZIVOTINJE . USTANOVA
‘v . v
OTPADNA VODA OTPADNE
l KRUTINE
GNOJIVO/BLATO/KRUTINE/ OBRADA T * SPALJIVANJE
OTPADNE VODE OTPADNE VODE ODLAGALISTE
INDIVIDUALNI
SEPTICKI SUSTAV
v

PITKA VODA (POVRSINSKA VODA 1 PODZEMNA VODA) I +
POVRSINSKI EKOSUSTAV

Slika 2.1. Glavni putevi veterinarskih i ljudskih farmaceutika u okolisu

2.1.2. Antitumorski lijekovi u okolisu

Lijekovi protiv raka ili antitumorski lijekovi skupina su terapijskih sredstava koja se koriste
za sprjecavanje stani¢nog dijeljenja u ciljanim stani¢nim vrstama neoplazije® [3, 4]. Oni
imaju snazan mehanizam djelovanja 1 oCekuje se da ¢e se njihova potroSnja drasti¢no
povecati u buduénosti. Slijedom toga, klju¢no je rutinski pratiti pojavu lijekova protiv raka i
razviti u¢inkovite moguénosti lijeCenja kako bi se izbjeglo njihovo ispustanje u okolis [5].
Buduci da lijekovi protiv raka imaju fizioloSku aktivnost i vrlo su citostatski, postoji mnogo
zabrinutosti zbog njihovih citostatskih u¢inaka na vodene ekosustave i organizme koji Zive u
vodenom okruZenju [6]. Zbog uporabe i eventualnog ispustanja, ¢esto su otkriveni u
otpadnim vodama farmaceutskih tvornica i bolnica, otpadnim vodama iz domacinstava kao i
povrsinskim vodama. Medutim, pojava ovih lijekova u vodenim ekosustavima, kao i njihovi
ucinci na vodene organizme do sada su slabo okarakterizirani [4]. Opcenito, neki od ovih
spojeva mogu se otkriti u niskim rasponima koncentracije (otprilike u rasponu od ng L* do
png L) u vodenom okolisu i mogu biti vrlo postojani [3, 6]. Procjena rizika za okoli§ dostupna
je za samo nekoliko lijekova protiv raka, izvedenih uglavnom iz predvidenih podataka i
iskljuéujuc¢i informacije o njihovim metabolitima i produktima transformacije. No, za ovaj
rizik jos uvijek ne postoji jasno definirana strategija. Zapravo, prisutnost lijekova protiv raka
u bolni¢kim 1 komunalnim otpadnim vodama nije jasno povezana s genotoksicnom prirodom
tih otpadnih voda [3]. Ostaci farmaceutskih proizvoda u okolisu obi¢no se pojavljuju kao
sloZzene smjese, pa prema tome, iako koncentracije pojedinih spojeva mogu biti niske,

takozvani koktel-u¢inak moze biti od ekotoksikoloskog znacaja [7].

% engl. Neoplasia



2.1.3. Pirazolilpiridini*
Kostur pirazolilpiridina sastoji se od pirazola koji je vezan (nije spojen) s piridinom [8].
Pirazolilpiridini su klasa lijekova s heterociklickim prstenovima koji sadrze dusik i koja
imaju  jedinstvena farmakoloska svojstva poput antidepresiva, protuupalnih,
antihiperglikemijskih, antitumorskih, antibakterijskih, anksiolitickih sredstava, a koriste se

za lijeCenje Alzheimerove bolesti, ovisnosti 0 drogama i neplodnosti [9].

2.1.4. Krizotinib®

Krizotinib je oralni inhibitor receptora tirozin kinaze. Molekulska formula krizotiniba je
C21H22ClILFN5s0, a molekulska masa iznosi 450,34 Daltona. Krizotinib je kemijski opisan kao
(R)-3-[1-(2,6-dikloro-3-fluorofenil)etoksi]-5-[1-(piperidin-4-il)-1H-pirazol-4-il]piridin-2-
amin. To je bijelo do blijedozuti prah s dvije pKa vrijednosti od 9,4 (piperidin kation) i 5,6
(piridin kation). Topljivost u vodenom mediju mu se smanjuje u rasponu od pH 1,6 do pH
8,2 s ve¢ih od 10 mg mL™ na manje od 0,1 mg mL™. Logaritam koeficijenta raspodjele
(oktanol/voda), Kow pri pH 7,4 iznosi 1,65 [10].

2.1.5. Nacin djelovanja krizotiniba

Rak pluc¢a povijesno je kategoriziran u dvije glavne histoloske skupine: karcinomi pluca ne-
malih stanica® i karcinom plu¢a malih stanica’ [11]. Najéeséa vrsta karcinoma pluda je
karcinom ne-malih stanica. Ovaj oblik raka plu¢a ¢ini do 85 % slucajeva, a povezan je s

petogodi$njom stopom prezivljavanja od samo 22 % [12].

Trenutan izbor u lijeGenju uznapredovalog ili metastatskog NSCLC-a ovisi 0 osnovnim
karakteristikama pacijenta, a ovisno o njima postoje razli¢iti lijekovi. Danas se fokus paznje
u lijeCenju karcinoma plu¢a promijenio na takozvane ciljane terapije, pomocu kojih se
zahvaljujuéi napretku u istrazivanju, fokus usmjerio na molekularne promjene (mutacije,
pojacanja gena) odgovorne za prezivljavanje tumora i vitalne prognoze pacijenta. Ovim
individualiziranim terapijama se moZe povecati nada za poboljSavanje prezivljavanja raka u

nekirur§kim fazama [13].

4 engl. Pyrazolylpyridines

5 engl. Crizotinib

& engl. Non-small cell lung cancer, NSCLC
" engl. Small cell lung cancer, SCLC



Krizotinib je inhibitor receptorskih tirozin kinaza, ukljucujuéi anaplasticnu limfom kinazu
(ALK)8, receptor faktora rasta hepatocita® i receptor d’Origine Nantais'®. Translokacije mogu
utjecati na gen ALK S$to rezultira ekspresijom onkogenih fuzijskih proteina. Stvaranje
fuzijskih proteina ALK rezultira aktivacijom i1 poremeéajem regulacije ekspresije i
signalizacije gena, Sto moZze pridonijeti povecanoj proliferaciji stanica i prezivljavanju u
tumorima koji eksprimiraju te proteine. Krizotinib pokazuje o koncentraciji ovisnu inhibiciju
fosforilacije ALK i c-Met u testovima na stanicama pomoc¢u tumorskih stani¢nih linija, a
takoder pokazuje antitumorsko djelovanje kod miseva koji nose ksenografte tumora koji

izrazavaju fuzijske proteine EML4- ili NPM-ALK ili c-Met [14].

Faze ispitivanja I 1 II krizotiniba kod ALK pozitivnog karcinoma pluca pokazale su znacajnu
aktivnost 1 impresivnu klinicku dobrobit, §to je dovelo do njegovog ranog odobrenja od strane
US FDA™ 2011. godine [10]. U kolovozu 2012. krizotinib je pod nazivom Xalkori odobren

kao ciljana terapija, koju je razvio Pfizer [13].

Krizotinib ima prihvatljiv sigurnosni profil i rezultira poboljSanom kvalitetom Zivota. On je
sada prvi standard skrbi za pacijente s naprednim anaplasti¢nim limfomom kinaza pozitivnim
NSCLC [12]. Najc¢esc¢e nuspojave povezane s krizotinibom su poremecaj vida, dijareja i
edema, dok su toksi¢nije nuspojave rijetke [15]. Rijetke, ali ozbiljne toksi¢nosti ukljucuju

hepatotoksi¢nost, intersticijsku bolest plu¢a/pneumonitis i bradikardiju [16].

NH

Cl
Slika 2.2. Struktura molekule krizotiniba [17]

8 engl. Anaplastic lymphoma kinase, ALK

® engl. Hepatocyte Growth Factor Receptor, HGFR, c-Met

19 engl. Recepteur d’Origine Nantais, RON

1 engl. United States Food and Drug Administration, USFDA



2.2. Postupci obrade vode

Konvencionalna postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda u potpunosti ne uklanjaju
lijekove iz otpadnih voda. Nadalje, veterinarski lijekovi koji se koriste u poljoprivredi i
akvakulturi mogu ué¢i u vodeni ekosustav izravno ili putem povrsinskog otjecanja (difuzno
onecisc¢enje) [18]. U Europskoj Uniji koristi se oko 3000 razli¢itih farmaceutskih proizvoda
u humanoj medicini koji pripadaju razli¢itim ljekovitim klasama. Njihov glavni put u vodeni
okoli$ je izlu¢ivanjem i odlaganjem otpadnih voda. Drugi putovi izloZenosti okolisa su iz
proizvodnje, hospitalizirane primjene, primjene na zemlji (npr. biokrutine i ponovna upotreba
vode), hrana za Zivotinje i izravno odlaganje/uvodenje u okoli§ [19]. Prema rezultatima
istrazivanja [20], gdje se pratila pojava i sudbina 43 farmaceutska spoja iz ukupno
analiziranih 72 uzorka otpadne vode i otpadne vode s dotokom, mulja iz tri konvencionalna
postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda (WWTPs)'? pokazala se prisutnost ukupno 32
ciljana spoja u dotoku otpadne vode i 29 u otpadnim vodama. Koncentracije su bile u rasponu
od niskih ng L do nekoliko pg L*. Analiza uzoraka mulja pokazala je da se 21 lijek
akumulirao u kanalizacijskom mulju iz sva tri postrojenja u koncentracijama do 100 ng g.
To ukazuje na to da Cak i dobre stope uklanjanja dobivene u vodenoj fazi (tj. iz usporedbe
koncentracija tekuce i otpadne vode) ne podrazumijevaju degradaciju u istoj mjeri. Razlog
takva zakljucka je u tome $to je ukupno uklanjanje procijenjeno kao zbroj svih gubitaka
mati¢nog spoja razli¢itim mehanizmima kemijske i fizikalne transformacije, biorazgradnje i
sorpcije u ¢vrstu tvar. Jasno je da je uklanjanje vecéine tvari nepotpuno te da su potrebna
poboljsanja proc¢is¢avanja otpadnih voda i naknadne obrade proizvedenog mulja kako bi se

sprijecilo unoSenje ovih mikro-onecis¢ujucih tvari u okolis.

2.2.1. Napredni oksidacijski procesi (AOP) 13

Napredni oksidacijski procesi mogu se Koristiti za uklanjanje otrovnih organskih
one¢i$¢ujuéih tvari u otpadnim vodama pretvarajuci ih, u idealnom slu¢aju, u vodu (H20) i
ugljikov dioksid (CO-) [21]. Njih se koristi u posljednjih nekoliko desetlje¢a za uklanjanje
boja i razgradnju drugih onecis¢ujuéih tvari iz otpadnih voda. To su tehnologije koje obi¢no
koriste snazne oksidanse poput vodikovog peroksida (H205) ili ozona (O3), katalizatore (ioni
zeljeza, metalni oksidi), elektromagnetsko zracenje (UV svjetlo, Suncevo svjetlo), kao i

ultrazvuk, odvojeno ili u kombinaciji pod blagim uvjetima (niska temperatura i tlak) [22, 23].

12 engl. Wastewater Treatment Plants, WWTPs
13 engl. Advanced Oxidation Processes, AOP



To su visoko ucinkovite nove metode koje ubrzavaju proces oksidacije. AOP se moze
kombinirati s ozonom (Oz), katalizatorom ili ultraljubi¢astim zracenjem (UV) kako bi
ponudio snazan tretman otpadnih voda. Takoder, nekoliko postupaka koristi razli¢ite procese
poput elektrokemijske obrade, upotrebe elektronskih zraka, plazme, mikrovalnih i
ultrazvuénih procesa [24]. Procesi koji koriste snazne hidroksilne (OH-) ili sulfatne radikale
(SO%~ ) kao glavno oksidacijsko sredstvo prvi su put predlozeni 1980-ih za obradu pitke
vode. Kasnije su se Siroko primjenjivali za proc¢iS¢avanje razli¢itih vrsta otpadnih voda jer
jaki oksidansi mogu lako razgraditi organska zagadivala i ukloniti odredena anorganska

zagadivala u otpadnim vodama [25].

