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SAZETAK

Abioti¢ki procesi mogu znacéajno doprinijeti manjoj postojanosti farmaceutika u povrsinskim
vodama. Sukladno tome, unutar doktorske disertacije istrazen je utjecaj abiotickih procesa na
razgradnju farmaceutika hidroksiklorokina i metoklopramida u vodenom okoliSu uporabom
optimirane i validirane kromatografske metode, HPLC-PDA i HPLC-MS/MS. Ispitana je
hidroliti¢ka stabilnost, pri ¢emu je ustanovljeno kako su oba farmaceutika otporna na
hidroliti¢ku razgradnju. Takoder, razvijene metode primijenjene su za praéenje fotolitiCke
razgradnje hidroksiklorokina i metoklopramida pod utjecajem umjetnog Sunceva zracenja.
Ispitana je fotoliticka razgradnja u destiliranoj deioniziranoj vodi te prirodnim i sintetskim
otpadnim vodama. Rezultati su pokazali kako je izravna fotoliza odgovorna za razgradnju

obaju farmaceutika i kako je posebno znacajna u sluc¢aju metoklopramida.

Neizravna fotoliza znacajno je utjecala na vrijeme poluraspada hidroksiklorokina u rije¢noj,
izvorskoj i morskoj vodi. Znacajno razlic¢ita vremena poluraspada, pod utjecajem ksenonske
svjetiljke (500 W m™), dobivena su pri razli¢itim vrijednostima pH. Najbrza razgradnja
uocena je pri pH = 9 (t;,, = 0,09 h), a najsporijapri pH = 4 (t;,, = 23,1 h). I u slucaju
metoklopramida (250 W m™) vrijednost pH utjecala je na brzinu razgradnje, ali je vrijeme

poluraspada u podrucju pH relevantnom za vode u okoliSu bilo kra¢e od 10 minuta.

Ispitivanjem utjecaja sastojaka prirodnih voda (nitrata, huminskih kiselina, klorida, bromida,
sulfata, hidrogenkarbonata i zeljezovih(lll) iona), utvrdeno je da nastankom hidroksilnih
radikala dolazi do ubrzane razgradnje hidroksiklorokina. Drugi utjecaji, poput djelovanja
odredenih sastojaka vode kao hvatada radikala i zasjenjenja svjetlosti, manje su izrazeni.
U slucaju metoklopramida, neizravna fotoliza usporava razgradnju, jer prisutne tvari u
prirodnim vodama (huminske kiseline, nitrati i dr.) takoder apsorbiraju svjetlo. U svim
slucajevima kinetika je slijedila reakciju pseudo-prvog reda, osim za fotoliticku razgradnju
metoklopramida u morskoj vodi, ¢ija kinetika razgradnje odgovara dvoeksponencijalnoj
funkciji (brzini razgradnje u dva stupnja). Sastav matice (velika koncentracija kloridnih iona)

uzrokovao je sporiju fotoliticku razgradnju metoklopramida u morskoj vodi.

Spektroradiometrijski su odredeni kvantni prinosi razgradnje obaju farmaceutika i ovisili su o

vrijednosti pH, odnosno udjelu pojedine specije farmaceutika. Kvantni prinosi razgradnje



hidroksiklorokina za vrijednosti pH od 4 do 9 iznosili su (2,64 —453,49) - 10°* te za
metoklopramid (35,83 — 22,98) - 10 * za raspon vrijednosti pH od 4 do 11.

.....

ispitana je toksi¢nost prema bakteriji Vibrio fischeri i genotoksi¢nost prema
Salmonella typhimurium uporabom SOS/umu-c testa. Oba farmaceutika, kao i njihovi
fotoliticki produkti nisu toksi¢ni, prema navedenim testnim vrstama. Iznimka su smjese
fotolitickih produkata hidroksiklorokina za koje je 30 minutni test pokazao inhibiciju
luminiscencije bakterije Vibrio fischeri (do 27 %). Nadalje, identificirano je nekoliko, do sada
nepoznatih, razgradnih produkata za oba farmaceutika te su predlozeni putovi razgradnje.
Razgradni produkti nastali su kao rezultat hidroksilacije aromatskog prstena i dealkilacije na
bo¢nom amino-ogranku. U slu¢aju metoklopramida uoceno je i fotodekloriranje, a u morskoj

vodi i nukleofilna supstitucija atoma klora bromom.

Na temelju provedenih istrazivanja moze se zakljuciti kako fotoliza moze znac¢ajno doprinijeti

razgradnji obaju farmaceutika u okolisu.

Kljuéne rije¢i:  farmaceutici, hidroksiklorokin, metoklopramid, abioticki procesi, razgradni

produkti, kvantni prinos, toksi¢nost



SUMMARY

Abiotic processes can contribute considerably to degradation routes of pharmaceuticals in the
environment. This doctoral thesis explores the role of abiotic processes in the degradation of
hydroxychloroquine and metoclopramide in natural aquatic environments. Development and
validation of appropriate chromatographic methods for their detection, as well as tests

confirming their hydrolytic stability were performed.

The developed chromatographic methods (HPLC-PDA and HPLC-MS/MS) were used to
monitor the photolytic degradation of hydroxychloroquine and metoclopramide in different
water matrices (distilled deionised water, natural waterbodies and different samples of
synthetic wastewater) under the effect of simulated solar radiation. The results showed that
direct photolysis is responsible for the degradation of both pharmaceuticals, showing a larger
contribution for metoclopramide.

Indirect photolytic degradation of hydroxychloroquine in rivers, water springs, and seawater
significantly affects its half-life. Largely different half-lives under the influence of a Xe lamp
(500 W m2) were obtained for different pH values, commonly found in the aquatic

environment. The fastest degradation was observed at pH = 9 (¢, = 0.09 h) and the slowest
at pH =4 (t;/, = 23.1 h). In the case of metoclopramide at 250 W m 2, the pH also affected

the rate of degradation, but the half-life for pH = 9 was less than 10 min.

Examination of the influence of natural water constituents (nitrates, humic acids, chlorides,
bromides, sulfates, bicarbonates, and ferric(I11) ions) showed that the formation of hydroxyl
radicals increases degradation of hydroxychloroquine. For this compound, radical-scavenging
properties and light screening effects due to these matrix constituents are less pronounced. In
the case of metoclopramide, indirect photolysis decreased degradation due to the presence of
light absorptive substances. In all cases, the kinetics followed a pseudo-first-order character,
except for the photolytic degradation of metoclopramide in seawater in which the degradation
Kinetics corresponded to a two-stages function. Slower degradation of metoclopramide in

seawater was observed due to the presence of chloride and bromide ions.

Quantum vyields were determined using spectroradiometer for both pharmaceuticals, and
values depended on the proportion of each compound in the mixture. Quantum yields of
hydroxychloroquine were (2,64 — 453,49) - 10"*in the range of pH from 4 to 9, and quantum
yields of metoclopramide (35,83 —22,98) - 10~ for pH range from 4 to 11.



Since degradation products could potentially be more toxic than the original compounds,
toxicity to Vibrio fischeri and genotoxicity to Salmonella typhimurium with SOS/umu-c test
were examined. Only the photolytic products of hydroxychloroquine presented acute toxicity,
with inhibition of Vibrio fischeri luminescence (up to 27%) being observed for a 30 minutes
test. Furthermore, several degradation products for both pharmaceuticals were identified and
degradation pathways were proposed. The degradation products were the result of
hydroxylation of the aromatic ring and dealkylation on the amino-side chain. In the case of
metoclopramide, photodechlorination was also observed, and in seawater and nucleophilic

substitution of chlorine atoms by bromine.

Based on this research, it can be concluded that the contribution of photolysis to both

pharmaceuticals is crucial for their respective environmental degradation routes.

Keywords: pharmaceuticals, hydroxychloroquine, metoclopramide, abiotic processes,
degradation products, quantum yield, toxicity
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uvoD

1. UVOD

Farmaceutici predstavljaju mnogobrojnu i raznoliku skupinu spojeva koju veéinom c¢ine
slozeni organski spojevi. Oni posjeduju odredena farmakoloska svojstva pa sukladno tome,
imaju vaznu ulogu u zdravlju ljudi i zivotinja. Ali, buduci da zavrSavaju u okoliSu prisutan je i
njihov negativan utjecaj na okolis i Zive organizme. Poznatiji primjeri utjecaja farmaceutika
poput: diklofenaka, sintetskih estrogena i metformina odnose se na ponaSanje riba (smrtnost
[1], agresivno ponasanje [2] i feminiziranost [3] te izumiranje supova (lat. Gyps bengalensis)
u Pakistanu [4]). Glavni izvor ispustanja farmaceutika u okolis vezan je uz postrojenja za
obradu otpadnih voda [5-7], a znacajno mu pridonose i bolnicke otpadne vode koje se
mijeSaju s komunalnim vodama [8]. Nije zanemarivo ni njihovo unoSenje putem komunalnih
termalnih voda [9]. Zbog boljeg razumijevanja razloga zabrinutosti glede njihovog ispustanja,
neizostavno je osvrnuti se na podatak kako ¢ak 97 % vode na Zemlji ¢ini morska voda, dok
3 % cine slatke vode. Buduéi da se od ukupnog postotka slatke vode 2 % odnosi na vodu u

ledu i snijegu na polovima, samo preostali 1 % dostupan je za ljudsku upotrebu [10, 11].

Kada farmaceutici dospiju u okoli§ oni podlijezu razli¢itim procesima, poput: sorpcije i
desorpcije te abioticke ili bioticke razgradnje. Koji ¢e se procesi odvijati ovisit ¢e o fizikalno-
kemijskim svojstvima farmaceutika, kao i prisutnim uvjetima u okoliSu. Ako u okolisu dode
do abioticke razgradnje, nastaju razgradni ili transformacijski produkti. Medutim, to ne
uvjetuje nuzno i smanjenje negativnhog djelovanja, jer novonastali produkti mogu biti
toksicni razgradni produkti, to joS uvijek ne rjesava problem njihovog negativnog ucinka na
okoli$ (zbog njihove pseudo-postojanosti). S obzirom na to da su abioticki procesi Cesto
presudni za kona¢nu sudbinu i ponaSanje farmaceutika u okoliSu, cilj rada bio je
razumijevanje kemijskih i ekolodkih aspekata do sada neistrazenih farmaceutika
hidroksiklorokina i metoklopramida. Mnogobrojna dosadasnja istrazivanja [12—-19] razli¢itih
farmaceutika potvrduju kako je nuzno pratiti njihovu sudbinu i ponaSanje u okolisu, kao 1
njihov bioloski utjecaj. Hidroksiklorokin i metoklopramid posebno su zanimljivi zbog njihove
potencijalne postojanosti, bioakumulacije i velike potrosnje te nepoznate toksi¢nosti njihovih
mogucih razgradnih produkata. Uz prethodno receno, ovi farmaceutici nisu zastupljeni u
znanstvenim istrazivanjima kao posljedica tzv. Matthew efekta [20]. Naime, kao posljedicu

navedenog efekta znanstvenici istrazuju farmaceutike zastupljene u znanstvenoj literaturi, a ne
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one Kkoji nisu istrazeni i detektirani u prethodnim istrazivanjima, iako je moguce da su oni i

Stetniji za okolis [21].