Fentonova oksidacija klasi¢an je primjer homogenog AOP-a u kojem ioni Fe?* sluze kao
katalizator s H.O, kao oksidansom. Nedavni napredak otkriva da su Fentonovi i
fotokataliticki procesi (koriste¢i heterogene katalizatore) medu naju¢inkovitijim AOP-ima za

razgradnju organskih zagadivala u tokovima otpadnih voda [26].

Sljedeca Tablica 1. prikazuje neke od naprednih oksidacijskih procesa.

Tablica 1. Primjer naprednih oksidacijskih procesa (prilagodeno) [22]

Procesi u mraku Procesi pod zra¢enjem

Ozon (O3) Fotolizal* (UV + H205)

Fotokataliza
(svjetlost + katalizator)
Foto-Fenton
(Sunceva svjetlost + Fenton)

Fenton (Fe** + H,0,)

Elektroliza (elektrode + izvor)

Sonoliza®® (ultrazvuk)

14 engl. Photolysis
15 engl. Sonolysis



2.3. Fotokemija: Izravna fotoliza i fotokataliza

Fotokemija je grana kemije koja proucava kemijske reakcije molekula u elektronskim
pobudenim stanjima nastalim apsorpcijom infracrvenog (700—-1000 nm), vidljivog (400-700
nm), ultraljubicastog (200—400 nm) ili vakuumskog ultraljubicastog (100—200 nm) zracenja.
Stvaranje veza i prekid veze, kao i prijenos elektrona i ionizacija, Cesto se opazaju u

organskim i anorganskim spojevima kao posljedica takvog pobudenja [27].

Najces¢i oblik UV-zracenja je Sunceva svjetlost koja proizvodi tri glavne vrste UV zraka

[28, 29]:

i) UV-A zrake imaju najduze valne duljine (A= 315-400 nm)
i) UV-B zrake srednjih valnih duljina (A= 280-315 nm)
1)) UV-C zrake koje imaju najkrace valne duljine (A= 100—-280 nm)

Dok se UV-A i UV-B zrake prenose kroz atmosferu, sve UV-C i neke UV-B zrake apsorbira
ozonski omota¢ Zemlje. Dakle, jedini nac¢in na koji ljudi mogu biti izlozeni UV-C zraCenju
je iz umjetnog izvora poput svjetiljke ili lasera [29]. Takoder ne postoji jasan konsenzus oko
toga koji je UV spektar najprikladniji za razgraditi lijekove protiv raka fotokatalizom u

vodenom mediju [30].

Organski 1 anorganski spojevi mogu se transformirati sljede¢i dvije vrste fotokemijskih
procesa. Prvi proces je izravna posljedica apsorpcije Suncevog zracenja (fotoliza), a drugi
proces je posljedica nastalih fotokemijskih vrsta poput tripletnih stanja® i radikalal’ koji

posreduju pri oksidaciji organskih i anorganskih spojeva (fotosenzibilizirane reakcije®) [31].

2.3.1. Fotoliza

Fotoliza je kemijski proces kojim se kemijske veze prekidaju kao rezultat prijenosa svjetlosne
energije!® (izravna fotoliza) ili energije zradenja?® (neizravna fotoliza) u te veze [32]. Izravna
fotoliza u prirodnim vodama ukljucuje transformaciju kemijskog spoja kao rezultat
apsorpcije Suncevog fotona. Dakle, izravna fotoliza moze biti vazno sredstvo raspada za one
prisutne kemijske onecis¢ujuce tvari koje apsorbiraju UV-Vis iznad valnih duljina 290 nm.

Izravna transformacija kemikalija u prirodnim vodama slozen je proces koji ovisi 0 velikom

16 engl. Triplet states

17 engl. Radicals

18 engl. Photosensitized Reactions
19 engl. Light energy

20 engl. Radiant energy
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broju ¢imbenika kao $to su: kemijska struktura i spektar apsorpcije kemikalije, kvantni prinos
fotokemijske reakcije, Suncevo fotonsko zracenje kojem je kemikalija izlozena, sezonsko

razdoblje, kemijski sastav vodene matrice [33].

U tom je procesu fotokemijski mehanizam fotolize podijeljen u tri faze: (1) apsorpcija
svjetlosti koja pobuduje elektrone u molekuli, (2) primarni fotokemijski procesi koji
transformiraju ili gase pobudenu molekulu i (3) sekundarne (,,tamne*) toplinske reakcije koje

transformiraju meduprodukte proizvedene u prethodnom koraku [32].

Fotorazgradnja zapocinje apsorpcijom fotona infracrvene, vidljive i ultraljubicaste svjetlosti,
kao i drugih oblika elektromagnetskog zracenja. Molekula farmaceutske tvari, D prelazi u

takozvano pobudeno stanje, D* apsorpcijom fotona svjetlosti:

hv
D-[D]*->P (1)

gdje je h Planckova konstanta?!, v je frekvencija svjetlosti, proizvod (Av) je energija fotona,
a P produkt razgradnje. Ponekad pomoc¢na tvar (ili druga komponenta sustava) moze

apsorbirati fotone, a zatim prenijeti energiju na aktivni sastojak da bi nastala [D]* [34].

Opcenito, proces nestajanja spoja fotolizom opisan je kinetikom 1. reda prema izrazu:

dc__ .
P kq-c (2)

c=cyrekat (3)

gdje je koncentracija, ¢ kemijskog spoja od interesa u odredenom trenutku izrazena u (mol
dm™), pocetna koncentracija spoja, Co U vremenu nula, to takoder izrazena u (mol dm),

konstanta prvog reda, kq (s™) i vrijeme t (s) [33].

svjetlo, nego na crveno. Medutim, oni posjeduju razli¢ite apsorpcijske spektre i, prema tome,
brzina fotorazgradnje ovisi o preklapanju apsorpcijskog spektra odredenog farmaceutika sa
spektralnom raspodjelom upadne svjetlosti. Takoder, dostupnost kisika moze utjecati na
njegovu oksidaciju i ¢esto je razgradnja farmaceutika proporcionalna koncentraciji Kisika

prema formuli [34]:

2L engl. Planck's constant, h=6.62607015x10734 J Hz*
11



— 2B _ k. [D] - [0,] = kobs - [D] (4)

dat

U prikazanoj formuli promatrana konstanta kons??> produkt je konstante reakcije K i

koncentracije kisika.

2.3.2. Fotokataliza

Otkrivanje farmaceutskih i drugih opasnih organskih spojeva u tragovima u vodi za pice i
okolnom okoliSu dovelo je do sve vece zabrinutosti i1 rasprave o njihovom dugoro¢nom
utjecaju na okolis 1 zdravlje ljudi. Kao posljedica toga paznja istrazivanja usmjerena je na
poboljsanje postojecih tehnologija obrade vode 1 razvoj novih naprednih oksidacijskih
tehnologija [35]. Fotokataliza je jedan od tih procesa i pokazala je potencijal razgradnje i

mineraliziranja raznih organskih i anorganskih zagadivala [36].

Fotokataliza je vrsta katalize koja rezultira modifikacijom brzine fotoreakcije, odnosno
kemijske reakcije koja ukljucuje apsorpciju svjetlosti od strane jedne ili viSe vrsta koje
reagiraju uz dodavanje tvari (katalizatora) koji sudjeluju u kemijskoj reakciji, a da se ne
potrose [37]. Stoga je fotokatalizator definiran kao tvar koja se aktivira apsorpcijom fotona i

koja je sposobna ubrzati reakciju bez da se potrosi. Te su tvari gotovo uvijek poluvodici [36].

Fotokatalizatori poluvodickih oksida primjenjuju se za pretvorbu Sunceve energije pri
proCis¢avanju okolisa u tzv. poluvodickoj heterogenoj fotokatalizi koja ima ogroman
potencijal za uklanjanje organskih onecis¢ivala u vodi i zraku. Ovaj postupak, kako je
prethodno receno, poznat je kao napredni postupak oksidacije i pogodan je za oksidaciju

Sirokog spektra organskih spojeva [36].

Fotokatalizatori apsorbiraju fotone prikladne valne duljine i pobuduju se stvaraju¢i par
elektronskih rupa na povr$ini katalizatora. Najéesce koristeni fotokatalizatori su TiO2 i ZnO.
Pozeljne karakteristike fotokatalizatora su, izmedu ostalog, velika povrSina, prihvatljiv
raspon energije zabranjene zone®, otpornost na koroziju, toplinska stabilnost, mehanicka
¢vrstoca. Morfologija i struktura katalizatora takoder imaju glavnu ulogu u fotokatalizi. Osim
TiO2 i ZnO, u nedavnoj proslosti ispitivani su i razni drugi fotokatalizatori poput oksida na

bazi CeO», bizmuta i volframa radi razgradnje organskih spojeva [38].

22 engl. Observed Rate Constant, Kops
23 engl. Narrow bandgap energy - energy range or band gap is an energy range between the valence band and the
conduction band where electron states are forbidden
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Novi fotokatalizatori dizajnirani su da [38]:

Q) poboljsaju apsorpciju u vidljivom dijelu spektra
(i) sprijece rekombinaciju para elektrona U rupama

(iii)  budu fotokorozivno otporniji
Znaci idealni fotokatalizator mora zadovoljiti sljede¢a svojstva:

(N fotoaktivnost

(i)  Dbiti bioloski i kemijski inertan

(iii)  stabilnost protiv fotokemijske korozije
(iv)  koristiti Vis ili UV svjetlost

(v) niska cijena

(vi)  sigurnost

Medu spomenutim poluvodi¢ima, onaj koji se najbolje prilagodava karakteristikama i, prema
tome, najcesce koriSten je TiO2. Ovaj poluvodic€ je od posebnog interesa jer dopusta upotrebu
prirodne Sunceve svjetlosti jer se energetski razmak, odnosno zabranjena zona, moze

premasiti udjelom energije solarnog fotona (390 > A > 300 nm) [33].

Upravo iz tog razloga u nastavku ovog rada detaljnije ¢e se govoriti o0 ovom fotokatalizatoru.

2.3.2.1. Titanijev dioksid (TiOy)

Titanijev dioksid (TiO2) je u srediStu intenzivnih istrazivanja posvecenih razvoju uc¢inkovitih
fotokatalizatora. Medu mnogim kandidatima za fotokataliticku primjenu, TiO2 je gotovo
jedini materijal pogodan za industrijsku upotrebu. To je zato Sto titanijev dioksid pokazuje
dobar kompromis izmedu ucinkovite fotoaktivnosti, visoke stabilnosti i niskih troSkova.
Glavne se primjene bave njegovom upotrebom kao fotokatalizatora za sanaciju okolisa u

zagadenom zraku i obradi otpadnih voda, te kao materijal u solarnim ¢elijama [39].

Otkako se za fotokatalizu upotrebljavao TiO: pri uklanjanju cijanida krajem 1970-ih,
porastao je sve veCi interes i za njegovom upotrebom za oksidaciju i razgradnju drugih
zagadivala [35]. Za cisti TiO2 potrebno je koristiti UV-A (ili UV-B/UV-C) zraenje za
aktivaciju fotokatalitickog procesa. Vidljivo zracenje, kao zracenje manje energije, ne moze
se koristiti. Ali, na srecu, neki dodatni tretman fotokatalitickog dopinga s razli€itim

elementima/spojevima moze dovesti do uc¢inkovite uporabe dijela vidljivog spektra [40].

13



Mnogi su istrazivaci zakljucili da je upravo postupak UV/TIO2 obecavajuca tehnologija za
razgradnju i mineralizaciju organskih supstrata do bezopasnih kona¢nih proizvoda u zraku i
vodi [41]. Heterogena fotokataliza pomocu UV/TiO2 jedan je od najces¢ih fotokatalitickih
procesa, a temelji se na apsorpciji fotona s energijom ve¢om od 3,2 eV (valne duljine nize od
~390 nm) Sto rezultira iniciranjem pobude povezane s dogadajem razdvajanja naboja
(kemijska veza) [36]. Takoder fotokatalizatori na bazi TiO, pokazuju izvrsno adsorpcijsko
ponasanje prema organskim spojevima u otpadnim vodama, a upotrebljavaju se i zbog
njihovih izvanrednih svojstava ukljuujuci netoksi¢nost, visoku sposobnost fotokatalitiCke
razgradnje i izvrsnu toplinsku i kemijsku stabilnost. Medutim, postoji nekoliko izazova u
pogledu njihove primjene za organske otpadne vode kao S$to su agregacija Cestica,
ograni¢enje prijenosa mase, velika energija veze, uvjeti rasprsivanja i poteSkoce oporavka.
Stoga je potrebno provesti viSe ispitivanja dizajna i optimizacije za uvjete obrade kako bi se
postigla veca u¢inkovitost uklanjanja uz niZe troSkove. Potrebno je prouciti razne parametre
ovih fotokatalizatora: podloga, intenzitet svjetlosti, dodatak-necistoc¢a, veli¢ina Cestica,
struktura [42].

2.3.2.2. Mehanizam fotokataliticke primjene TiO:

Opcenito, heterogena fotokataliza ne zahtijeva nikakve dodatne reagense 0Sim
fotokatalizatora, a moze se definirati kao ,katalitiCka reakcija koja ukljucuje aktiviranje
katalizatora apsorpcijom svjetlosti“. Takoder, da bi ona bila ostvariva fotokatalizator mora
imati relativni poloZaj izmedu popunjene valentne vrpce?* (vb) i prazne vodljive vrpce® (ch),
te prethodno spomenute tzv. zabranjene zone u kojoj se nalaze za elektrone nedopusteni
energetski nivoi. Aktivacija poluvodi¢kog fotokatalizatora posebno se postize apsorpcijom
fotona energije jednake ili veCe od energije zabranjene zone, $to rezultira promicanjem
elektrona (e") iz vb u cb i istodobnim generiranjem pozitivne rupe (h*) u vb. Taj se fenomen
opéenito naziva ,,odvajanje naboja“ i znaci stvaranje e i h* parova. Ti se parovi mogu
rekombinirati, oslobadajuéi toplinu ili su u stanju potaknuti reakcije redukcije i1 oksidacije s

vrstama adsorbiranim na povrS$ini fotokatalizatora [43, 44].

Cestice TiO2 pobuduju se kako bi stvorile pozitivne Supljine u valentnom pojasu (h},) s
oksidacijskim kapacitetom, te negativni elektroni u vodljivom pojasu (eg,) S reduktivnim

kapacitetom, kako slijedi [25]:

24 engl. valence band, vb
% engl. conduction band, cb
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TiO, + hv - eg, + hyy, (5)

Elektroni na povrsini mogu reducirati elektron-akceptore (npr. kisik ili voda), dok s druge
strane pozitivne Supljine mogu primiti elektrone od elektron-donora koji se oksidira (npr.
voda) [44].

Takoder, reakcijama na povrsini TiO2 ove nastale Supljine i elektroni mogu dalje tvoriti
hidroksilne radikale na dva nacina. Prvi nacin je preko hidroksilnog iona na povrsini

katalizatora, a drugi je reakcijom Supljine s adsorbiranom molekulom vode [25, 44].
h;;b + OH(_povréina) — OH- (6)
h;-b + OH(_adsorbiran) - OH-+ H* (7)

S druge strane, elektroni na povrSini mogu reducirati molekularni kisik koji ima ulogu

elektron-akceptora pri ¢emu nastaje super oksid [25, 44].
ecp T OZ(adsorbiran) - 03 (8)

No, molekularni kisik se moZe pojaviti u jo$ jednom obliku, a to je pobudeno singlet stanje,
10y, koji nastaje fotokemijskom, toplinskom, kemijskom ili enzimskom aktivacijom O..
Singletni Kisik nije radikal i predstavlja pobudeno stanje Oz u kojem se spin jednog od
nesparenih elektrona mijenja kako bi se dobila dva elektrona sa suprotnim spinovima.
Novospareni elektroni mogu postojati u odvojenim protuveznim orbitalama ili u istoj orbitali
[45, 46].

Glavni ¢imbenici koji utjeCu na TiO2/UV svjetlosni proces su pocetna koliCina organskog
oneciS¢avala, koli¢ina katalizatora, dizajn reaktora, temperatura, pH otopine, vrijeme

izloZenosti UV zracenju, intenzitet svijetla i prisutnost ionskih vrsta [47].

Medutim, kako je ve¢ prethodno receno, TiO2 ima energiju zabranjene zone, odnosno za
elektrone nedopustene energetske nivoe, u rasponu 3,0-3,2 eV, §to znaci da je samo manje
od 5 % cjelokupnog Suncevog spektra korisno za aktivaciju ovog poluvodi¢a. Stoga, da bi se
koristio cjelokupni spektar Sunceve svjetlosti i maksimalno povecala apsorpcija vidljive
svjetlosti, TiO: je potrebno modificirati, te na taj nac¢in omoguciti da se pod zra¢enjem stvori

dovoljno fotopobudenih e™ i h* [43].
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Slika 2.3. Fotokataliticki mehanizam na TiO2 (preuzeto i prilagodeno) [47]

2.3.2.3. Fotokataliti¢ki reaktor s TiO>
Fotokataliti¢ka razgradnja oneciS¢ujucih tvari u otopini sloZzen je postupak koji ukljucuje

neutralne i radikalne molekule, kako u otopini tako i adsorbirane na povrsini poluvodica [33].

U fotokatalitickim reaktorima na bazi TiO2 nanocestice titanijevog dioksida rasprSene u
kapljevitoj fazi (tj. reaktori sa suspenzijom) jedan su od uobi¢ajenih pristupa. Medutim, u
ovom slucaju, katalizator treba ukloniti iz vode nakon reakcije za ponovnu upotrebu, npr.
filtriranjem. Ovaj dodatni korak dodaje sloZenost i cijenu cjelokupnom postupku.
Imobilizacijom katalizatora kao obloge moze se izbje¢i dodatno odvajanje katalizatora.
Titanijev dioksid je presvu¢en na razlicitim podlogama, ukljucuju¢i staklene povrSine,
nanovlakna, polimerne i kerami¢ke membrane, i koristi se za dekontaminaciju vode u
Sarznim, ili reaktorima s kontinuiranim protokom. Medutim, postoje tri ocita ograni¢enja

reaktora s kontinuiranim protokom i imobiliziranim fotokatalizatorima [48]:

1) vanjski prijenos mase moze ograniciti cjelokupnu kinetiku reakcije, posebno u uvjetima
laminarnog protoka pri maloj brzini protoka fluida, budu¢i da difuzija reaktanta iz rasute

kapljevine u sloj katalizatora mozda nece biti dovoljno brza

2) unutarnji otpor prijenosa mase unutar sloja katalizatora ovisi o debljini sloja i takoder

moze biti znacajan

3) prijenos fotona takoder ovisi o debljini sloja i moZe se dramati¢no smanjiti zbog npr.

difrakcije u poroznom sloju, $to moZe ugroziti u¢inkovitost iskoriStavanja svjetlosti
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Slika 2.4. Shematski prikaz fotoaktivirane povrsine i mehanizam fotokatalize poluvodica
(preuzeto i prilagodeno) [28]

Tipovi reaktora razlikuju se i po poloZaju i vrsti lampe. Na primjer mogu se upotrebljavati
tzv. klasi¢ne ili cijevne halogene lampe ili one kompleksnijih oblika, kao npr. U-profila. Sami
polozaj lampe bitan je jer s obzirom na njega ovisi i ukupna osvijetljenost povrSine
katalizatora. Da bi se postigla bolja i homogenija osvijetljenost povrsine katalizatora,
ponekad se upotrebljava nekoliko paralelno smjestenih lampi 1/ili koncentratora zracenja u

obliku paraboli¢kih zrcala [44].

2.3.2.4. Parametri koji utje¢u na fotokataliti¢ku razgradnju

Na brzinu fotokataliticke kemijske reakcije utjeCu razli¢iti parametri, a neki od njih su:
svojstva reaktanta i njegova pocetna koncentracija, relativna vlaznost, koncentracija Kkisika,

katalizator, temperatura, intenzitet i vrsta zracenja te pH-vrijednost.
A) Svojstva reaktanta i njegova pocetna koncentracija [44]

Do sada je provedeno vise istrazivanja fotokataliticke oksidacije organskih tvariu kapljevitoj,
nego plinskoj fazi. Takoder, evidentirano je da toj razgradnji na TiO2> doprinose molekularni
kisik 1/ili voda. Uz to, ovakvom vrstom razgradnje ¢esto nastaju i razli¢iti meduprodukti koji
mogu biti Stetniji od pocetne molekule. No, svakako da bi ovakva vrsta razgradnje bila
moguca potrebno je da se organski spoj adsorbira na povrSinu fotokatalizatora, a to postize
veliki broj organskih tvari, te je upravo iz tog razloga ova vrsta razgradnje privukla pozornost
u zasStiti okoliSa. Pri fotokataliti¢koj razgradnji molekula koje sadrZze aromatske prstene veliki
utjecaj na razgradnju imaju supstitucijske skupine vezane na prsten. Istrazivanja su pokazala
kako molekule koje imaju elektron-odvlacece skupine, odnosno skupine koje odvlace
elektrone aromatskom prstenu, pokazuju vecu sklonost adsorbiranja na povrSinama
fotokatalizatora od onih s elektro-donorskim skupinama. No, manje reaktivne molekule koje

se brze adsorbiraju na katalizator mogu dovesti do njegove deaktivacije. Uz to, veca pocetna
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koncentracija reaktanta dovodi do njegove sporije razgradnje na povrsini fotokatalizatora.