Prvi dio ovoga istrazivanja obuhvacao je razvoj analitickih metoda teku¢inske kromatografije
visoke djelotvornosti vezane s razli¢itim detektorima (detektorom s nizom dioda i spregnutom
spektrometrijom masa) u svrhu kvantitativnog odredivanja farmaceutika hidroksiklorokina i
metoklopramida te pracenja njihove razgradnje. Nakon optimizacije metoda, uslijedila je
njihova validacija, kako bi se potvrdilo da metoda zadovoljava sve potrebne kriterije za

pracenje ispitivanih farmaceutika i njihove razgradnje.

Glavni cilj istrazivanja bio je ispitati znaCajne parametre koji utjeCu na hidroliticku i
fotoliticku razgradnju, pritom odrediti koeficijente brzine razgradnje i identificirati strukture
novonastalih produkata te predloziti puteve razgradnje. Spomenuto je obuhvacalo ispitivanje
utjecaja razli¢itih vrijednosti pH, razliitog sastava matice: nitrata, huminskih kiselina,
hidrogenkarbonata, sulfata, klorida, bromida i Zeljezovih(lll) iona uz njihove razli¢ite
koncentracije u vodama iz okoliSa. Takoder, cilj je bio ispitati akutnu toksi¢nost
(Vibrio fischeri), citotoksi¢nost 1 genotoksi¢nost (Salmonella typhimurium) izabranih

farmaceutika i nastalih razgradnih produkata.

U konacnici, cilj je doktorske disertacije prikazati nova saznanja o hidroksiklorokinu i
metoklopramidu u prirodnim vodama, odnosno istraziti doprinos abiotiCkih procesa
navedenih farmaceutika na glavne znacajke ekosustava. Kako se upotreba farmaceutika vraca
poput bumerang efekta [22], nuzno je saznati i sprijeciti daljnje zagadenje i negativni utjecaj
na ljude, floru i faunu. Uz sve prethodno re¢eno, saznanja o fotoliti¢koj razgradnji mogu biti

od pomod¢i pri razvoju ili poboljsanju novih lijekova [23].
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2.1. Farmaceutici kao zagadivala u okoliSu

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World health organisation, WHO)
farmaceutici su sintetski ili prirodni kemijski spojevi, ¢iji aktivni sastojak, svojim pozitivnim
utjecajima, doprinosi zdravlju ljudi i Zivotinja [24]. Najces¢e su to organske molekule s
raznovrsnim fizikalno-kemijskim i bioloskim svojstvima. Karakterizira ih razli¢ita kemijska
struktura, molekulska masa (pretezito izmedu 200 i 1 000 Da) te farmakolosko i fiziolosko
djelovanje. Farmaceutici su sve kemijske tvari namijenjene za uporabu u medicinskoj
dijagnostici, lijeCenju ili sprjecavanju bolesti kako u ljudskoj, tako i u veterinarskoj medicini.
Uglavnom se klasificiraju prema njihovoj bioloskoj aktivnosti i terapijskoj namjeni, odnosno
dijele se na: antibiotike, analgetike, antineoplastike, antidepresive, antihistaminike,
antimalarike, p-blokatore, narkotike i dr. [25, 26]. Takoder, mogu se podijeliti prema
kemijskoj strukturi na: kinolone, cefalosporine, peniciline i dr. Ostale klasifikacije ukljucuju
naCin djelovanja aktivne tvari, a primjer su antimetaboliti i alkilirajuéi agensi kod
antineoplastika [27]. Unato¢ manjoj uporabi odredenih grupa, pojedini su farmaceutici
bioloski izrazito aktivni pri vrlo niskim koncentracijama i od posebnog su utjecaja na okolis,
budu¢i da imaju negativan uc¢inak na odredene organizme. Njima pripadaju endokrino aktivni
farmaceutici, odnosno hormoni (poput etinilestradiola). U okolisu su pronadeni razliciti

farmaceutici, a na slici 1 prikazani su najzastupljeniji farmaceutici u okolisu.
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Antibiotici

tromici Nesteroidni
eritromicin . N~ "
ofloksacin Beta blokatori protuupalni l.l_]l?ko‘«lf
o " analgetici
klorotetraciklin metoprolol ilsalici iseli
; e ronranolol acetilsalicilna kiselina
oksitetraciklin prop diklofenak
. i nadolol croLen
streptomicin ibuprofen
fumekvin atenolol acetaminofen
ciprofloksacin sofalol tamizol
. " betaksolol metamizo
trimetoprim kodein
sulfametoksazol : :
. L indometacin
linkomicin / T naproksen
penicilin fenazon
amoksicilin
spiramicin g faniii
N a]zast.UI.)ljenljl . Steroidi i hormoni
farmaceutici u okolisu 17-estradiol
Hipolipemici estron
bezaﬁbrat. / 17a-etinilestradiol
gemfibrozil > Diuretici dietilstilbestrol
klofibri¢na kiselina furosemid dietilstilbestrolov acetat
fenofibrat L Terapija protiv
Antiepileptici ak
karbamazepin . raka .
Antidepresivi CﬂiOf(f’Sfa.Igld
minaserin tostamu
Sredstvoza
smirenje
diazepam

Slika 1. Najcesce pronadeni farmaceutici u okoli$u (preuzeto iz [28])

Kemijska postojanost moZe se definirati kao sposobnost tvari da se zadrzi u okoliSu. Navedeni
parametar propisan je u okviru Stockholmske konvencije [29] i koristi se pri odabiru
kandidata organskih zagadivala u okoliSu, sklonih bioakumulaciji 1 toksi¢nosti.
Na medunarodnoj konvenciji u Stockholmu problem postojanih organskih zagadivala priznat
je na medunarodnoj razini, a ugovorom su propisane mjere, alati i aktivnosti kojima je cilj
sprijeciti ili barem smanjiti utjecaj organskih zagadivala na okolis [30-32]. Kanadska agencija
za zastitu okoliSa postavila je kriterij prema kojemu se postojanim zagadivalom smatra tvar s
vremenom poluraspada duzim od 60 dana u vodi i 180 dana u tlu [29]. Bioakumulacija se
moze definirati na nekoliko na¢ina. Prema OECD-u (engl. Organisation for Economic
Co-operation and Development) glavni kriterij za predvidanje bioakumulacije definiran je
kemijskim parametrom logK,w, kojim se opisuje lipofilnost. Kemikalije s vrijednoséu
logKow > 3 smatraju se tvarima koje mogu prodrijeti u lipide i bioakumulirati se [33], Sto
potvrduje i prisutnost kemikalija (farmaceutika) u bioloskim sustavima [34]. Navedenim,
Cesto iskazivanim parametrom, nije uzeto u obzir ionizacijsko stanje molekule, a ono takoder
moze utjecati na njihovu bioakumulaciju. Zbog spomenutih razloga, primijenjuje se faktor

razdiobe (Dow), koji, za razliku od koeficijenta razdiobe oktanol-voda (Kqw), Uzima u obzir i
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pH, odnosno stupanj ionizacije. Primjerice, bazi¢ni farmaceutici postoje kao organski kationi
pri fizioloSkim vrijednostima pH i onim relevantnim za okoli$, $to utje¢e na membrane koje
sadrze polarne i nabijene fosfolipide i membranske proteine. Dakle, moze se ocekivati da
[S-blokatori (propranolol, pK, = 9,45 [35]) budu skloni bioakumulaciji [34].

Medutim, sama problematika zagadivala u okoliSu nije jednostavna, jer su u okoliSu, osim
farmaceutika, pronadeni i njihovi metaboliti te transformacijski i razgradni produkti.
Metaboliti, uz pomo¢ enzima ili mikroorganizama u tijelu ljudi i Zivotinja, nastaju kao
posljedica mnogih biokemijskih reakcija u ljudskom organizmu. Metabolicke reakcije
ukljucuju primarno procese: oksidacije, redukcije i hidrolize, ¢ime posljediéno nastaju
polarnije molekule [18]. Nakon toga, dolazi do procesa: glukuronidacije, acetilacije i
sulfatacije, ¢iji rezultat su hidrofilni metaboliti, koji se izlu¢uju urinom i/ili izmetom [36].
Unato¢ tome $to metaboliti mogu pokazivati farmakolosku aktivnost i opasnost za okolis,
dugo vremena je u ciljanoj analizi bila zapostavljena njihova identifikacija u okolisu [37]. Isto
tako, samo manji broj istrazivanja nije usmjeren isklju¢ivo na farmaceutike nego i na njihove
fotoprodukte 1 metabolite [38, 39]. Na slici 2 vidljivo je kako novija istrazivanja (poput liste
za pracenje, engl. watch list) idu sve viSe u smjeru pracenja organskih spojeva nizih

vrijednosti logDow, Cije ponasanje u okoli$u jo$ nije poznato.

Stockholmska lista postojanih (N = 106)

organskih zagadivala (POP) ‘ ’

REACH kandidati (n = 30)

: -

lista prioritetnih EU tvari (n = 76)

EU lista
promatranja
{watch lista) n=17)

_L_l

8 7 6 5 -4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
logD,,, (pH 7.4)

Slika 2. Prikaz vrijednosti logDow (pH = 7,4) karakteristi¢nih za zagadivala regulirana

razli¢itim dokumentima (preuzeto iz [40])
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Buduc¢i da su farmaceutici detektirani globalno pri niskim koncentracijama u pitkim vodama,
tlu i sedimentu, pripadaju kemikalijama s nedovoljno istrazenim rizikom za ljudsko zdravlje
pa se nazivaju ,,novim zagadivalima®“ (engl. emerging contaminants) [41-43]. lako je njihova
prisutnost u okoliSu poznata ve¢ desetlje¢ima [44, 45], tek se prema c¢lanku 8.c direktive
2008/105/EC o standardima kvalitete okoliSa u podrucju vodne politike (5to je odobreno
direktivom 2013/39/EU) [46], obvezuje Europsku komisiju da razvije i provede strategiju
zaStite voda u okoliSu od farmaceutskih zagadivala. Prema preporukama zajednickog
istrazivackog centra i uz odobrenje drzava c¢lanica, Europska komisija prihvatila je i1
publicirala listu za pracenje tvari unutar direktive o vodama (engl. Water Framework
Directive, WFD), na kojoj se nalazi samo odredeni broj farmaceutika (njih desetak). Naime,
kako je utvrdeno u ¢lanku 8.b Direktive 2008/105/EZ, one mogu predstavljati opasnost za
ekosustav. Upravo zato, potrebno je i njihovo pracenje unutar ¢lanica Unije, ukljucujuéi i
Republiku Hrvatsku. Na listi za pracenje nalaze se tvari koje bi mogle $tetno djelovati na
ljudsko zdravlje i vode u okoliSu. Ta lista obnavlja se svake dvije godine, a trenutno su
aktualni farmaceutici poput: estriola, etinil-estradiola, ciprofloksacina, amoksicilina,
makrocikli¢kih antibiotika, itd., dok je diklofenak maknut s liste, nakon Sto je istrazena
njegova pojavnost u vodama. Osim navedene liste, unutar Europske unije djeluje regulativa
primijenjivana na sve kemikalije, tzv. REACH regulativa koja se odnosi na registraciju,
evaluaciju, autorizaciju i ograni¢avanje kemikalija. Jedan od zadataka regulative je oCuvanje 1

sigurnost okoliSa i ljudi.