Razlozi tomu su sljedeci:

) na povrsini katalizatora nalazi se ograni¢en broj aktivnih centara, a ve¢a koncentracija
reaktanta dovodi do brze zasi¢enosti povrSine katalizatora

i) dolazi do uspostavljanja ravnoteze izmedu nastajanja parova elektron-supljina te
njihove reakcije s organskom molekulom, a svaki od stupnjeva moze biti
ograniCavajuci (najsporiji korak). Pri malim koncentracijama brzina reakcije je
najsporiji stupanj, a pri velikim koncentracijama dominira nastanak i migracija
parova elektron-supljina

1)) pri procesu razgradnje mogu nastati razgradni meduprodukti koji se adsorbiraju na
povrsini katalizatora, te time zauzimaju aktivne centre na koje se ne mogu vezati
molekule reaktanta

B) Relativna vlaznost [44]

Pri fotokatalitickom procesu molekule vode sudjeluju kao kompetitivni adsorbensi, izvori
hidroksilnih radikala ili kao produkti reakcije. Upravo iz tog razloga relativna vlaznost moze
utjecati na ucinkovitost ovoga procesa, a u nekim slucajevima i na sami mehanizam
razgradnje. Pri reakcijama fotokataliticke razgradnje u plinovitoj fazi na samu kinetiku
reakcije moze se utjecati koncentracijom vodene pare. S obzirom na to da se ona koristi za
obnavljanje hidroksilnih radikala koji se u procesu razgradnje trose, bitno je da se njena
koncentracija kontrolira jer moZe dovesti do kompetitivne adsorpcije molekula vode na
aktivne centre i na taj nafin se smanjiti ucinkovitost razgradnje organske molekule

(reaktanta).
C) Koncentracija kisika [44]

Kisik je jak elektrofil koji sprjeCava rekombinaciju, medutim pri jako velikim
koncentracijama uzrokuje zauzimanje povrSine katalizatora s hidroksilnim radikalima te na
taj naCin sprjeCava vezanje reaktanta na aktivne centre. Obi¢no se njegova koncentracija

odrZava stalnom jer se radi pri standardnim uvjetima.
D) Katalizator [44]

Na brzinu fotorazgradnje utjece i koli¢ina te izvedba katalizatora. Primjenom vece koli¢ine
katalizatora povecava se brzina fotorazgradnje, zbog sve vece aktivne povrSine na koju se

reaktant moze adsorbirati. AKO se katalizator koristi kao imobilizirani sloj na ¢vrstoj podlozi,

18



takoder se mora voditi racuna o debljini sloja, s obzirom na to da se u debljim slojevima javlja
vedi otpor prijenosu tvari kroz sloj katalizatora. Upravo povecanje tog otpora moze dovesti i
do pojave rekombinacije. Takoder jedna od danas koristenih vrsta nanoSenja fotolitickog
katalizatora na porozni ili vlaknasti supstrat zove se impregnacija. Na taj nacin nanosi se vrlo

tanak sloj katalizatora, no sklon oStecenjima i slabom prianjaju.
E) Temperatura [44]

U usporedbi s uobicajenim kemijskim reakcijama fotokataliticka reakcija ima malu energiju
aktivacije (nekoliko kJ mol?) te temperatura nema znacajan utjecaj na njenu brzinu. Ona s
druge strane pak ima utjecaj na prijenos elektrona i na brzine desorpcije meduprodukata i

supstrata, koje su manje pri nizim temperaturama.
F) Vrstai intenzitet zracenja [44]

Vrsta i intenzitet koriStenog zraCenja najvazniji je parametar u fotokatalitickoj razgradnji
tvari. Za obradu oneciS¢enog zraka u zatvorenim prostorima uglavnom se koristi umjetna, a
na otvorenom Sunceva svjetlost. UspjeSnost razgradnje uvelike ovisi o apsorpciji zracenja na
povrsini katalizatora. Sama brzina razgradnje povecava se s povec¢anjem intenziteta zracenja,
ali vazno je napomenuti kako priroda i vrsta zra¢enja ne utjeCu na reakcijski mehanizam. Za
aktivaciju je dovoljno da je valna duljina upadnog zracenja dovoljna za svjetlosnu pobudu.

Od cijelog prirodnog Suncevog zracenja samo 5 % ima dovoljnu energiju za fotoindukciju.
G) pH-vrijednost

Opcenito, pH otopine je kljucni faktor koji izravno utjece na efikasnost fotokatalizatora. To
je zbog cinjenice da pH-vrijednost upravlja povrsinskim karakteristikama fotokatalizatora,
zajedno s nabojem organskih molekula, te kona¢no upravlja kapacitetom adsorpcije molekula
na povrsSini i koncentracijom hidroksilnih radikala. Mnoga istrazivanja bila su posvecena
boljem iskoriStavanju svojstava povrSinskog naboja kako bi se postigla vrhunska
fotoreaktivnost, kao §to su povrSinsko dopiranje i modifikacije [49]. U procesu
fotokataliticke oksidacije, kako je prethodno i spomenuto, organska onecis¢ivala unistavaju
se u prisutnosti zraka ili kisika, izvora svjetla te poluvodickih fotokatalizatora ¢ija reaktivnost
ovisi 0 pH-vrijednosti medija. Kao vazan parametar u fotokatalitickim reakcijama pH otopine
odreduje svojstva povrSinskog naboja fotokatalizatora i veli¢inu agregata koje tvori. Dakle,

pH-vrijednost utjee na mehanizam razgradnje jer moZe pridonijeti nastanku hidroksilnih
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radikala, izravnoj oksidaciji pozitivnih rupa ili izravnoj redukciji te smanjenju elektrona u

vodljivoj vrpci [50].
2.3.2.5. Kinetika fotokatalize [51, 52]

Kinetika fotokataliticke razgradnje mnogih organskih spojeva uz koristenje katalizatora TiO>
pod osvjetljenjem modelirani su pomoc¢u jednadzbe Langmuir-Hinshelwood (L-H)
prikazanom u nastavku (9). Ovaj model smatra da je brzina reakcije proporcionalna udjelu

povrSine fotokatalizatora imobiliziranog na podlogu, 6.

Izraz se moze prikazati:
dc
r= _E =k-0 (9)

0

K-C
T (K-C+1) (10)

gdje je k kineticka konstanta brzine fotokemijske reakcije, a K ravnotezna konstanta
adsorpcije reaktanta na Cesticama TiO». Jednadzba (9) je nultog reda kada je koncentracija

visoka (C > 5-10° mol L?). Kad se otopina razrijedi (C < 10 mol L?), reakcija se moze

opisati jednadzbom za 1. red.

r=—%=k-K-C=kq-C (11)

gdje je kq prividna kineticka konstanta reakcije pseudoprvog reda.

Logaritmiranjem izraza (11) dobiva se :
m%zkmt(ﬂ)

Graficki se moze prikazati ovisnosti In <2 o vremenu, t te se iz nagiba moze dobiti vrijednost
> g j

konstantne, kq. 1z navedene korelacije se moze primijetiti da se rastom vrijednosti konstante

koncentracija farmaceutika smanjuje.

Iz vrijednosti konstante reakcije prvog reda moze se dobiti i vrijeme poluraspada molekule,
odnosno vrijeme potrebno da se molekula razgradi 50 % [53, 54]. lzraz je prikazan u

nastavku.

n2

by = k_d (13)
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2.4. Toksi¢nost-Vibrio fischeri [55]

Ispitivanje toksicnosti temelji se na pracenju promjene u prirodnoj emisiji svjetlosti
luminiscentne bakterije, pod nazivom Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum).
Metoda koja se slijedi je test bioluminiscencije 1SO 11348-2:2007.

Bakterija Vibrio fischeri je Gram-negativna bakterija, fakultativno anaerobna, koja moze
zivjeti u prisutnosti ili u odsutnosti kisika. Za vizualizaciju je ruzicasta. Pripada obitelji
Vibrionaceae ¢ija je najreprezentativnija karakteristika bioluminiscencija (stvaranje
svjetlosti od strane odredenih Zivih organizama). Vazno je istaknuti njihovu stabilnost na

svjetlost, kao 1 veliku osjetljivost na Sirok spektar otrovnih tvari.

Reakcija bakterijske bioluminiscencije povezana je sa sustavom prijenosa elektrona u
stanicnom disanju 1 ukazuje na metabolicko stanje stanice, tako da smanjenje
bioluminiscencije ukazuje na smanjenje stani¢nog disanja. Fizikalne, kemijske i bioloske
oneciS¢ujuce tvari utjecu na stani¢no disanje mijenjajuci postotak sinteze proteina i lipida i

stoga modificirajuéi razinu emisije luminiscencije.
U prisutnosti zagadivala, prirodna bioluminiscencija Vibrio fischeri se smanjuje.

Test bioluminiscencije sastoji se od mjerenja svjetlosti koju emitiraju bakterije Vibrio fischeri
prije i nakon doticaja s uzorkom, nakon vremena inkubacije. Stupanj gubitka svjetlosti

ukazuje na stupanj toksi¢nosti uzorka.

DNA

Slika 2.5. Bakterija Vibrio fischeri (preuzeto i prilagodeno) [56]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

U eksperimentalnom dijelu rada koristile su se kemikalije navedene u Tablici 3.1.

Tablica 3.1. Koristene kemikalije

« STUPANJ
IME FORMULA PROIZVODAC CISTOCE
o Cayman Chemical 0
Krizotinib C21H22CI,FNsO (Michigan, USA). > 98 %
Acitonitril, ACN CH3CN Fisher Chemical HPLC
Ultra Cista voda, Millipore Simplicity
MiliQ H20 UV HPLC
Izopropanol CH3CH.CH:0OH Fisher Chemical HPLC
. . Kemika, Zageb,
Natrijev azid NaN3 Hrvatska p.a.
Mravlja kiselina HCOOH T.T.T. doo, Sveta | g5 0, 10 04 (p.a)

Nedjelja, Hrvatska
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3.2. Instrumenti
3.2.1. Analiticka vaga

Za pripravu temeljne standardne otopine (TSO) krizotiniba bilo je potrebno vrlo precizno
vaganje uzorka reda veli¢ine u miligramima. Stoga se vaganje farmaceutika krizotiniba
provodilo na analitiCkoj vagi Mettler Toledo XA105DU koja posjeduje moguénost

ocitavanja od 0,01 mg. Vaga je prikazana na Slici 3.1.

Slika 3.1. Analiti¢cka vaga Mettler Toledo XA105DU

3.2.2. pH-metar

Prije provodenja procesa fotokatalize u reaktoru bilo je potrebno namjestiti pH-vrijednost
otopine krizotiniba. Za to se koristio pH-metar Mettler Toledo. Pod pojmom regulacije pH

podrazumijeva se postizanje ili zadrZzavanje odredene vrijednosti pH.

- : —
Slika 3.2. pH-metar Mettler Toledo

24



3.2.3. Fotokataliti¢ki reaktor

Nakon namjestanja potrebnih pH-vrijednosti otopina se dalje ulijevala u proto¢ni reaktor

pravokutnog oblika prikazanog na Slici 3.3. koji se sastojao iz vise dijelova.

Slika 3.3. Proto¢ni reaktor

U prikazanom reaktoru provedeni su svi fotoliticki 1 fotokataliticki eksperimenti, kao 1
Scavenging test. Ukupni radni volumen reaktora iznosi 100 cm?®. Ispod dna reaktora nalazi se
kutija u koju se stavljao led za odrzavanje temperature stalnom tijekom trajanja eksperimenta.
Pri svim eksperimentima protok se namjestao na prikazanoj pumpi. Tijekom provodenja
fotokatalitickih eksperimenata kao katalizator koriStena je mrezica titanijeva dioksida (TiO>)

prikazana na Slici 3.4. koja je pripremljena na Metalurskom fakultetu u Sisku.

Slika 3.4. Mrezica imobilizirana titanijevim dioksidom (TiOz)

MreZica, povrsine sloja 0,0037 g cm™, namjestala se tako da bi prekrivala cijelo dno reaktora.
Iznad reaktora na udaljenosti od 2 cm namjestale su se lampe koje su osvjetljivale otopinu
UV-A zraenjem. Dodatno se cijeli sustav prekrivao aluminijskom folijom kako bi se
osiguralo ravnomjerno osvjetljenje otopine u reaktorskom prostoru. Povrsina fotokatalizatora
osvjetljavala se s dvije cijevne UV-lampe snhage 6 W. Mjerenje zraCenja zarulje
najucinkovitiji je nadin pracenja vijeka trajanja bilo kojeg izvora UV-svjetla [56]. Za
mjerenje intenziteta zracenja lampi, prije te nakon provedenih eksperimenata, koristio se

UVX Radiometer UVP. Mjerio se intenzitet na samoj povrsni lampi, te na udaljenosti od 2
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cm. Izmjereni intenzitet zradenja na povrsini iznosi ~6,52 mW cm?, a na mjerenoj udaljenosti
~4,20 mW cm.