Postrojenja za obradu otpadnih voda u velikoj mjeri pridonose prisutnosti farmaceutika u
okoliSu [48], ali i ne samo ona nego primjerice i nepropisno odlaganje. Na slici 3 prikazano je
kako ispustanje razli¢itih zagadivala dovodi do njihove prisutnosti u djelomi¢no zatvorenom
kruznom toku voda, naj¢es¢e izmedu postrojenja za obradu otpadnih voda, ku¢anstva, sustava

javne vodoopskrbe i podzemnih voda.
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zagadivala(farmace utid)

D Lvor

> Barijers (preprekz)
===~ Izravnp ispuitanjs
1

/ \ povriinzhevode

Slika 3. Shema toka zagadivala (farmaceutika) iz razli¢itih izvora [40]

Zbog sli¢nosti u strukturama odredenih farmaceutika moguce je njihovo svrstavanje u grupe.
Time se omogucava bolje razumijevanje njihove sudbine i moguéeg toksi¢nog djelovanja.
Medutim, ¢ak i tvari iz iste skupine djelovanja mogu imati potpuno razli¢ite strukture i
svojstva, Sto dovodi do njihovih druk¢ijih sudbina i ponasanja u okoliSu. Na slici 4 prikazana

je potro$nja antibiotika, pri ¢emu se ¢ak 3 400 t antibiotika potrosi na godisnjoj razini samo u
zemljama Europske unije [49].

m 62 % penicilini (2111 1)

m 8 % cefalosporini (279 t)

= 7 % makrolidi (252 t)

® 7 % fluorokinoloni (228 t)

® 6 % drugi antimikotici (203 t)
= 4 % sulfonamidi (122 t)

3 % tetraciklini (106 t)

2 % linkosamidi (59 t)

1 % trimetoprim (40 t)

Slika 4. Potrosnja antibiotika uporabljenih za lijeCenje ljudi u 2012. [49]

Najveca potrosnja zabiljezena je u: Francuskoj (719 t), Italiji (622 t), Velikoj Britaniji (4151t) i
Njemackoj (297 t), dok su drZave: Cipar, Estonija i Luksemburg imale potrosnju manju od

10 t. Ipak, najniza potrodnja je na Islandu, tek 2,5 t. Navedene brojke odnose se samo na
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antibiotike koji su upotrijebljeni za lijeCenje ljudi, a upecatljiv podatak moze biti kako se vise

od 50 % antibiotika upotrebljava u veterinarskoj medicini [49].

Neupitan je pozitivan utjecaj farmaceutika na zdravlje ljudi, ali ve¢ je duZi niz godina poznat i
problem neprimijerenog zbrinjavanja otpadnih voda, koje medu ostalim, sadrze i farmaceutike
[50, 51]. Njihov ucinak se ne odrazava samo na vodu nego i na mnogobrojnu hranu, od mesa
do salate. Pokretljivost farmaceutika i drugih spojeva (pesticida, sredstava za osobnu njegu) u
okoliSu jest problem koji utjece na njihovu sveprisutnost. Naime, farmaceutici su pronadeni u
salati [52], mrkvi i je¢mu [53], ribi [54], prasini u kuéi [55], ljudskim noktima [16], kozmetici
[56], mlijeku i piletini [57], ljudskom urinu [58] te vodovodnoj vodi [40]. Njihov broj nije
ograni¢en samo na dosadaSnje, postoje¢e farmaceutike, jer je porastom proizvodnje novih
kemijskih tvari, a time i farmaceutika, povec¢ana i mogucnost njihove vece zastupljenosti u
okoliSu. U 2004. godini broj kemijskih tvari, prema jedinstvenom identifikacijskom broju
(koji dodjeljuje CAS), iznosio je 23 milijuna, pri ¢emu je gotovo 7,7 milijuna kemijskih
spojeva komercijalizirano [59]. Osim toga, broj moguéih novih kemijskih tvari hipotetski je
neograni¢en pa je tako 2015., prema CAS-u, indeksirano gotovo 100 milijuna kemikalija.
Za ocekivati je kako ¢e potrosnja farmaceutika i dalje rasti jer se: povecava broj stanovnika na
svjetskoj razini, raste udio starije populacije, znanost napreduje te se kontinuirano ulaze u
lijeCenje ljudi razvitkom novih lijekova [60, 61]. Ovaj evidentan porast moze pridonijeti
zabrinjavaju¢em, negativnom ucéinku na okolis, ukoliko se kemikalije, tj. farmaceutici ne budu
zbrinjavali na primjeren nacéin. Barcelo i sur. [62] navode da je u Europskoj uniji registrirano
106 211 kemikalija, od ¢ega je 70 000 u uporabi, a prema americkoj agenciji za hranu i
lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) odobreno je vise od 10 000 aktivnih
farmaceutskih tvari. Procjenjuje se da ¢e se na farmaceutike, na globalnoj razini, u 2021.
godini potrositi 11,5 trilijuna USD, a za ocekivati je i daljnji porast tog trenda [63].
Opravdana zabrinutost glede prisutnosti farmaceutika u okoliSu dovela je do povecane
usmjerenosti na istrazivanja i ucestalije procjene rizika [32, 64-67]. Naime, prema
navedenom, razlozi sve vece zabrinutosti proizlaze iz: stalnog porasta potrosnje farmaceutika,
njihovog nedovoljno kontroliranog otpuStanja u okoli§, neistrazenosti utjecaja razli¢itih
procesa kojima podlijezu, bioloSke aktivnosti, otpornosti bakterija na antibiotike i kroni¢ne

toksi¢nosti smjese farmaceutika. Za ocekivati je kako ¢e navedeni problemi biti sve prisutniji
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i kako ¢e izazivati sve vecu zabrinutost ukoliko se sustavno i globalno ne provedu mjere koje

¢e to sprijeciti ili barem umanjiti unos farmaceutika u okolis [32, 68, 69].

2.2. Rasprostranjenost farmaceutika u prirodnim i otpadnim vodama

Povecano izvjeS¢ivanje o prisutnosti farmaceutika u okolisu pocinje sredinom 1980-ih godina.
Prema izvjeS¢u njemacke Agencije za okoli§ [70] pronadeno je ukupno 156 farmaceutika u
vodama (povrSinskim, podzemnim, pitkim, otpadnim vodama te sedimentu, tlu, otpadnom
mulju 1 stajnjaku), od ¢ega 19 metabolita. U povrSinskim vodama veéina farmaceutika (131)
nalazila se tada uglavnom u koncentracijskom rasponu 0,1-1,0 ugL™. lzvjes¢ivanje o
sudbini i ponaSanju farmaceutika nastavljeno je do danas, ali sada s pove¢anom zabrinuto$¢u
glede njihovih ucinaka na okoli$. Iako je pracenje farmaceutika sve prisutnije, podatci 0
prevladavaju¢im koncentracijama joS uvijek su izostavljeni. Pretragom literature (1016
izvornih znanstvenih i 150 preglednih ¢lanaka) temeljenoj na odredivanju farmaceutika, Beek
i sur. [71] zaklju¢ili su kako su u okoliSu prisutne puno vece koncentracije nego li su
predvidene. Ustanovljeno je kako su ljudski i veterinarski farmaceutici (¢ak 631) pronadeni u
71 zemlji, Sto ukljucuje svih 5 UN-ovih regija. Zanimljiv je podatak da su: diklofenak,
karbamazepin, ibuprofen, sulfametoksazol i naproksen pronadeni u viSe od 45 zemalja, $to
dodatno potvrduje kako je sveprisutnost farmaceutika globalni problem. Unato¢ recenom,
stvarno stanje nije poznato, buduéi da veéina istraZivanja potjece iz Kine ili Spanjolske pa su
takva istrazivanja uglavnom lokalno usmjerena (na manji broj rijeka) i odnose se samo na
odredene grupe farmaceutika (psihijatrijske, odredene antibiotike, itd.). Na slici 5 moZe se
uociti u kojim podru¢jima i u kojem broju su pronadeni farmaceutici u vodovodnoj vodi.
Prema novijim istrazivanjima, rije¢ je o ve¢em broju zemalja, odnosno, farmaceutici u okolisu
pronadeni su u 75 zemalja [70]. Ovo moze biti posljedica veceg broja istrazivanja ili veceg
unosa farmaceutika. Na slici 6 dana je prosjecna koncentracija diklofenaka, dok je prema
njemackoj agenciji [70] koncentracija diklofenaka u vodama u okoliSu znacajno ovisila o

lokaciji (u Litvi je iznosila 2,933 10 > ug L™, a u Spanjolskoj 18,74 pg L ™).

UTJECAJ ABIOTICKIH PROCESA NA FARMACEUTIKE U VODENOM OKOLISU 9



OPCI DIO

Broj farmaceutika pronadenih
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Slika 5. Prikaz broja farmaceutika pronadenih u vodovodnoj vodi (preuzeto iz [71])
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Slika 6. Prosje¢na odredena koncentracija diklofenaka (preuzeto iz [71])

Prema Hughes i sur. [72] istraZzivanja koja su provedena uglavnom u razdoblju od 2005. do
2010., pokazala su prisutnost 203 farmaceutika u slatkovodnim vodama, pronadenima u 41
zemlji. Medutim, navedena meta-analiza ne ukljucuje podatke o mnogim neistraZzenim
podruc¢jima, poput: Argentine, Sibira, Afrike. Naime, u odredenim dijelovima Sjeverne
Amerike postoji vrlo mali broj istrazivanja. Uvazavajuéi reCeno, moze se zakljuciti kako su
farmaceutici u okoliSu prisutniji viSe nego li je ustanovljeno, a tome pridonose i metodoloski
nedostaci prilikom uzorkovanja, buduc¢i da znacajno utje¢u na reprezentativnost rezultata [72].
Dodatna zabrinutost zbog prisutnosti farmaceutika u vodama moze biti usmjerena na isto¢ne
zemlje, jer viSe od 2,9 bilijuna ljudi Zivi u Kini, Indiji, Pakistanu i BangladeSu, sto ukljucuje
40 % ukupne populacije [73]. Ovo se posebno odnosi na Kinu i Indiju koje su se nametnule s

brzim rastom ekonomije, $to u konacnici utjeCe na okoli§ [74, 75]. Posljednja istrazivanja
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pokazuju da su pronadene znatno veée koncentracije 17f-estradiola (3 140 puta), estriola
(20 000 puta), ciprofloksacina (125 puta), sulfametoksazola (100 puta), paracetamola
(215 puta) i naproksena (171 puta) u vodama oko Afrike, u odnosu na Europu [76].

Nadalje, veliki interes usmjeren je i na veterinarske farmaceutike [12, 77-79], zbog velikih
koli¢ina koje se upotrebljavaju za zivotinje. Samo u Njemackoj u 2003. upotrijebljeno je
668,8 tona antibiotika i 31,3 tone endoparazita (na godiSnjoj razini) u stocarstvu i ¢ak oko
67 000 kg hormona za koje je poznato kako ve¢ u vrlo malim koli¢inama utjeCu na okoli$
[80]. Upravo te ,,male* koli¢ine nalaze se u okoliSu, tj. u prirodnim vodama [81, 82], bez
obzira na koji su na¢in u njih dospjele. Radi se o koncentracijama ng L™ i pg L™, a za neke
farmaceutike pronadene su i vece koncentracije u odredenim podrucjima [83]. U tablici 1

prikazane su koncentracije 16 farmaceutika pronadenih u povrsinskim vodama.

Tablica 1. Prosje¢na i maksimalna koncentracija 16 farmaceutika pronadenih u povrSinskim

vodama (brojevi u zagradi predstavljaju broj uzoraka) (preuzeto iz [71])

Istocna Europa Zapadna Europa i dr. Globalno

Farmaceutici prosjecna; najveca prosjeéna najveca prosjecna najveca

(gL (gL | (gL (ML) | gLy (ugLh
diklofenak 0,111 (420) 4,2 0,020 (6301) 1874 | 0,032(7071) 18,74
karbamazepin 0,131 (302) 76 |0188(24776) 805 |0,187(25115) 8,05
ibuprofen 0,183 (529) 11,7 | 0,097 (6264)  303,0 | 0,108(6950)  303,0
sulfametoksazol 0,033 (139) 03 | 0068(7789) 29,0 | 0,095(8599) 29,0
naproksen 0,023 (403) 085 | 0057(2666) 12,3 | 0,050 (3229) 32,0
estron 0,001 (262) 007 | 0004(1632) 1,25 | 0,016 (2228) 5,0
estradiol 0,0005(20) 0,003 | 0,005(183) 0012 | 0,003(297) 0,012
etinil-estradiol 0,002(57) 008 | 0005(1238) 0,28 | 0,043 (1530) 5.9
trimetoprim 0,012 (22) 0,174 | 0,022 (2598) 100 | 0,037 (3060) 13,6
paracetamol 0,028 (68) 0,61 0,046 (629) 230,0 | 0,161 (937) 230,0
ciprofloksacin 0,002 (22) 0,03 0,008 (343) 13,6 18,99 (672) 6500
ofloksacin 0,0003 (11) 0,004 | 0,123 (451) 8,77 0,278 (760) 17,70
estriol 0,002 (131) 0,08 0,002 (536) 0,48 0,009 (790) 0,48
norfloksacin 0,004 (15) 0,057 | 0,009 (274) 1,15 3,457 (628) 520,0
acetilsalicilna kiselina 0,062 (29) 0,73 0,002 (107) 0,36 0,922 (254) 20,96
Klofibri¢na kiselina 0,00 (48) 042 | 0023(2796) 7,91 | 0,022(2947) 7,91
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Bez obzira na prisutnost i negativne u¢inke farmaceutika, oni imaju klju¢nu ulogu u razvoju i
oCuvanju drustva, te je neosporno da su oni i dalje nuzni u modernoj medicini [63, 84].
Procjenjuje se kako je godisnja proizvodnja pocetkom 21. st., iznosila priblizno 200 000 t
antibiotika Sto je dovelo do opravdane zabrinutosti glede posljedica na okolis, floru, faunu te
zdravlje ljudi [79]. Zabranom uporabe antibiotika kao promotora rasta te ograni¢avanjem
njihove upotrebe, znatno je smanjenja potrosnja. Kolika je zapravo stvarno potrebna koli¢ina
farmaceutika, nije lako utvrditi. No, poznato je da mnogi farmaceutici nisu primjereno
koriSteni, iako se mnogi lijekovi mogu dobiti samo uz lije¢nicki recept [85]. Moze se
zakljuciti kako je osim potrebe za saznanjima o prisutnim koncentracijama farmaceutika u
okoliSu, potrebno istrazZiti i kojim procesima podlijezu farmaceutici u okolisu i kakvo je

njihovo djelovanje na ekosustav.

2.3. Hidroksiklorokin

Fluorokinoloni pripadaju antimikrobnim agensima koji imaju Siroko djelovanje te se
ucinkovito upotrebljavaju u lijeCenju protiv bakterijskih uzro¢nika bolesti (u lijecenju ljudi i
zivotinja). Strukturno gledajuci, hidroksiklorokin (slika 7. a)) je slican fluorokinolonima.
Tocnije, hidroksiklorokin je p-aminokinolin, ne sadrzi fluor i pripada grupi kemoterapeutika.
Svrstava se, poput njegovog derivata klorokina, u skupinu antimalarika, jer je prvenstveno
(viSe od pedeset godina) koristen u te svrhe. O njegovoj vaznosti najbolje svjedoci podatak:
od malarije kao najcesce prevladavajuce zarazne parazitske bolesti oboljelo je 2002. priblizno
500 milijuna ljudi u svijetu. Od ukupnog broja, izmedu 1 i 3 milijuna sa smrtnim
posljedicama, pri cemu su najvise obolijevala i stradavala djeca mlada od sedam godina [88].
Danas se koristi i kao kemoprofilaksa [86, 87]. On je i protuupalni lijek (antireumatik) koji
modificira bolest, tako Sto djeluje kao blagi imunosupresiv. Upotrebljava se za reumatoidni
artritis, eritemski lupus, a i u dermatologiji [89]. Takoder, upotrebljava se i za lijeCenje
Sjorgenova sindroma [90] i Q-groznice [91]. Osim navedenog, novije klini¢ke studije

pokazuju da hidroksiklorokin ima potencijalne protutumorske ucinke [92].

UTJECAJ ABIOTICKIH PROCESA NA FARMACEUTIKE U VODENOM OKOLISU 12



OPCI DIO

Prema farmakokineti¢kim podatcima, glavni naéin izlu¢ivanja hidroksiklorokina je renalnim
putem, pri ¢emu 23 —25 % ostaje u nepromijenjenom obliku, a vec¢i dio zavr$i u obliku
metabolita [87]. Hidroksiklorokin metabolizira u jetri, pri ¢emu mogu nastati tri aktivna

metabolita (slika 7.): b) desetil-klorokin (DCQ), c) desetil-hidroksiklorokin (DHCQ) i d)
bisdesetil-klorokin (BDCQ) [93].
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Slika 7. Hidroksiklorokin i njegovi metaboliti koji nastaju u ljudskom tijelu

Hidroksiklorokin se proizvodi u velikim koli¢inama, potencijalno je sklon bioakumulaciji
(logKow = 3,03) i postojan je u okolisu (BIOWIN 1 = 0,1249, BIOWIN 5 = - 0,0746) [94].
Prema linearnim modelima vrijednosti BIOWIN, mozZze se procijeniti vjerojatnost
biorazgradnje organskih zagadivala u prisutnosti mikroorganizama iz okolia U aerobnim
uvjetima [95]. Ukoliko su vrijednosti BIOWIN-a manje od 0,5, onda ta tvar ne podlijeze
biorazgradnji.
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2.4. Metoklopramid

Sulfonamidi su, poput fluorokinolona, poznati i ¢esto koriSteni sintetski antibiotici Sirokog
spektra za prevenciju i lijeGenje od bolesti i infekcija [96]. Strukturno gledajuéi (slika 8.),

metoklopramid je supstituirani benzamid i derivat p-aminobenzojeve kiseline.
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Slika 8. Strukturna formula metoklopramida

Metoklopramid je slican prokainamidu i sulpiridinu [97] pa ga Se moze svrstati u
sulfonamide. Takoder, strukturni je analog lidokainu. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
koristi se od 1979. i jedini je lijek odobren od FDA za lijeenje gastropareze (tipi¢ne za ljude
s dijabetesom koji imaju usporeno praznjenje crijeva). Prema procjeni iz 2010., lijek je tada
koristilo viSe od 2 milijuna Amerikanaca [98]. Metoklopramid je i antiemetik, antagonist
dopamina te se upotrebljava protiv mucnina i povracanja (Cesto nakon postoperativnih
zahvata [99]). Upotrebljava se i za lijeCenje Zgaravice za bolesnike s gastroezofagealnom

refluksnom boles¢u (GERB) [100].

U ljudskom organizmu, metoklopramid se uglavhom metabolizira u manje istrazen
monodietilmetoklopramid, koji nastaje kao posljedica N-dealkilacije. Na temelju BIOWIN-
vrijednosti (BIOWIN 1 = 0,325; BIOWIN 5 = 0,121), metoklopramid se potencijalno smatra
bioloSki nerazgradivim farmaceutikom. Velika potrosSnja (kao i kod hidroksiklorokina) te
drugi fizikalno-kemijski parametri (poput logKoyw = 1,69), utjeCu na nuZnost potrebe

istrazivanja do sada nepoznate sudbine i ponaSanja metoklopramida.
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2.5. Abioticki procesi farmaceutika u okoliSu

Poznato je kako je sudbina farmaceutika u okoliSu odredena bioti¢kim i abioti¢kim procesima
te razdiobom izmedu razli¢itih dijelova okoliSa (zraka, vode, sedimenta i tla) [101-103].
U abioti¢ke procese razgradnje svrstava se: hidroliza, fotoliza i oksidacija te redukcija i

kompleksiranje [36], a u bioticke samo biorazgradnja.