3.2.4. Tekuéinski kromatograf visoke djelotvornosti (HPLC)

Nakon razgradnje analiza uzoraka provedena je na tekucinskom kromatografu visoke
djelotvornosti, Agilent 1100 HPLC? uredaju. HPLC sustav sastoji se od vakuumskog
degazera za uklanjanje mjehurica, automatskog dodavaca uzoraka, termostata za odrzavanje
temperature i binarne pumpe za pokretnu fazu. Uredaj je dalje spojen na detektor s nizom
dioda, DAD?. Koristena je kolona X-Bridge punjena s C18 sorbensom. Dimenzije kolone su

150 x 4,6 mm s promjerom Cestica punjenja 3,5 um.

Slika 3.5. Agilent 1100 HPLC uredaj povezan na DAD

3.2.5. Luminometar s termoblokom

LUMIStox 300 je luminometar koji se koristi za test luminiscentnih bakterija. U kombinaciji
s inkubacijskim blokom LUMIStherm, udovoljava tehnickim zahtjevima ISO 11348. Ova
ISO norma opisuje odredivanje inhibicijskog ucinka uzoraka na emisiju svjetlosti bakterije
Vibrio fischeri. LUMIStox 300 ima ugradenu funkciju fotometra i automatsku rutinu
mjerenja i procjene, Sto mu omogucuje prepoznavanje ucinaka obojenja u testu

luminiscentnih bakterija i njihovo uzimanje u obzir u rezultatima ispitivanja [57].

26 engl. High pressure liquid chromatograpy, HPLC
27 engl. Diode Array Detection, DAD
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Slika 3.6. Dr. Lange LUMIStox 300 Luminometar

3.3. Opis rada

3.3.1. Priprema standardnih otopina krizotiniba

Standardne otopine koncentracije 1000 mg L™ pripremale su se otapanjem odredene odvage
krizotiniba u acetonitrilu (ACN). Za razrjedenje otopine koriStena je redestilirana voda,
MiliQ nadopunjavanjem tikvice do ukupnog volumena od 100 mL. Primjerice, ako je
odvagano 5 mg krizotiniba, odvaga je kvantitativno prenesena u tikvicu i otopljena u 5 mL
acetonitrila. Prilikom pripreme otopine koristila se ultrazvuéna vodena kupelj za bolje i brze
otapanje, u kojoj su se uzorci otapali oko 15 minuta. Zatim je odredeni volumen otopine
prenesen pipetom u tikvicu od 100 mL, gdje se tikvica nadopunjava redestiliranom vodom

do oznake.
3.3.2. Priprema standardnih otopina krizotiniba za Scavenging test

Standardne otopine koncentracije 1000 mg L™ pripremale su se otapanjem toéno odredenih
odvaga mase krizotiniba u odredenim volumenima acetonitrila, ACN. Prilikom pripreme
otopine koristila se ultrazvuéna vodena kupelj za bolje i brze otapanje, U Kojoj su se uzorci
otapali oko 15 minuta. Zatim se u otopinu dodavao odreden volumen jedne od tri koriStene

kemikalije potrebne za provedbu Scavenging testa.

Cilj ovog testa bio je da se ispita dominantni mehanizam fotokataliticke razgradnje
krizotiniba. Za potrebe testa koristili su se redom tri ,,hvataca elektrona®, odnosno radikala:
natrijev azid (NaNs), mravlja kiselina (HCOOH), te izopropanol (CH3CH2CH,OH).

27



3.3.3. Fotoliza krizotiniba

Fotoliticka razgradnja krizotiniba provedena je zracenjem 100 mL otopine krizotiniba UV-
lampom kroz 6 sati, kako bi se pratila koncentracija razgradnih produkata fotolize krizotiniba
te utvrdilo vrijeme poluraspada ovog farmaceutika. Za potrebe pracenja raspada ovog
farmaceutika izlozenog UV-lampi uzimali su se uzorci u odredenim vremenskim intervalima
te na samom pocetku eksperimenta prije izlaganja UV-lampi, vrijeme to. Uzorci alikvota od
500 pL uzimali su se direktno iz reaktora automatskom pipetom i stavljali u vijale za analizu.
S ciljem potvrde raspada krizotiniba pod utjecajem UV-A zracenja proveo se paralelno isti
eksperiment u mraku (bez izloZenosti ultraljubi¢astom zracenju) te su se uzimali uzorci u
istim vremenskim intervalima. Nakon provedenih eksperimenata svi iz reaktora uzeti uzorci
uz slijepu probu (redestilirana voda) analizirali su se teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti vezanom na detektor s nizom dioda (HPLC-DAD). Pritom su se svi uzorci

snimali tri puta.

3.3.4. Fotokataliticka razgradnja krizotiniba

Pracenje fotokataliticke razgradnje krizotiniba u fotokatalitickom reaktoru provedeno je u
prisutnosti ultraljubi¢astog zra¢enja UV-lampe istog intenziteta kao u prethodnom
eksperimentu, te uz dodatak katalizatora titanijeva dioksida (TiO2). Spomenuti katalizator
TiO2 imobiliziran je na nosacu (mrezici). Mrezica se nanosi na dno reaktora prije provodenja
eksperimenta. Zatim se reaktor ispuni sa 100 mL pripremljene standardne otopine
krizotiniba, namjesti se protok pumpe, a UV-lampa se ukljuci tek nakon trideset minuta i
uzorkovanja prvog alikvota 500 uL automatskom pipetom u vremenu to. Tih trideset minuta
je potrebno da se uspostavi sorpcijska ravnoteza izmedu radne otopine krizotiniba i mrezice
s katalizatorom. Nakon uklju¢ivanja UV-lampe pocinje fotokataliticka razgradnja krizotiniba
u reaktoru. Ostali se alikvoti uzorkuju u odredenim vremenskim intervalima. Svi Su Uzorci,

zajedno sa slijepom probom analizirani pomo¢u HPLC-DAD. Svi uzorci su snimljeni tri puta.
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3.3.5. Analiza uzoraka tekudinskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(HPLC-DAD)

Tijekom provedbe procesa razgradnje 500 pL uzoraka uzima se iz reaktora u vijalice koje se
dalje stavljaju na analizu u Agilent 1100 HPLC uredaju. Koristena pokretna faza sastojala se

A-0,1 % mravlja kiselina u vodi i B-0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu.

Gradijent pokretne faze prikazan je u Tablici 3.2.

Tablica 3.2. Sastav pokretne faze koristen za separaciju teku¢inskom kromatografijom

Vrijeme, min Koncentracija B, %
0 20
6 80
7 80
7,01 20
10 20

Prije poc¢etka same analize, kromatografska kolona je kondicionirana. Za to je bilo potrebno
oko 30 minuta. Nakon stabilizacije tlaka u koloni analiza je mogla poceti. Takoder se prije
pocetka analize ukljucio termostat i UV-lampa, s obzirom na to da je odziv krizotiniba u UV-

spektru.

U kolonu je injektirano 25 pL uzorka. Protok je tijekom analize iznosio 0,5 mL mint. Buduéi
da se radi o gradijentu pokretne faze, prije svakog injektiranja uzoraka potrebno je kolonu
prethodno uravnoteziti (vrijeme od 1 minute). Vrijeme trajanja jedne analize bilo je 10
minuta. Pratila se pojava krizotiniba pri apsorpcijskom maksimumu valne duljine od 270 nm

1 vremenu zadrzavanja od 6,7 minuta.

Kvantitativna analiza provodila se integriranjem kromatograma, odnosno od¢itavanjem
povrsine ispod odgovarajuce kromatografske krivulje krizotiniba. Nakon oc¢itavanja povrsina

ispod krivulja usporedivale su se vrijednosti povrsina uzoraka prije i nakon razgradnje.
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Cilj rada bio je ispitati mogucénosti razgradnje farmaceutika krizotiniba u razli¢itim uvjetima
te na taj nacin predvidjeti njegovu sudbinu u vodenom okolisu. Krizotinib je antitumorski
lijek koji se koristi za lijeCenje raka pluca te u vodenom ekosustavu moze dospjeti razli¢itim
putevima poput otpadnih voda ili kanalizacije. S obzirom na to da svakodnevno sve vise raste
svijest o zastiti okolisa, tako raste i potreba za novim i djelotvornijim na¢inima obrade

otpadnih voda.

Upravo iz tog razloga u ovom radu ispitana je fotoliticka 1 fotokataliticka razgradnja ovog
farmaceutika. Odredili su se optimalni uvjeti, mehanizam, kao i kinetika fotokataliticke
razgradnje krizotiniba na mrezici imobiliziranoj s fotokatalizatorom TiO2. Takoder,
procijenila se njegova ekotoksi¢nost pomoc¢u bioanaliticke metode koja koristi bakterijsku

kulturu Vibrio fischeri, kao i raCunalnim programom TEST.

4.1. Hidroliza krizotiniba

Preliminarno ispitivanje hidrolize farmaceutika krizotiniba provelo se prema smijernici
OECD-a [58] koja opisuje laboratorijsku metodu ispitivanja za procjenu abiotickih
hidrolitickih transformacija kemikalija u vodenim sustavima pri vrijednostima (pH 4-9) koje
se normalno nalaze u okoliSu. Ovakva vrsta ispitivanja vazna je za kemikalije koje se izravno
primjenjuju u vodenom okoliSu ili mogu u njega dospjeti razli¢itim putevima. Cilj
provedenog pokusa bilo je utvrdivanje brzine hidrolize ispitivane tvari kao funkcije pH-
vrijednosti i odredivanje brzine stvaranja produkata hidrolize, kojem se mogu izloziti zivi

organizmi.

Prema navedenoj smjernici test hidrolize proveo se pri tri razli¢ite pH-vrijednosti 4, 71 9 te

pri dvije konstantne temperature 4 °C i 50 °C.
Cistoca ispitivane tvari treba biti najmanje 95 %.

Usporedbom povrsina ispod kromatografskih krivulja odredilo se smanjenje koncentracije

krizotiniba, te izracunao postotak hidrolize.
Podetna koncentracija krizotiniba iznosila je 10 mg L™,

Vrijednosti dobivenih povrSina ispod kromatografskih krivulja i1 izraCunate vrijednosti

smanjenja koncentracije krizotiniba prikazane su u Tablici 4.1.
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Tablica 4.1. Prikaz snimljenih povr$ina i izraCunatih vrijednosti koncentracije krizotiniba

pH T, °C 1. mjerenje 2. mjerenje 3. mjerenje Prosjek, %
4 4 1668,70 1671,20 1661,90 1667,27
4 50 1639,40 1645,50 1642,70 1642,53
Smanjenje koncentracije, % 1,76 1,54 1,16 1,48
7 4 1640,50 1634,20 1637,20 1637,30
7 50 1502,70 1552,00 1577,65 1544,12
Smanjenje koncentracije, % 8,40 5,03 3,64 5,69
9 4 1594,10 1667,30 1682,90 1648,10
9 50 1578,83 1582,30 154270 1567,94
Smanjenje koncentracije, % 0,96 5,10 8,33 4,80

Prema Tablici 4.1. moze se vidjeti da prosjeCna vrijednost smanjenja koncentracije

krizotiniba pri pH-vrijednosti 4 iznosi 1,48 %, pri pH-vrijednosti 7 prosje¢na vrijednost

smanjenja koncentracije iznosi 5,69 %, te pri pH-vrijednosti 9 iznosi 4,80 %.