Mnogi farmaceutici koji zavrse u okoliSu, prolaze kroz biokemijsku obradu otpadnih voda, Sto
dovodi do zakljucka da nisu biorazgradivi ili pak da je njihova koncentracija kao supstrata
nedovoljna da bi ih razgradile bakterije, gljivice ili neki drugi mikroorganizmi. Ipak, za neke
je farmaceutike (npr. ibuprofen), biorazgradnja svojstvena, a samim time i povecana
ucinkovitost njihova uklanjanja iz otpadnih voda. Osim toga, biorazgradnja dolazi vise do
izrazaja ako su farmaceutici prisutni u tlu i sedimentu. Prema re¢enom, abioticki procesi
iznimno su znacajni procesi koji odreduju sudbinu farmaceutika u okolisu, budué¢i da
isklju¢ivo biorazgradnja nije dovoljna za ucinkovitu razgradnju (potpunu mineralizaciju)
vecine do sada istrazenih farmaceutika [104]. Ipak, za neke farmaceutike (poput sulfonamida)
biorazgradnja, uz fotolizu, znacajno smanjuje postojanost farmaceutika u okolisu [105].
Oksidacija je manje relevantan abiotic¢ki proces koji utjeCe na sudbinu farmaceutika u okolisu.
Ona moze dovesti i do gubitka odredenih funkcionalnih skupina, a time i do potpuno druk¢ijih
fizikalno-kemijskih svojstava novonastalog transformiranog produkta. Oksidacija obuhvaca
reakcije vezane uz dezinfekciju (kloriranje, ozoniranje) ili napredne oksidacijske procese
(hidroksiliranje) pa je karakteristi¢na za procese u postrojenjima obrade voda. Uz spomenuto,
moguc¢i su 1 oksidacijski procesi kod reakcija farmaceutika s mineralima ili huminskim
tvarima. Sorpcija se takoder moze svrstati u abioti¢ke procese. Medutim, kod sorpcije rezultat
smanjenja koncentracije farmaceutika u okoliSu nije posljedica razgradnje ili transformacije

osnovnog farmaceutika, kao kod fotolize ili hidrolize u okolisu.

Postojanost farmaceutika u okoliSu moZe ovisiti o prisutnim uvjetima: koncentraciji
farmaceutika, vrijednosti pH, izvoru svjetlosti, intenzitetu zracenja i dr. Za uocavanje razlike
izmedu izravne fotolize i ukupne fotolize (izravne i neizravne), nuzno je ispitati fotoliticku

razgradnju u destiliranoj deioniziranoj vodi i prirodnoj vodi.
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U tablici 2 navedena su vremena poluraspada veéeg broja farmaceutika u destiliranoj
deioniziranoj i rije¢noj vodi. Prema prikazanom, moze se uociti doprinos neizravne fotolize u
razgradnji farmaceutika. lako nisu prikazivani tabli¢no, odredeni spojevi mogu biti fotoliticki
stabilni (npr. fluorfenikol [106]). Neovisno o tome Sto se fotoliza smatra jednim od
najvaznijih abiotickih puteva razgradnje, ne mora nuzno biti tako. Naime, Kunkal i sur. [107]
prema in situ istraZivanju, provedenom u 12,5 km dugackom dijelu toka rijeke Griindlach
(Niirnberg, Njemacka), ustanovili su kako od deset istrazivanih farmaceutika za njih osam
fotoliza ne predstavlja znacajan put razgradnje. To se posebno odrazava na bezafibrat i
metoprolol za koje fotoliticka razgradnja nije relevantan put (njihove) eliminacije u rijekama.
Jedino se pokazala znaCajnom za diklofenak, za koji je utvrdeno kako je do 50 % ukupne
njegove razgradnje posljedica fotolize, a djelomican utjecaj je mogué i za sotalol. Naime,
razlog tome moze biti u prirodnom svjetlu koje je, u pravilu, slabijeg intenziteta od izvora
zraCenja upotrebljivanih u laboratorijskim uvjetima (Zivine i ksenonske svjetiljke). Upravo
zato, moze se ocekivati i njihova sporija razgradnja, u realnim uvjetima, a narocito ukoliko je
prisutna bujna vegetacija i oblacno vrijeme. Za acetaminofen, ovisno o godiSnjem dobu,
vrijeme poluraspada iznosi 35 ili 56 h [108]. Zanimljivo je da benzoadiazepini (diazepam,
lorazepam, oksazepam i alprazolam), unato¢ tome §to su strukturno vrlo sli¢ni, ne samo da
nemaju priblizna vremena poluraspada nego se razlikuju i za nekoliko redova veli¢ine. Za
oksazepam izravnom fotolizom (uz ukupno zragenje od 7,5 - 10° J m 2 koje dopire do tla)
potrebna su priblizno cetiri ljetna sun¢ana dana, diazepamu je potrebno pet takvih dana,
lorazepamu manje od jednog dana, dok je za alprazolam potrebno vise od sedam mjeseci (u
slu¢aju alprazolama vrijednost vrijeme poluraspada je dobiveno ekstrapoliranjem nakon 204 h

osvjetljavanja jer bi u suprotnom predugo trajala razgradnja, tj. eksperiment) [109].
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Tablica 2. Vremena poluraspada farmaceutika u destiliranoj deioniziranoj i rije¢noj vodi

[110-115]
t172 (M) u -
i destiliranoj t u
Farmaceuitik M PKa 10gKow deioniziran(J)j rijelélzloj vodi
vodi

gemfibrozil 250,33 4,7 34 91,4 14,8
propranolol 259,34 9,5 3,48 4,4 1,1
naproksen 230,26 4,2 3,2 19 14
ibuprofen 206,28 5,3 4 205 14,8
karbamazepin 236,27 13,9 2,45 38,5 12,8
estron 270,37 10,4 4,1 4,7 2,3
17p-estradiol 276,41 10,4 4 41,7 2,0
17a-etinilestradiol | 296,41 10,3 4,2 28,4 2,3
ketoprofen 254,28 3,1 3,12 0,042 0,068
estriol 288,4 10,5 2,45 38,2 2,9
atovarstatin 558,64 4,3 5,7 6,9 0,6
sulfametoksazol 253,28 57 0,89 0,86 54
difloksacin 399,39 | 6,6;8,0 0,68 0,84 0,34
sarafloksacin 385,36 | 59;9,1 -0,69 2,62 0,49

2.5.1. Hidroliza

Hidroliza podrazumijeva reakciju neke tvari (analita, supstrata) s vodom koja djeluje kao
nukleofil, pri ¢emu moze doc¢i do supstitucije, eliminacije ili fragmentacije odredenog dijela
analita, Sto dovodi do nastanka razgradnih ili transformiraju¢ih produkata. NajceSce se
radi o: farmaceuticima, pesticidima,

solima, hidratiziranim metalnim  kompleksima,

polisaharidima, esterima, amidima i adenozin trifosfatu.

Nuzno je znati koji su farmaceutici skloni hidrolitickoj razgradnji, jer se u procjeni rizika s
ekotoksikoloskog stajaliSta mozZe o¢ekivati njihova manja prisutnost u okolisu. S druge strane,
to moze biti pozitivno za odredene antibiotike. Naime, hidroliticka nestabilnost posljedi¢no
dovodi do manje prisutnosti tog antibiotika, Sto umanjuje stvaranje otpornosti bakterija na taj
ili neki strukturno sli¢an antibiotik [116]. Primjerice, penicilin je jedan od najviSe koriStenih

antibiotika te zbog toga moze biti jedan od prisutnijih farmaceutika u okoliSu. Medutim, to
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nije slucaj, buduc¢i da sadrzi p-laktamski prsten, koji se hidroliti¢ki razgraduje. U okoliSu se
penicilin nalazi u manjim koncentracijama i manja je ucestalost njegove detekcije nego li se
o¢ekuje s obzirom na koli¢inu njegove uporabe. VVazno je spoznati procese kojima podlijezu

pojedini farmaceutici u okolisu i koji je njihov uc¢inak glede ekotoksikoloskog utjecaja.

Iako su neki farmaceutici strukturno vrlo sli¢ni, razli¢iti uéinci nekog procesa ili ¢ak potpuno
drugi procesi mogu biti odgovorni za razgradnju. Za farmaceutike je uglavnom
karakteristicno da ne podlijezu hidrolizi u kiselim uvjetima i enzimski kataliziranim
reakcijama hidrolize u ljudskom ili Zzivotinjskom organizmu te se najces¢e Smatraju
hidroliti¢ki stabilnim spojevima [117]. Kada dospiju u vodeni sustav nepromijenjenoga
oblika, pretpostavka je (na temelju dosadasnjih istrazivanja) da ne hidroliziraju [38].
Primjerice, izrazito istrazivani farmaceutici poput: ciprofloksacina [118], propranolola,
metoprolola [119], ibuprofena, naproksena [38] i trimetoprima [120] hidroliti¢ki su stabilni.
Za razliku od njih, sulfonamidi [119], f-laktami [121] i tetraciklini [120] skloni su hidrolizi.
Medutim, prilikom definiranja hidroliticke stabilnosti, vazno je ispitati i navesti vrijednost
pH, jer ona moze znacajno utjecati na stupanj hidrolize. Tako je tilozin hidroliticki stabilan,
ali za podrucje vrijednosti pH od 4 do 9, a pri pH 2 i 11 hidrolizira, $to u ovom slucaju nije
relevantno za vode u okoliSu [120]. Kako bi rezultati ispitivanja hidroliti¢ke razgradnje bili
relevantni i usporedivi potrebno je provoditi standardizirane testove, poput: OECD, ISO i
DIN testova. Kuster i sur. [122] navode da su jedino takvi testovi visoko pouzdani. Ipak,
ukoliko su rezultati dobiveni uz odredene modifikacije pripadajuéeg testa, potrebno ih je sve
navesti i objasniti. U suprotnom, istraZivanja koja ne sadrze potrebne informacije nisu
vjerodostojna, ni znacajna u procesu prikupljanja podataka, zbog zastite okoliSa. Navedeni
testovi ukljucuju provodenje hidrolize pri razliitim vrijednostima pH i temperaturama

relevantnima za okolis.

Na slici 9 na primjeru amfenikola prikazana je ovisnost koeficijenata hidroliti¢ke razgradnje o
vrijednosti pH pri razli¢itim temperaturama. Navedene temperature su visih vrijednosti nego
li u stvarnim uvjetima u okoliSu. Naime, hidroliza se inaCe iz eksperimentalnih razloga
ispituje na 20 °C, a kako je prosjecna temperatura 12 °C u slatkim i 9 °C u slanim vodama

[123], dobiveni rezultati se ekstrapoliraju [124] na navedene temperature.
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Slika 9. Utjecaj vrijednosti pH i temperature na koeficijente hidroliticke razgradnje

kloramfenikola (preuzeto iz [125])

2.5.2. Izravna fotoliza

Sunceva svjetlost je cjelokupan spektar elektromagnetskog zracenja koji se kroz Zemljinu
atmosferu filtrira 1 priguSuje. Intenzitet je veci na gornjoj granici atmosfere, a slabi kako se
priblizava tlu, zbog upijanja i rasprSenja na molekulama plinova. Vidljivi dio zracenja Cini
prosjecno 40 — 50 % Sunceva zracenja, dok UV zraenje ¢ini 8 % ukupnog zracenja koje
dopire do Zemljine atmosfere (oko 6 % do razine mora). Ultraljubicasto zracenje moze se
podijeliti u nekoliko grupa, s tim da granice izmedu valnih duljina nisu jako strogo definirane.
UV-C definira se za raspon valnih duljina 200 — 280 nm, no prakti¢ki to zraCenje nije
relevantno za okolis, jer se apsorbira u atmosferi. UV-B nalazi se u podruéju 280 — 315 nm, a
UV-A u podrué¢ju 315 — 400 nm i ono je 10 do 100 puta obilnije (intenzivnije) [126, 127]. Na
njihov odnos utjecu razlike u rasprSenju i apsorpciji, @ one ovise o nekoliko ¢imbenika:
zemljopisnoj $irini, zenitnom kutu, oblaku i debljini ozonskog omotaca [126]. Oba podrucja
vrlo su znaCajna za sudbinu farmaceutika u okoliSu, a o pojedinom farmaceutiku
(apsorpcijskom spektru i kvantnom prinosu) ovisi uéinkovitost izravne fotolize [128-130].
Na slici 10 (lijeva slika) moze se vidjeti ovisnost solarne ozracenosti o valnim duljinama, iz
Cega je vidljivo da se ozracenost ispod 300 nm drasti¢éno smanjuje. Na slici 10 (desna slika)
prikazana je dnevna doza izloZenosti zracenju, 0visno 0 mjesecu u godini. Prikazane su

relativne godisnje varijacije UV-A i UV-B zracenja na zemljopisnoj Sirini od 30° i UV-B na
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60°. Oznaka Oz predstavlja oSte¢enje ozona (slicno kao na Antarktiku u proljece), ¢ime je

povecana izlozenost UV-B zracenju, kao i za snijeg koji udvostrucuje izlozenost navedenom

zracenju.
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Slika 10. Solarna ozra¢enost koja ovisi 0 valnoj duljini (lijeva slika), a) predstavlja ozrac¢enost
izvan atmosfere, b) na razini mora; ovisnost dnevne izloZenosti o0 mjesecu u godini (desna
slika) (preuzeto iz [126])

Suncevo zra¢enje dovodi do apsorpcije svjetla od strane farmaceutika, a time i do aktivacije
njihovih fotokemijskih reakcija. Posljedica toga nastanak je fotolitickih produkata koje je
teSko predvidjeti, jer molekule u pobudenom stanju imaju drukéiju raspodjelu energije i
elektronske konfiguracije nego li kada su u osnovnom stanju. Termodinamicki gledano,
pobudena molekula ima ve¢i sadrzaj energije nego molekula u osnovnom stanju, a time 1 veci
broj mogucih reakcijskih putova, odnosno ve¢i broj potencijalnih produkata. Medu nastalim
fotoproduktima su i hidroksilirani produkti, buduéi da i voda pod utjecajem Sunceva zracenja
stvara hidroksilne radikale (jednadzba 1) [131].

H,O + hy — *OH + °H (1)

Mnogi prirodni procesi, kao 1 ponaSanje zagadivala prisutnih u okoliSu, ovise 0 raznim
¢imbenicima, ponajprije o strukturi (prirodi osnovnog i pobudenog stanja) i energiji zracenja
[132]. U kemiji zagadivala prevladavaju dijabatski procesi, §to zna¢i da molekule trebaju

svjetlo kako bi svladale pocetnu energijsku prepreku. Kada je energija apsorbiranog zracenja
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sli¢na ili ve¢a od energije kovalentne veze, moze doé¢i do njezina cijepanja, pa se takav proces

naziva fotoliza.

U procesu fotolize najéesée vidljivo zraCenje nije dovoljno za pucanje ugljik-ugljik veze za
koju je potrebno 348 kJ mol™, jer energija fotona valne duljine 400 nm odgovara
300 kJmol™. Stoga, pripadajuée energije vidljivog zradenja nisu dovoljne za pucanje

navedenih veza nego su potrebne krace valne duljine [127].

S obzirom na to da je za farmaceutike koji dospiju u okoli$ iz postrojenja za obradu otpadnih
voda ocekivano da budu hidroliticki stabilni, fotoliza uz sorpciju, postaje jedini relevantni
abioticki proces koji utjeCe na sudbinu farmaceutika u vodenom sustavu. Naime, neki
farmaceutici pokazuju dobra sorpcijska svojstva, a njihovo uklanjanje postize se vezanjem na
razli¢ite adsorbense. Primjerice, koriStenjem aktivnog ugljika u obliku granula i praha iz
otpadnih voda moguée je ukloniti 90 % estrogena [133, 134]. Prema tome, moguée je da
fotoliza u okolisu bude dominantan proces za mnoge farmaceutike, budu¢i da sadrze razli¢ite
funkcionalne kromofore (konjugirane aromatske prstenove, = konjugirane sustave, nitro-
skupine, furane, fenole, heteroatome) pa podlijezu izravnoj i neizravnoj fotolizi. Brojna
istrazivanja potvrduju [129, 135-137] kako se upravo fotoliticka razgradnja smatra jednim od
najvaznijih putova odgovornih za razgradnju organskih zagadivala, posebno u povrsinskim
vodama. Koliki utjecaj na brzinu fotoliticke razgradnje ima izravna fotoliza moze se uociti na
ketoprofenu, ¢ije vrijeme poluraspada u destiliranoj deioniziranoj vodi iznosi samo 2,4 min i
to pri 250 W m™ [123]. Strukturno gledajuéi, ketoprofen je derivat propionske kiseline koji
sadrzi benzofenon, Sto dovodi do toga da je karbonilni ugljik jako konjugiran zbog
delokalizacije elektrona susjednih aromatskih skupina. NiZa je, stoga, energija n-z* prijelaza
pa nastaje reaktivno tripletno stanje. Rezultat toga je izrazito brza fotoliticka razgradnja.
Sdruge pak strane, neki farmaceutici, poput tetraciklina, neosjetljivi su na fotoliticku
razgradnju [138], te ni izravna ni neizravna fotoliza ne predstavlja znaCajan put njihove

razgradnje u okoliSu, niti u postrojenjima za obradu voda.

Opc¢enito, na sudbinu farmaceutika u okoliSu utjecat ¢e brojni ¢imbenici koji ¢e u konacnici
odredivati hoc¢e li se, koliko brzo i kako neki farmaceutik fotoliticki razgraditi. Primjerice,
razgradnja Ce ovisiti o: strukturi i prisutnim kromofornim skupinama (apsorpcijskom spektru

farmaceutika), kvantnom prinosu i koncentraciji zagadivala, prisutnosti drugih tvari
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(anorganskih iona i organskih tvari), njihovoj koncentraciji te vrijednosti pH sredine. Nadalje,
na fotoliticku razgradnju utjecat ¢e i: dubina, zamucenje vode, godisnje doba, geografska

Sirina, vremenski uvjeti i intenzitet Sunceva zracenja [139].

Na slici 11a moze se uoditi kako veca apsorbancija nekog farmaceutika pri valnim duljinama
oko 330 nm, ne znaéi nuzno brzu razgradnju, jer je bolje preklapanje apsorpcijskih spektara
farmaceutika i Sunceva zraCenja. Tako za difloksacin, pri pH = 4,44 vrijeme poluraspada
iznosi 0,43 h, a pri pH = 9,05 vrijeme poluraspada iznosi 1,40 h. Naime, brza razgradnja moze
biti rezultat djelovanja drugih ¢imbenika. Znacajan utjecaj na brzinu razgradnje ima kvantni
prinos, koji moze biti razli¢it za razli¢ite specije nekog farmaceutika, prisutne pri razli¢itim
vrijednostima pH. Na slici 11b vidljivo je kako je sarafloksacin druk¢iji slucaj, jer tu veca
apsorbancija u podrucju oko 330 nm mozZe biti posljedica brze razgradnje, t;,, = 0,55 h pri

pH = 8,6 u odnosu na pH = 6,0 pri kojem je t; ,, = 1,23 h [111].
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Slika 11. Apsorpcijski spektri a) difloksacina i b) sarafloksacina s pripadaju¢im vremenima
poluraspada ovisno o vrijednostima pH (preuzeto iz [111])
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Prema tome, za farmaceutike koji apsorbiraju Suncevo zracenje izravna fotoliticka razgradnja
predstavlja vazan put koji odreduje njithovu sudbinu u okoliSu. Medutim, ¢ak 1 za isti
farmaceutik s pripadaju¢im vrijednostima pK,, prisutne su razliite ionizirane Specije iste
molekule, ovisno o vrijednosti pH. One pak mogu imati potpuno razlicita fizikalno-kemijska
svojstva te tako uzrokovati drukCije ponaSanje farmaceutika (npr. razliita vremena
poluraspada), Sto znatno oteZzava razumijevanje i prikupljanje podataka o ponaSanju
farmaceutika u okolisu. Ciprofloksacin iz skupine fluorokinolona, acetoaminofen iz skupine
nesteroidnih protuupalnih lijekova, propranolol iz skupine p-blokatora te sulfametoksazol iz
skupine sulfonamida, primjeri su farmaceutika kod kojih je izravna fotoliza glavni mehanizam
njihove razgradnje u okoliSu. Za to je prvenstveno odgovorno preklapanje apsorpcijskog
spektra farmaceutika i spektra Sunéeva zraCenja pri 4 =290 nm te kvantni prinos tog
farmaceutika. Osim izravne fotolize, znacajan put razgradnje moze biti i neizravna fotoliza,
zbog nastanka razlic¢itih pobudenih i reaktivnih vrsta koje reagiraju s farmaceuticima [140,
141]. U tom slucaju, udio izravne fotolize koji je odgovaran za fotoliticku razgradnju,
odreduje se eksperimentalno, bez prisutnosti tvari koje mogu voditi k neizravnoj fotolizi.
Naime, u povrsinskim se vodama fotokemijska razgradnja pokazala kao glavni eliminacijski
put sulfonamida u vodama u okoliSu [142, 143], ali i u otpadnim vodama [144] pa fotoliticka
razgradnja u takvim vodama odgovara najceS¢e ukupnoj (izravnoj i neizravnoj) fotolizi.
Nadalje, neki antibiotici (poput ciprofloksacina) sadrze kinolonski prsten, te su skloni
fotolitiCkoj razgradnji (¢, = 1,2 min u destiliranoj deioniziranoj vodi), ali ne i hidrolitickoj
razgradnji [118]. Stoga, moZze se samo pretpostaviti kako i hidroksiklorokin koji sadrZi
kinolinski prsten nije sklon hidrolitickoj nego fotolitickoj razgradnji pri relevantnim uvjetima
za okoliS. Naravno, to ne mora biti tako, jer je primjerice flumekvin koji pripada skupini

kinolona, neosjetljiv na fotoliticku razgradnju, ali je i hidroliticki stabilan [145].
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2.5.2.1. Kvantni prinos