S obzirom na to da su sve prosje¢ne vrijednosti smanjenja koncentracije u tablici manje od

10 %, moze se zakljuciti da je krizotinib hidroliti¢ki stabilan. Taj podatak je bitan jer

potvrduje kako ¢e pri svim eksperimentima u nastavku rada smanjenje koncentracije

Krizotiniba biti povezano isklju¢ivo s razgradnjom pod UV-A zraenjem.
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4.2. Adsorpcija krizotiniba

Na samom pocetku eksperimentalnog dijela ovog rada ispitala se adsorpcija farmaceutika
krizotiniba na mrezicu imobiliziranu s titanijevim (IV) oksidom. Rezultati ispitivanja

prikazani su na Slici 4.1.
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Slika 4.1. Adsorpcija krizotiniba na imobiliziranu mrezicu TiO> pri tri razli¢ite pH-vrijednosti
57i9

Da bi se ispitao ucinak adsorpcije na uklanjanje krizotiniba iz otopine proveo se eksperiment

u mraku pri istim vremenima kao i eksperiment fotokatalize, ¢iji ¢e se rezultati prikazati u

nastavku ovog rada.

Takoder se ispitao utjecaj pH-vrijednosti otopine na adsorpciju krizotiniba, te se eksperiment

proveo pri tri razlicite vrijednosti pH 5, 711 9.

Vec u teorijskom dijelu ovog rada spomenuto je kako krizotinib ima dvije pKa vrijednosti, a
to su 9,4 (piperidin kation) i 5,6 (piridin kation). Kako vidimo na Slici 4.1. pri svim
vrijednostima pH slijedi se isti trend smanjenja poéetne koncentracije krizotiniba u vremenu.
Uz to vidimo kako je pad koncentracije, odnosno brzina adsorpcije ve¢a na pocetku i da se s

vremenom smanjuje, dok se ne postigne ravnotezno stanje.

Vrijednost pH je parametar koji odreduje povrsinska svojstva krutina i stanje onecis¢ujuce
tvari u ovisnosti o njezinoj pKx vrijednosti. Opcenito, kada je spoj djelomi¢no ioniziran ili
ima naboj, potrebno je razmotriti elektrostatske interakcije koje se javljaju s TiO2. Zapravo,
prema tocki nultog naboja®, naboj povrsine krutine ovisi o pH-vrijednosti. Dakle, za TiO-

povrsina je pozitivno nabijena ispod pHpzc (= 6,5), @ negativno nabijena iznad pHpzc.

28 engl. Point of Zero Charge, pHpzc
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Rekacije su sljedece:
TiOH + H* > TiOH} pH < 6,5 (14)
TiOH + OH- - Ti0O~ + H,0 pH > 6,5 (15)

Povrsina TiO2 pozitivno je nabijena u kiseloj otopini koja je povezana s fiksacijom protona,
a negativno nabijena u bazi¢nom mediju. Povrsinski naboj utje¢e na adsorpciju i, prema tome,

......

su razlicite, ali uvijek u rasponu 6,3-6,8.

pH-vrijednost vazan je ¢imbenik za svako ispitivanje adsorpcije. MoZe uvjetovati povrsinski
naboj adsorbensa i strukturu adsorbata. U nasem eksperimentu pratili smo utjecaj vrijednosti
pH na adsorpciju krizotiniba na povrsinu adsorbensa TiO. Krivulje na Slici 4.1. pokazuju da
dolazi do povec¢anja koli¢ine adsorbiranog farmaceutika na povrsini mrezice U luZznatom
mediju. Ovo povecanje se moze objasniti kemijskim stanjem povrSine TiO2 u luznatom
mediju, kao i stanjem organske molekule koja se ne ionizira pri visim pH-vrijednostima. S
druge strane, vidimo kako se ravnotezno stanje brze postiglo pri najnize ispitivanoj
vrijednosti pH= 5 pri kojoj je krizotinib u kationskom obliku i povrSina titanijeva dioksida
poprima pozitivan naboj, stoga se krizotinib na njoj manje zadrzava, zbog nastalih odbojnih

sila.

Prema tome, mozemo zakljuciti, da pri pH-vrijednosti 5 dolazi do smanjenja utjecaja
adsorpcije, te da se smanjenje koncentracije krizotiniba u otopini moze direktno pripisati

razgradnji.
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4.3. Fotoliticka razgradnja krizotiniba

Na Slici 4.2. prikazan je rezultat fotoliticke razgradnje otopine Krizotiniba pocetne

koncentracije 10 mg L™ i izmjerene pH-vrijednosti 7,14 koja se izlagala UV-A zraéenju kroz

300 minuta.
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Slika 4.2. Fotoliticka razgradnja otopine krizotiniba pri UV-A zracenju

Slika 4.2. prikazuje omjer vrijednosti povrsina ispod kromatografske krivulje na pocetku

eksperimenta, odnosno prije izlaganja otopine krizotiniba UV-A zrafenju Ao, te povrSina

ispod kromatografskih krivulja u odredenim vremenima kroz 300 minuta, A. Te vrijednosti

A oznacavaju preostalu koncentraciju farmaceutika krizotiniba u otopini nakon izlaganja UV-

A zraenju. Na prikazanom grafu moze se vidjeti kako se cijela koli¢ina krizotiniba razgradila

ve¢ pri 240 minuta eksperimenta.

Dobiveni rezultati fotoliticke razgradnje otopine krizotiniba pod utjecajem zrac¢enja UV-A

integrirali su se u svrhu provedbe kineticke analize te je dobiven graf na Slici 4.3.
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Slika 4.3. Kinetika fotoliticke razgradnje krizotiniba pod utjecajem UV-A zracenja
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Dobivene integrirane vrijednosti opisane su kinetickim modelom razgradnje 1. reda. 1z
vrijednosti koeficijenta korelacije, R?>= 0,9698 mozemo zaklju¢iti kako odabrani kineti¢ki

model dobro opisuje eksperimentalne podatke.

Takoder, iz dobivene jednadzbe pravca y= 0,0221x + 0,1191 moze se ocitati vrijednost

konstante brzine razgradnje, k= 0,0221 min,

Preko dobivene vrijednosti konstante brzine razgradnje odredilo se i vrijeme poluraspada

krizotiniba prema formuli (13) i iznosi 31,36 min.

4.4. Fotokataliticka razgradnja krizotiniba

U svrhu poboljsanja razgradnje krizotiniba u vodenoj otopini proveden je eksperiment
izlaganja otopine UV-A zraCenju, ali ovaj put uz dodatak katalizatora. Za provedbu
fotokataliticke razgradnje krizotiniba koristen je fotokatalizator, na mrezici imobilizirani

titanijev dioksid, TiO».

Da bi se utvrdili optimalni uvjeti razgradnje krizotiniba eksperiment se proveo kombinacijom
3 razli¢ite pH-vrijednosti (5, 7 19) te 3 razli¢ite pocetne koncentracije Krizotiniba (5, 10115
mg L1). Ukupno se provelo 9 eksperimenata, ali zbog jednostavnosti u nastavku su prikazani
jedino rezultati utjecaja pH-vrijednosti pri jednog odabranoj pocetnoj koncentraciji
krizotiniba, te zatim utjecaj tri razliCite pocetne koncentracije Krizotiniba pri istoj pH-

vrijednosti otopine. Rezultati preostalih kombinacija po¢etnih uvjeta prikazani su u Prilogu.

Za laksu graficku usporedbu utjecaja pH-vrijednosti na razgradnju, prikazani su trendovi za
istu podetnu masenu koncentraciju krizotiniba u otopini, 5 mg L. Dobiveni rezultati

prikazani su na Slici 4.4.
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Slika 4.4. Fotokataliticka razgradnja krizotiniba uz UV-A zracenje pri tri pH-vrijednosti
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Usporedujuci Sliku 4.4. s prethodnim prikazom na Slici 4.2. vidimo da se proces razgradnje
pod UV-A zracenjem ubrzao u prisustvu fotokatalizatora TiOa.

Na Slici 4.4. vidimo da se krizotinib fotokataliti¢ki najbrze razgradio pri pH-vrijednosti 5.
Takav rezultat moze se povezati s prethodno obja$njenim povrSinskim fenomenom
adsorpcije, gdje smo vidjeli kako upravo pri pH-vrijednosti 5 dolazi do smanjenja utjecaja
adsorpcije na uklanjanje krizotiniba iz otopine, te njegova koncentracija ide u smjeru
smanjenja, zbog porasta utjecaja razgradnje.

Da bi se ispitao utjecaj pocetne koncentracije krizotiniba na njegovu fotokataliticku
razgradnju, na Slici 4.5. usporedno su se prikazali trendovi razgradnje pri trima pocetnim

koncentracijama 5, 10 i 15 mg L™, a istoj vrijednosti pH 5.
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Slika 4.5. Fotokataliti¢ka razgradnja krizotiniba uz UV-A zraCenje pri tri poCetne
koncentracije

AlAo

Da bi se odredila kinetika fotokataliticke razgradnje krizotiniba, na mrezici imobiliziranoj s
titanijevim dioksidom, dobiveni eksperimentalni podaci su se integrirali. Grafovi za sustave
s poéetnom masenom koncentracijom Krizotiniba 5 mg L™ i pri 3 razli¢ite pH-vrijednosti
prikazane su u nastavku, dok su rezultati svih ostalih eksperimentalnih sustava dani u Prilogu

ovog rada.

37



7 -
65 - y =0,138x + 0,1695
52 - R2=0,9767 o
5 .
45 -
—~ 4
< 3.2 :
3 ]
S 25 -
£ 9.
15 -
1 .
0.5 -
0 T T T T T T T T T T 1

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
t, min

Slika 4.6. Kinetika fotokataliticke razgradnje krizotiniba pod utjecajem
UV-A zraCenja i pH-vrijednosti 5
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Slika 4.7. Kinetika fotokataliticke razgradnje krizotiniba pod utjecajem
UV-A zraCenja i pH-vrijednosti 7
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Slika 4.8. Kinetika fotokataliticke razgradnje krizotiniba pod utjecajem
UV-A zracenja i pH-vrijednosti 9

38



Kao §to se moze vidjeti iz prikazanih grafova, Slika 4.6.-4.8. fotokataliticka razgradnja
krizotiniba moze se opisati jednadzbama kinetike 1. reda. Valjanost modela odituje se u

velikim vrijednostima koeficijenta determinacije R > 0,9.

Iz dobivenih kineti¢kih jednadzbi ocitale su se konstante brzine razgradnje i izra¢unala

vremena poluraspada krizotiniba prema formuli (13). Vrijednosti su prikazane u Tablici 4.2.