Kvantni prinos (¢) izrazito je znaCajan parametar kojim se moze procijeniti ucinkovitost
razgradnje. Poznat je i pod nazivima kvantno iskoriStenje i kvantni iscrpak. Definiran je kao:
omjer koli¢ine molekula ny4 koje podlijezu odredenom fotokemijskom (ili fotofizikalnom)
procesu i koli¢ine apsorbiranih fotona ny koje se mjere u molovima ili mjernoj jedinici
Einstein pa je dimenzija kvantnog prinosa bez dimenzije ili mol Einstein’. Za kemijsku
reakciju, to je omjer broja molekula koje reagiraju u odredenoj reakciji i broja fotona koje su
apsorbirale molekule [132]. S obzirom na to da je intenzitet Sunceva zracenja promjenjiv jer
ovisi o brojnim parametrima, tj. utjecajima, jedan od na¢ina za dobivanje rezultata koji su
medusobno usporedivi, upravo je pomocu kvantnog prinosa [146]. To je jedan od najvaznijih,
ali i slozenijih parametara u fotokemiji. lako je strogo gledaju¢i, definiran samo za
monokromatsko zracenje [147], moze se odrediti i za polikromatsko zracenje, ali bi u tom

slu¢aju bolje bilo govoriti o relativnoj ucinkovitosti procesa, a ne 0 kvantnom prinosu.

Za odredivanje kvantnog prinosa monokromatskim zra¢enjem u puferiranim otopinama, moze
se koristiti nekoliko razli¢itih izvora zracenja (zivina (Hg) svjetiljka, ksenonska (Xe)
svjetiljka, natrijska (Na) svjetiljka itd.), pri ¢emu svaki od njih ima odredene prednosti i
nedostatke. NajceSce koriSteni izvor zraCenja relevantan za okolis je Xe svjetiljka koja emitira
polikromatsko zra¢enje u rasponu od 300 do 800 nm. Opcenito, vrijednost kvantnog prinosa
krec¢e se izmedu 0 i 1. Medutim, vrijednosti mogu biti i veée od jedan, ukoliko fotokemijski

produkt podlijeze sekundarnim ili lan¢anim reakcijama [132].

Fotonska ozraCenost (engl. photon irradiance) izvora svjetlosti mozZze se eksperimentalno
odrediti pomocu aktinometra ili spektralnog radiometra te njihove kombinacije. Prema OECD
priruéniku 316 [148] preporuka je: koristiti aktinometre u kombinaciji sa spektralnim
radiometrom. Za odredivanje kvantnog prinosa potrebno je odabrati prikladan aktinometar, a
da bi neka tvar bila aktinometar mora zadovoljavati odredene uvjete. Svaki aktinometar, osim
potrebnih svojstava, ima i odredene nedostatke, tako da je cilj: izabrati optimalni. On bi trebao
biti termicki stabilan, neosjetljiv na svjetlo, a kvantni prinos bi mu trebao biti to¢no poznat za
veci broj valnih duljina. Kao takav, neovisan je o valnoj duljini. Isto tako, trebao bi biti
jednostavan za pripravu (sintezu), Cist i po mogucénosti spektrofotometrijski odrediv. Osim

toga, bitno je da njegovi fotoprodukti ne apsorbiraju UV-Vis zrafenje u podrucju u kojem
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odredeni analit, tj. aktinometar apsorbira. Pojedini aktinometar odabire se na temelju
apsorpcijskog spektra farmaceutika i1 apsorpcijskog spektra aktinometra, §to znaci da su im
sli¢ni apsorpcijski spektri, odnosno da se preklapaju [149]. Prema OECD-u i IUPAC-ovim
preporukama, kalijev ferioksalat je praktican i pouzdan aktinometar za UV-Vis podrugje.
Dulin i Mill razradili su uporabu p-nitroanisola i piridina (PNA-PYR) te p-nitroacetofenona i
piridina (PNAP/PYR) kao kemijskih aktinometara. Ovo su izrazito primjenjivani aktinometri
u podrucju 300 — 370 nm [150] koji se temelje na nukleofilnoj fotosupstituciji pobudenog
stanja derivata nitrobenzena piridinom (slika 12.). Svakako, njihova velika prednost je u
mogucénosti ugadanja vremena poluraspada koja mogu varirati od nekoliko minuta do
nekoliko dana. Tako se PNA/PYR koristi za vremena poluraspada od nekoliko minuta do
12 h, a PNAP/PYR za mjerenja od nekoliko sati do dva mjeseca, Sto ovisi o koncentraciji
piridina. Prednost je i u tome Sto se kvantni prinos ne mijenja u podru¢ju 313 — 366 nm.
Takoder, kinetika fotorazgradnje im je pseudo-prvog reda. No, da bi se aproksimirala kinetika
pseudo-prvog reda, koncentracija piridina treba biti u ve¢em suvisku, barem 10 do 1 000 puta

veca u odnosu na PNA.
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Slika 12. Nukleofilna supstitucija piridinom na p-nitroanisolu

Za odabir koncentracije piridina, zbog uskladivanja vremena poluraspada aktinometra PNA s

farmaceutikom (analitom), upotrebljava se sljedec¢a jednadzba (2):

¢ =0,44 [PYR] +0,00028 (2)
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I u slu¢aju PNAP prema jednadzbi 3:
¢ =0,0169 [PYR] (3)

U velikom broju radova upotrijebljene su prethodne jednadzbe, a naveli su ih Dullin i Mill.
Medutim, Laszakovits i sur., 2016. godine [151] napominju kako je potrebna revizija Siroko
prihvacenih aktinometara. Naveli su da izvorna jednadZba za PNA predvida 27 % manje
zraCenja fotona nego li je to u stvarnosti, i to za Cesto upotrebljavani i karakterizirani
ferioksalatni aktinometar. Prema ovome, zapravo je kvantni prinos za PNA/PYR nizi nego Sto
on zapravo jest. No, kvantni prinos ovisi i o koncentraciji piridina, a rauna se prema

jednadzbi 4:
¢ =0,29 [PYR] + 0,00029 4)
I za PNAP prema jednadzbi 5:
¢ =0,0074 [PYR] + 0,000011 (5)

Polikromatsko Suncéevo zraenje Cesto se Koristi u studijama fotoliticke razgradnje
farmaceutika u okoliSu 1 kod odredivanja kvantnog prinosa. lako je kvantni prinos strogo
definiran za monokromatsko zraCenje (jednadzba 6), upotrebljava se i u slucaju

polikromatskog izvora zracenja [148].

Ke akt
b (), ©)

Kakt €, 2

Oznaka k. je koeficijent brzine reakcije analita, npr. farmaceutika (s ), kaq je koeficijent
brzine reakcije aktinometra (s %), g2 Je molarni apsorpcijski Kkoeficijent za analit
(dm*cm™ mol™), ey, je molarni apsorpcijski koeficijent za aktinometar (dm* cm ™ mol ™),
¢c je kvantni prinos analita i ¢ Kvantni prinos aktinometra.

Za polikromatsko zracenje pojavljuje se dodatni parametar I; koji predstavlja intenzitet izvora

svjetlosti pri odredenoj valnoj duljini (Einstein cm 2 s %), a to je zapravo ulazna brzina snopa

(fluencije) fotona; E,‘l’,p,o. Fluencija predstavlja mnozinski izraz za fluks fotona iz sferi¢nog
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spektralnog izvora zracenja. Prema tome, jednadzba 7 prikazuje odredivanje kvantnog prinosa

za polikromatsko zracenje upotrebom spektroradiometra i aktinometra.

ke [ 2 lgaes

¢°=@ < > e, >¢akt ()

Prednosti spektralnog radiometra su u brzini i pouzdanosti, dok su nedostaci prisutni kod
upotrebe vise razli¢itih izvora svjetlosti te kod nepravilne geometrije fotoreaktora [148].
Uporabom spektroradiometra omogucava se racunanje kvantnog prinosa na sljede¢i nacin:

nakon mjerenja spektralne brzine fluencije (Ef)’,,l; W m?), nuzno je izmjerenu fizikalnu

veli¢inu pretvoriti u spektralnu brzinu fluencije fotona, Ep,, (Einstein m? s*) (prema

jednadzbi 8).

Eoal
hc N,

Epor(A) = (8)
Oznaka 4 je valna duljina emitirane svjetlosti (m), h je Planckova konstanta (6,626 - 107* J s),
c je brzina svjetlosti korigirana za refraktivni indeks loma (1,33) koja uz korekciju iznosi
2,25-108 ms™, a Naje Avogadrova konstanta (6,022 - 10 mol™). Ako se radi o visestrukim
(pulsiranim) svjetlosnim impulsima, $to je slucaj kod Xe svjetiljke, koristi se oznaka Ep , ,,.
Prema re¢enom, nuzno je iskazati odnos E,,,(1) o ¢(A). Slijedi da je koeficijent brzine
izravne fotoliticke razgradnje reaktanta, npr. farmaceutika koncentracije ¢ (mol L) u

vodenoj otopini pri odredenoj valnoj duljini r(1) (mol L™ s™) iskazan jednadzbom 9:

dc
D= <_ dr );\ ®)
A A)C
(D) = ERpo(A) (;) (1 — 10-le@+=elt) (%) b2 (10)

Buduc¢i da su farmaceutici prisutni u razrijedenoj otopini, odnosno u destiliranoj deioniziranoj
vodi, koeficijent prigusenja otapala na odredenoj valnoj duljini a(1) jednak je 0 (cm™) pa se

prethodni izraz (jednadZba 10) mozZe izraziti na sljedec¢i nac¢in (jednadzbe 11 — 12):
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r(1) = (— z—f)l = 2,303 E2,,,(D)e(1) (é) Clo, (11)

A
k() = 2,303 E2,,(M)e(d) (V)l(m (12)

I prema jednadzbama 13 i 14:

acy (13)
<_E>A —kD)-C
= k(D "

moze se iskazati konacan oblik (jednadzba 15) na temelju kojeg se moze izraCunati

kvantni prinos analita (farmaceutika):

k(2)
P = ——
2,303 (371 [ (BR p o (De(R))dA

(15)
Oznaka Ep ,,(A) je ulazna brzina fluencije fotona (engl. incident photon fluence rate)
(molm2s 1 ili Einstein m %5 %) za odredeno podrugje valnih duljina, A je povrsina reakcijske
otopine izloZene zracenju (m?), V je volumen reakcijske (dm?®), (1) je molarni apsorpcijski
koeficijent reaktanta pri odredenoj 4 (dm®mol™ cm™), ali za isto podrugje kao i ulazna brzina
fluencije fotona, | je efektivno zracenje apsorpcije duljine puta fotokemijskog reaktora
(dubina otopine) (cm), ¢(4) kvantni prinos izravne fotolize neke tvari pri odredenoj A

(bez dimenzije ili mol Einstein ) [152].