Tablica 4.2. Izracunate vrijednosti kineti¢kih parametara za UV-A/TiO2 sustave pri svim

kombiniranim uvjetima dobivene prema modelu kinetike razgradnje 1. reda

Uvieti Izracunate vrijednosti prema Kinetici reakcije
J razgradnje 1. reda
Eksperiment oH-vrijednost koncentrac?lua, Konstanta br2|r_1e_l Vrijeme polu_raspada,
c,mgL razgradnje, k, min ti2, MIN

1 5 5 0,1397 4,96
2 7 5 0,1234 5,62
3 9 5 0,0962 7,21
4 5 10 0,0718 9,65
5 7 10 0,0690 10,05
6 9 10 0,0421 16,46
7 5 15 0,1041 6,66
8 7 15 0,0815 8,50
9 9 15 0,0533 13,00

Na temelju izra¢unatih vrijednosti konstanti brzine razgradnje krizotiniba i vremena
poluraspada, prikazanih u Tablici 4.2., moze se zakljuéiti kako je u sustavu pri pH-vrijednosti
5 i pocetnoj koncentraciji krizotiniba 5 mg L vrijeme poluraspada najmanje i ono iznosi
4,96 min, a konstanta brzine razgradnje najveéa i iznosi 0,1397 mint. Takoder, usporedujuci
vrijednosti vremena poluraspada i konstanti brzine razgradnje za istu pocetnu koncentraciju
krizotiniba, npr. 5 mg L?, vidimo kako se poveéanjem pH-vrijednosti otopine ti, takoder
povecava s 4,96 min do 7,21 min, a k smanjuje s 0,1397 min* do 0,0962 min*. Taj isti trend
produljenja vremena poluraspada s povecanjem pH-vrijednosti otopine ponavlja se pri svim
ostalim pocetnim koncentracijama, stoga pH-vrijednosti imaju kriticnu ulogu u brzini
razgradnje krizotiniba u vodenom ekosustavu jer se brzina razgradnje smanjuje s porastom

pH-vrijednosti.
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Trend smanjenja razgradnje molekule s povecanjem pH-vrijednosti otopine na aktivnoj
povrsini katalizatora TiO2, ve¢ je zapazeno u nekim prethodno objavljenim istrazivanjima.
Ono, kao i1 u radu ve¢ spomenuti fenomen adsorpcije, moze se objasniti s povrSinskim
svojstvima fotokatalizatora na temelju tocke nultog naboja. Amorfno ponasanje poluvodica
vazan je parametar u reakcijama koje se odvijaju na Cesticama njegove povrsine [61]. Prema
tocki nultog naboja (~6,5) povrsina TiO2 pozitivno je nabijena u kiselim medijima, a
negativna u alkalnim, dok krizotinib prelazi u kationsko stanje pri dvije pKa vrijednosti 5,6 i
9,4. Ove vrijednosti pokazuju da ¢e se pri pH 5 povrsina titanijeva dioksida biti pozitivnog
naboja, a molekula krizotiniba u kationskom obliku. Medu njima se pojavljuju odbojne sile
koje dovode do smanjenja adsorpcije krizotiniba na povrsini fotokatalizatora, a dominantan
fenomen je fotokatalitiCka razgradnja. Nasuprot tomu, povecanje pH-vrijednosti na 9 mijenja
naboj povrsine titanijeva dioksida na negativno, a molekula krizotiniba postaje neutralna, sto
dovodi do povecanja njene adsorpcije na povrSini katalizatora, te Smanjene razgradnje.
PonaSanje povrSine poluvodica ovisno o pH-vrijednosti moze se objasniti u¢inkom pH na
potencijalima poluvodickog pojasa 1 na povrSinsku disocijaciju hidratiziranog TiOo.
Povecanje pH-vrijednosti otopine ¢ini pomak Nernstovih potencijala prema negativnijim
vrijednostima, te smanjenja oksidacijskog potencijala h},. Promjena fotokataliticke
aktivnosti takoder moze biti posljedica sljedeceg mehanizma disocijacije na povrsini TiOs.

Povrsina kristala TiO2 prekrivena je s TiOH u vodi [62]:
TiOH — Ti0O~ + H* (16)

Buduci da se disocijacija ne odvija u kiselim otopinama, fotokataliti¢cki u¢inak pojacan je pri

nizem pH [62].

Prema rezultatima moze se zakljuciti kako je razgradnja krizotiniba sloZen proces, te da se

ona odvija na samoj, kao i neposrednoj blizini povrsine fotokatalizatora.

Uz to, mozemo primijetiti kako se pri svim ispitivanim pH-vrijednostima najmanje vrijeme
poluraspada dobilo za najmanju pocetnu koncentraciju krizotiniba od 5 mg L. To ne
iznenaduje jer se u svim eksperimentima heterogene fotokatalize koristila ista mreZica
imobilizirana titanijevim dioksidom. Na povr$ini mreZice nalazi se ogranien broj aktivnih
mjesta; stoga velike koncentracije reaktanata brzo popunjavaju slobodna mjesta na povrsini
1 daljnje povecanje koncentracije ne utjece na konverziju. Uz to, povecanje koncentracije

krizotiniba moZe smanyjiti prodiranje UV-A zracenja u otopini, a time i stupanj razgradnje. S
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obzirom na to, moze se zakljuciti da povec¢anjem pocetne koncentracije krizotiniba dolazi do

porasta vremena poluraspada, te da i ovaj parametar ima znac¢aj utjecaj na proces razgradnje.

4.5. Optimizacija procesa

Kako bi se procijenio utjecaj kljuénih radnih parametara (pH-vrijednost i pocetna
koncentracija, c) na fotokataliticku razgradnju krizotiniba pod UV-A zra¢enjem primijenjen

je statisti¢ki pristup. Za procjenu se koristio model izraden preko Analize varijance?.

Analiza varijance je alat koji se koristi u statistici i dijeli skup podataka na dva dijela: zavisne
varijable 1 nezavisne varijable. Nezavisne varijable imaju statisticki utjecaj na zadani skup
podataka, dok zavisne varijable nemaju [63]. Ova analiza koristi tzv. F-test koji na temelju
usporedbe aritmetickih sredina viSe uzoraka donosi zaklju¢ak o nepostojanju/postojanju

znacajnih razlika izmedu sredina viSe populacija [64].

Za odredivanje bitnosti modela u ANOVA programu dizajnirala se eksperimentalna matrica
unutar koje su se promatrali simultani utjecaji odabranih parametra procesa. Za nezavisne
varijable odabrani su pH-vrijednosti i pocetna koncentracija, ¢ (nezavisna varijabla, X
odnosno Xz). Prikazan je njihov simultani utjecaj na kinetiku razgradnje krizotiniba, odnosno
prividnu konstantu brzine razgradnje, k (zavisna varijabla, Y) pomo¢u RSM (kvadratni
model) pristupa. Birale su se tri razine pH-vrijednosti 5-7-9 i tri razine po¢etne koncentracije
5-10-15, te su se u Design Expert*°-u isprobali eksperimenti pri svim kombinacijama, a odziv
predstavlja maksimalna k-vrijednost jer je konac¢ni cilj dobiti $to ve¢u brzinu razgradnje.
Konstante su izracunate preko prikladnog kinetickog modela 1. reda, a Sve koriStene

vrijednosti prikazane su prethodno u Tablici 4.2.

Meduzavisnost je opisana kvadrathom polinomnom jednadzbom, prema formuli (17), gdje
je B, presjek, B, B, su linearni koeficijenti, 5,1, B,, kvadratni koeficijenti i $,, koeficijent
interakcije [65]:

Y = By + BiXy + BriXT + B2 Xy + PoaX3 + B2 X1 Xy (17)
Ova analiza je nacin da se utvrdi jesu li rezultati eksperimenta znacajni. Drugim rije¢ima,

pomazu nam da se otkrije treba li se odbaciti nulta i prihvatiti zamjenska hipoteza [66].

29 engl. Analysis of variance, ANOVA
%0 engl. Design-Expert is a software for design of experiments, DOE. It provides statistical tools, such as "three-
level factorial screening designs", which can identify the vital factors that affect your process or product so that
you can make necessary improvements
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Nultom se hipotezom pretpostavlja da X ne utjece na Y, dok alternativna hipoteza
pretpostavlja da odredeni faktor statisticki znacajno djeluje na promatranu sluc¢ajnu varijablu

[64].

Na FFD matricu®! na¢injenu prema Tablici 4.2. i konstante brzine razgradnje primijenjena je
analiza visSestruke regresije, te se odnos parametara izrazio polinomnom jednadzbom (t;j.
RMS modelom). Toc¢nost i znadaj izvedenog RSM modela prouceni su preko standardnih
statisti¢kih parametara dobivenih kroz ANOVA alat (F, p, R%, Rag? i Rpre?) i alata za zaostalu
dijagnostiku®? ukljucujuéi test normalne vjerojatnosti, Leveneov test i test konstantne
varijance. Takve dobivene vrijednosti i provedena ispitivanja mogu izravno osigurati
prikladnost RSM modela za postavljene zadatke, odnosno za prikaz utjecaja parametara
procesa na odabrani odziv sustava. Rezultati dobiveni kroz ANOVA alat (F, p, R?, Rag? i
Rpre) prikazani su u Tablici 4.3.

Tablica 4.3. Jednadzba i statisticki podaci za RSM model razvijen za fotokataliticku
razgradnju krizotiniba pod UV-A zracenjem

Proces Jednadzba modela

UV-A/TIO2 | k =0,065—0,0214 — 0,020B — 1,825-10734B — 6,767 - 107342 + 0,039B2

Statisticki

pal’ametri R2= 0,9840 Rade: 0,9572 Rpl’ezz 0,8206 F= 36,81 p= 0,0068

F-vrijednost modela iznosi 36,81 Sto znaCi da je model znacajan. Takoder, prema p
vrijednosti, postoji samo 0,68 % Sanse da se ovako velika F-vrijednost modela procijeni zbog

Suma.

Vrijednost R? veéa je od 0,8 te potvrduje da je dani model prihvatljiv za ispitivani proces.
Adekvatna preciznost mjeri omjer signala i Suma, a pozeljno je da ona iznosi preko 4, Sto
upucuje na odgovarajuci signal te da se model moze koristiti za navedeni proces. Za nas

model procijenjena je na 18,168.

31 engl. Full factorial design matrix, FFD matrix
%2 engl. Residual diagnostic, RD
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Prikazana p-vrijednost predoc¢ava empirijsku razinu znacajnosti testa. Vrijednosti p manje od
0,0500 ukazuju na to da su varijable, A i B te BZ znacajne za navedeni model s vrijednostima:
0,0047; 0,0051; 0,0037.

Design-Expert® Software

k
0.1397
||
0.0421
X1=A:pH
X2=B:c

Slika 4.9. 3D prikaz utjecaja medusobne interakcije pH-vrijednosti i po¢etne koncentracije, ¢
na konstantu brzine razgradnje, k
Da bi se vizualno analizirao interaktivni odnos izmedu zavisnih varijabli i nezavisne varijable
podaci su se prikazali graficki pomoc¢u 3D povrsine u ANOVA programu. Vizualni prikaz
odziva na 3D povrsini plohe pomogao je istraziti i optimizirati proces razgradnje krizotiniba
odredivanjem maksimalnog podrucja intenziteta na zakrivljenosti povrsine. Identificirano je
to¢no mjesto i optimalna tocka za razgradnju farmaceutika krizotiniba. Slika 4.9. prikazuje
podrucje maksimalne fotolitiCke/fotokataliticke razgradnje krizotiniba pri pH-vrijednosti 5 i
podetnoj koncentraciji od 5 mg L. Na prikazanoj slici to podrucje je obojeno crvenom bojom
i pri tim uvjetima se dobivaju najvece vrijednosti konstante brzine razgradnje kinetike 1. reda.
Nakon §to su se prema modelu odredili optimalni uvjeti za razgradnju krizotiniba, pocetna
koncentracija 5 mg L i pH-vrijednost 5, ponovio se eksperiment fotokatalize za odredivanje
mehanizma razgradnje, a zatim provijerila i toksi¢nost farmaceutika bioanalitickom metodom

koja koristi bakterijsku kulturu Vibrio fischeri, kako je prikazano u nastavku rada.
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4.5.1. Fotokataliticka razgradnja pri optimalnim uvjetima

Na Slici 4.10. prikazani su snimljeni apsorpcijski spektri tijekom 180 minuta eksperimenta

fotokatalize proveden pri optimalnim uvjetima.

e -30 Min
() Min
e 5 min
5 min
10 Min
15 min
e 70 Min
25 Min
30 min
e 45 min
60 min
90 min
120 min
180 min

0 T T :Vl T 7| T
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nm

Slika 4.10. Apsorpcijski spektar krizotiniba tijekom fotokataliticke razgradnje pri optimalnim
uvjetima pocetne koncentracije 5 mg L i pH-vrijednosti 5

Mjerenjem apsorpcijskog spektra krizotiniba prije pocetka fotokatalize utvrdeno je da se
maksimum apsorpcije postize pri valnoj duljini od 270 nm. Slika 4.10. prikazuje smanjenje
apsorpcijskog maksimuma s vremenom. Apsorpcijski maksimum se pri 180 minuta ne
pojavljuje, $to ukazuje na to da se krizotinib pri optimalnim uvjetima u potpunosti

fotokataliticki razgradio.

4.5.2. Scavenging test

Da bi se odredio dominantni mehanizam fotokataliticke razgradnje krizotiniba na
fotokatalizatoru titanijeva dioksida pri izlozenosti UV-A zraCenju proveo se Scavenging test.
Mehanizam pobude fotokatalizatora titanijeva dioksida, odnosno nastanak radikala, opisan
je detaljnije u teorijskom dijelu ovog rada. Nastali radikali jaki su agensi koji mogu razbiti
mnoge organske kovalentne veze, poput C-C, C-H, C-N, C-O i H-O prisutnih u
biomolekulama kao $to su ugljikohidrati, nukleinska kiselina, proteini, aminokiseline, pa ¢ak

i DNA [67].

U ovom radu ispitan je utjecaj najznacajnijih radikala/aktivnih oblika koji potjecu od kisika,
a to su hidroksilni radikal (OH-), singletni kisik (*O2) i superoksid radikal (O2™). Medu njima

.....

reaktivnosti brzo nestaje, stoga ga je vrlo tesko dokazati.
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Za ispitivanje mehanizma fotokataliticke reakcije, izopropanol (5 mM3?), natrijev azid (5
mM) i mravlja kiselina (20 mM) upotrebljeni su za selektivno uklanjanje hidroksilnih

radikala (OH-), singletnog kisika (*O), odnosno superoksid radikala (O2™).

Rezultati eksperimenta prikazali su se graficki na slikama u nastavku.

o MiliQ @ Natrijev azid I1zopropanol @ Mravlja kiselina
1 9
05 *°
0.7 ®
0.6 °
<05 oo o
28;" [ [ ] o
02 o ® .
0.1 o o ° M °
0 o o ° °
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
t, min

Slika 4.11. Fotokataliticka razgradnja krizotiniba s i bez NaNs, HCOOH i CH3CH2CH,OH uz
UV-A zracenje
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Slika 4.12. Kinetika fotokatalitiCke razgradnje krizotiniba s i bez NaN3, HCOOH i
CH3CH2CH20H uz UV-A zraenje

Iz grafickih prikaza vidi se kako od tri ispitana reagensa najvise na fotokataliticku razgradnju
krizotiniba izlozenog UV-A zracenju utjece natrijev azid (NaN3). To se ocituje po Smanjenju
omjera povrsina A i Ao prikazanih na Slici 4.11. te na Slici 4.12. u smanjenju nagiba linearne

funkcije Kinetike prvog reda.

33 engl. millimolar, 103 mol L!
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Takoder su se iz jednadzbi kinetike 1. reda izracunala vremena poluraspada farmaceutika
krizotiniba. Vrijeme poluraspada, ti2 za pocetni sustav u kojem je samo MiliQ iznosi 4,96
minute, dok su sva ostala vremena veca, §to dokazuje da je doslo do ,hvatanja* slobodnih
radikala u sustavu. Najvece vrijeme poluraspada od 15,13 min dobilo se za sustav s natrijevim
azidom (NaNs). S druge strane, vidi se da su mravlja kiselina (HCOOH) i izopropanol
(CH3CH2CH20OH) takoder usporile proces razgradnje, ali neSto manje od prethodno
spomenutog natrijevog azida. Vrijeme poluraspada za sustav uz dodanu mravlju Kiselinu
iznosilo je 10,19 min, dok je najmanji utjecaj na sustav imao izopropanol pri kojem je vrijeme

poluraspada krizotiniba iznosilo 7,27 min.
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4.6. Toksi¢nost

Toksi¢nost krizotiniba ispitala se bioanalitickom metodom kojom je moguce odrediti akutnu
ekotoksi¢nost odredenog farmaceutika. Metoda Se zasniva na upotrebi bakterije Vibrio
fischeri te inhibiciji njenog rasta u prisustvu organskog zagadivala. Inhibicija se detektira
smanjenjem luminiscencije prema DIN 38 412-L34 standardu. Vrijeme trajanja testa je 30
minuta te spada u tzv. testove kratkog trajanja [68]. Eksperiment se proveo pri prethodno
odredenim optimalnim uvjetima: pH-vrijednost 5 i podetna koncentracija 5 mg L™. Da bi se

pokazala razgradnja krizotiniba, nakon eksperimenta snimili su se apsorpcijski spektri.

Dobiveni rezultati, izrazeni u apsolutnoj vrijednosti, prikazani su graficki na Slici 4.13.

100
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40
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0 030609121518 212427 3 333639424514851
masena koncentracija, mg L

Inhibicija luminiscencije, %

Slika 4.13. Graficki prikaz ovisnosti inhibicije luminiscencije o masenoj koncentraciji
farmaceutika krizotiniba
Dobiveni rezultati procjene toksi¢nosti ispitivanog farmaceutika krizotiniba prikazani su
graficki. Graf prikazuje da se tijekom 30 minuta testa inhibiralo 10,33 % na temelju ¢ega se
moze zakljuciti da bi za 20 % inhibicije bakterijske kulture Vibrio fischeri trebalo ispitati

veée koncentracije farmaceutika krizotiniba od 5 mg L™

Da bi se napravila usporedba dobivenih eksperimentalnih rezultata koristio se racunalni
program TEST34 Svrha softvera TEST je procijeniti vrijednosti toksi¢nosti i fizikalna
svojstva kemikalija iz njihove strukture. Program koristi QSAR metodologiju te omogucuje

korisnicima da procijene toksi¢nost kemikalije bez potrebe za vanjskim programima [69].

Dobivene vrijednosti prikazane su u Tablici 4.4.

34 engl. Toxicity Estimation Software Tool
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Tablica 4.4. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, bioakumulacijskog faktora i mutagenosti za
krizotinib dobivene TEST programom

Razvojna toksi¢nost Bloak:arEtUOI?CUSkl Mutagenost
+(0,24) 92,35 +(0,47)

Razvojna toksi¢nost moze utjecati na fetus kod trudnica /ili na reproduktivni sustav kod
muskaraca, te se njeno ispitivanje svrstava u sastavni dio pretklini¢kih ispitivanja

regulatornih agencija diljem svijeta, ukljucuju¢i Americku Agenciju za hranu i lijekove [70].

Unutar programa za procjenu mutagenosti koriSten je Amesov test. Amesov test Siroko je

koristena metoda, koja koristi bakterije za procjenu mutagenosti i kancerogenosti [71].
Za proracun je koristena konsenzusna metoda®.

TEST-om su se za krizotinib procijenile male, premda pozitivne vrijednosti razvojne

toksi¢nosti 1 mutagenosti.

S druge strane, vrijednost bioakumulacijskog faktora iznosi 92,35 te se nalazi u intervalu 30-
100, sto znaci da krizotinib pokazuje umjerenu sklonost bioakumulaciji [72]. Vrijednost
bioakumulacijskog faktora vazna je jer predvida ulazak zagadivala u prehrambeni lanac, koji
tako moze uzrokovati akumulaciju zagadenja u bioloskim tkivima vodenih organizama, vodi,

hrani kao i suspendiranju u sedimentima [73].

% engl. Consensus method
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5. ZAKLJUCAK
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Ispitivanje razgradnje farmaceutski aktivne tvari krizotiniba pomo¢u UV-A zrafenja s i bez
prisustva katalizatora u proto¢nom reaktoru vazno je da bismo mogli predvidjeti njegovo
ponasanje i utjecaj u okoliSu, moguénost akumuliranja u kopnu te u nadzemnim ili
podzemnim vodama. U tu svrhu provedeno je ispitivanje utjecaja razli¢itih parametara koji
mogu utjecati na fotokataliticku razgradnju krizotiniba. Takoder su se utvrdili optimalni
uvjeti razgradnje krizotiniba pod utjecajem UV-A zracenjem. Provjerila se Kinetika te se
utvrdio mehanizam razgradnje. Na kraju se provjerila toksi¢nost pocetnog spoja pomocu
bakterijske kulture Vibrio fischeri bioanalitickom metodom bioluminiscencije, kao i

racunalnim programom TEST.
Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuditi:

e Hidroliza krizotiniba pri svim ispitanim pH-vrijednostima iznosi ispod 10 %, $to ukazuje
da je spoj hidroliti¢ki stabilan

e Ucinak adsorpcije krizotiniba najmanji je pri pH-vrijednosti 5 jer je krizotinib u
kationskom stanju i povrsina TiO: je pozitivhog naboja

e Krizotinib se razgraduje pod utjecajem UV-A zracenja

e Fotoliticka i fotokataliti¢ka razgradnja krizotiniba moze se opisati kinetikom 1. reda

e Najbrza fotokataliticka razgradnja postigla se za najmanju pocetnu koncentraciju
krizotiniba, zbog ograni¢enog broja aktivnih centara na povrsini titanijeva dioksida

e Pri istoj pH-vrijednosti, pove¢anjem pocetne koncentracije krizotiniba dolazi do
produljenja vremena poluraspada

e Priistoj pocetnoj koncentraciji krizotiniba, pove¢anjem pH-vrijednosti otopine dolazi do
produljenja vremena poluraspada

e Najmanje vrijeme poluraspada, ti2 krizotiniba kod fotokataliticke razgradnje dobiveno
je pri masenoj koncentraciji 5 mg L i pH-vrijednosti 5 te iznosi 4,96 min

e Optimalni uvjeti za fotoliticku/fotokataliticku razgradnju krizotiniba odredili su se
programom ANOVA. Rezultati su se prikazali graficki gdje se jasno vidjelo da se pri
pocetnoj koncentraciji od 5 mg L™ i pH-vrijednosti 5 dobivaju najve¢e vrijednosti
konstante brzine razgradnje, k

e U prisustvu fotokatalizatora titanijeva dioksida (TiO) razgradnja krizotiniba se ubrzala

e Pri optimalnim uvjetima doslo je do potpune fotokataliticke razgradnje krizotiniba pod

UV-A svjetlom tijekom 180 minuta eksperimenta
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Ispitivanjem mehanizma fotokataliticke razgradnje krizotiniba utvrdeno je kako
hidroksilni radikal, singletni kisik i superoksidni radikal imaju znacajnu ulogu u
razgradnji ovog farmaceutika

Pri Scavenging testu najveée vrijeme poluraspada, ti2 od 15,13 minuta dobilo se za
fotokataliticki sustav uz dodatak natrijeva azida (NaN3s). Prema tome moze se zakljuditi
kako najvec¢u ulogu u fotokatalitickoj razgradnji Krizotiniba ima upravo singletni kisik
Toksi¢nost krizotiniba ispitala se bioanalitickom metodom upotrebom bakterijske
kulture Vibrio fischeri pri ¢emu je doslo do inhibicije luminiscencije za 10,33 %. To je
pokazatelj da je potrebna veéa koncentracija od 5 mg L™ krizotiniba da bi se postigla
inhibicija od 20 %

TEST programom se preko strukture Kkrizotiniba procijenilo izazivanje razvojne
toksi¢nosti i mutagenosti, te bioakumulacijski faktor. Za razvojnu toksi¢nost i
mutagenost procijenjene su pozitivne vrijednosti, a bioakumulacijski faktor iznosi 92,35

Sto krizotinib svrstava u umjereno akumulirajuce spojeve
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Slika 3. Fotokatalititka razgradnja krizotiniba pri 15 mg L™ i pH 5
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Slika 5. Fotokataliticka razgradnja krizotiniba pri 10 mg L™t i pH 7
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