Nadalje, u tablici 3 navedene su vrijednosti kvantnih prinosa razgradnje nekih farmaceutika
¢iji se podatci uglavnom odnose na Xe svjetiljku. Medutim, kvantni prinosi su odredivani i za
druge vrste izvora svjetlosti (poput Hg svjetiljke), pri ¢emu su koristeni razli¢iti parametri,
poput: intenziteta svjetlosti, valne duljine, aktinometara, matice, otapala te vrijednosti pH,
koje pak =znaju c¢ak biti i nenavedeni. To ukazuje na nemoguénost usporedbe i

reproducibilnosti rezultata. Prema tome, za karbamazepin, kvantni prinos iznosio je
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¢ =15 10" (Pyrex, Hg svjetiljka za podrugje 313 =578 nm) te ¢ = 1,3 - 10 * (Xe svjetiljka,
765 W m 2, PNA/PYR) §to je vrlo sli¢no (radi se o istom redu veli¢ine) s obzirom na razlicite
izvore osvjetljavanja i eksperimentalne uvjete. Medutim, Kvantni prinos u istim uvjetima
iznosi ¢ = 6,4 - 10 ° pripH 2,9 te ¢ = 2,9 - 10 ° pri pH 4,0 $to ukazuje da se pri promjeni jedne
jedinice vrijednosti pH kvantni prinos umanjio 2,2 puta. Kvantni prinos razgradnje
sulfametoksazola pri pH 3,2 je ¢ak 13 puta vec¢i nego pri pH 8,4. Nedosljednost u prikazivanju
i navodenju svih bitnih podataka stvara probleme pri daljnjoj primjeni izra¢unatih kvantnih
prinosa. Takoder, nedostatna je i koli¢ina literaturnih podataka za realne uvjete pod utjecajem
Sunceva zracenja, buduci da su istrazivanja uglavnom usmjerena na laboratorijske uvjete. Sve
navedeno predstavlja vazne podatke koji, u kona¢nici, utje¢u na kvantni prinos, odnosno
poznavanje sudbine farmaceutika u okoliSu. Jedan od nacina kako pridonijeti poznavanju i

pracenju sudbine farmaceutika u okolisu moze biti odredivanjem kvantnog prinosa.

Prema literaturnim podatcima, u nekim slucajevima za isti su farmaceutik, pod istim ili
sliénim uvjetima, dobivene potpuno razli¢ite vrijednosti kvantnog prinosa, a U nekim
sluc¢ajevima razlike su i za nekoliko redova veli¢ine. Posebno je ovo uocljivo ukoliko je
kvantni prinos razgradnje odredivan pri vrijednosti pH koja je blizu vrijednosti pK,
farmaceutika. Takoder, za veliki broj farmaceutika nema dostupnog izmjerenog (izra¢unatog)
kvantnog prinosa, tako da bi se, u tom smjeru, istraZzivanja svakako trebala nastaviti. Problemi
proizlaze i zbog razliitih, primijenjivanih eksperimentalnih uvjeta te razli¢itih nacina
odredivanja, Sto dodatno umanjuje pouzdanost i usporedivost vrijednosti kvantnih prinosa za
farmaceutike. U konacnici, kvantni prinosi upotrebljavaju se kao ulazni podatak u
odgovaraju¢i raCunalni program (poput ABIWAS-a). To omoguéuje procjenu vremena
poluraspada farmaceutika u okoliSu, pri ¢emu se uzima u obzir i: intenzitet svjetlosti (Sunceva

zraCenja), geografska Sirina, godisnje doba te dubina vode.
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Tablica 3. Kvantni prinosi razgradnje farmaceutika

Farmaceutik Uvjeti osvjetljavanja Kvantni prinos Literatura
Xe svijetiljka, aktinometar
sulfametoksazol (PNA/PYR) 0,02 [153]
pH nepoznat
Xe svjetiljka . , e
oH (5,0: 6.3; 7.3) (17,2; 2,76;2,42) - 10 [154]
Prirodno svjetlo, PNA/PYR )
(PH 5,3: 6.9) 0,50; 0,09 [155]
sulfadiazin (SH) Prirodno S‘F’)ﬁtg”lp'\w PYR 04-10° [156]
sulfadiazin (S) Prirodno S‘F’)Jﬁt'?O'GPNA/ PYR 12-10° [156]
levoflosacin 8,26 - 10°
enrofloksacin o 6,97 - 10°
difloksacin Xe svjetiljka, PNA/PYR 313107 [139]
sarafloksacin 3,97 -10°
naproksen 0,026
propranolol Xe svjetiljka, radiometar; 0,0052 [123]
propranolol PNA(P)/PYR; pH 5,5 0,0052
17a-etinilestradiol 0,0048
Hg svijetiljka, aktinometar
diklofenak (atrazin) 0,066 [157]
Hg svjetiljka, PNA(P)/PYR 0,094 [158]
ketoprofen Hg svjetiljka, aktinometar 0,759 [157]
atenolol (atrazin) 0,036
. Xe svijetiljka, aktinometar
ibuprofen (ferioksalat) 0,33 [159]
lorazepam 7810
oksazepam — ) 445-10°
diazepam Xe svjetiljka, spektroradiometar 43.10° [109]
alprazolam 34-10°
Xe svjetiljka, umjesto snimanja
tetraciklin spektroradiometrom uzete su 3410 [138]

tablicne vrijednosti proizvodaca,
pH 6,0

2.5.3. Neizravna fotoliza

Provodenje fotoliticke razgradnje u destiliranoj deioniziranoj vodi omogucuje odredivanje

utjecaja izravne fotolize za odredeni farmaceutik. Ovakvi uvjeti nisu primjereni uvjetima u

okolisu, ali sluze za odredivanje doprinosa izravne i neizravne fotolize. Upravo se utjecaj

neizravne fotolize znaCajno odrazava na vremena poluraspada odredenih farmaceutika, a
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ponajvise kod onih farmaceutika koji nisu skloni izravnoj fotolizi. Naime, to je prvenstveno
vidljivo kod farmaceutika koji nemaju kromoforne skupine pa ne apsorbiraju Suncevo
zraenje u podrucju iznad 290 nm, Sto je posebno karakteristicno za makrolide. Prirodni
sastojci u vodi (huminske kiseline, nitrati, halogenidi, hidrogenkarbonati, ioni Zeljeza i ostali
prisutni ioni u vodi) znacajno utjeCu na fotoliticku razgradnju farmaceutika i drugih
zagadivala. Medu navedenim tvarima, prisutnost huminskih kiselina ima znacajnu ulogu u
pokretljivosti 1 biodostupnosti razli€itih tvari u prirodnim vodama, posebno u kompleksiranju
metala. Prema Aikenu i sur. [160] huminske tvari mogu biti definirane kao grupa prirodnih,
biogenih, heterogenih organskih tvari Zute do crne boje, visokih molekulskih masa, otpornih
na toplinu. Takoder, mogu se definirati i kao slabi elektroliti kiselog karaktera micelarne
strukture koje sadrze karboksilne i fenilne skupine. Odlikuje ih relativno velika molekulska
masa (priblizno 500 Da za fulvinske kiseline i 1 000 000 Da za huminske kiseline), razli¢ita
topljivost u vodi (ovisno o vrijednosti pH) te razli¢ito zadrzavanje na hidrofobnim smolama
[160, 161]. Medutim, molekulske mase variraju, pa se tako za huminske kiseline mogu
nalaziti u rasponu od 2 000 do 1 300 000 Da. Stoga je i za ocekivati da huminske kiseline
nemaju nuzno jednako djelovanje na brzinu razgradnje zagadivala [162]. Huminske tvari
dijele se na: huminske kiseline (topljive pri pH > 2), fulvinske kiseline (hidrofilne grade
topljive pri svim pH) te humine (netopljive u vodi) [163]. Huminske Kiseline, zajedno s
fulvinskim kiselinama, pripadaju kromofornim otopljenim organskim tvarima te ¢ine do 80 %
otopljenog organskog ugljika. Glavni predstavnik otopljenih organskih tvari su huminske
kiseline koje se nalaze u polimernom obliku, a ¢ija je struktura monomera prikazana na

slici 13 te varira ovisno o izvoru.

o

Slika 13. Prikaz modela monomera huminske Kiseline (preuzeto iz [162])
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Uglavom je rije¢ 0: ketonima, aldehidima, kinonima, supstituiranim fenolima, karboksilnim
kiselinama, ugljikohidratima te zasi¢enim i nezasi¢enim ugljikovodicima [164]. Za huminske
kiseline karakteristi¢no je da sa smanjenjem vrijednosti pH postaju hidrofobnije, a to dovodi
do njihove netopljivosti u vodi pri vrijednostima pH manjima od 2 [10]. One djeluju kao
fotosenzibilizatori, tako da kromoforne frakcije DOM apsorbiraju Sunéevo zracenje §to
omogucuje stvaranje reaktivnih fotokemijskih vrsta: hidroksilnih radikala, singletnog kisika,
tripletnog pobudenog stanja i dr. (slika 14.). Takoder, mogu djelovati kao hvataci radikala

(engl. scavengers of radicals) te prigusivaci (filtri) Sunceva zracenja (engl. irradiation filter).

02

\ *ChOM” CDOM + ;0

| CDOM | :> 1cDOM™ = ICDOM*"/ -

CDOM. > > .OH

Slika 14. Pojednostavljeni prikaz nastajanja fotokemijski reaktivnih vrsta

(modificirano prema Sharplessa i sur. [165])

Nadalje, poznato je da pod utjecajem UV zraCenja huminske kiseline prelaze u pobudeno
stanje (*HA*) (jednadzba 16), a to dovodi do ubrzavanja razgradnje izravnom reakcijom s
analitom. Do ubrzanja moze do¢i i neizravnim putom, kada zapravo huminske kiseline prvo
reagiraju s kisikom (jednadzbe 17 i 18). U ovom (drugom) slucaju, moze nastati vodikov
peroksid (jednadzba 19) te iz njega hidroksilni radikali (20) i druge reaktivne vrste, poput
superoksida (18) i singletnog kisika (17):

HA +hy — HA" — 3HA™ (16)

*HA" + 0, — HA + 0, (17)
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SHA" + 0, — HA" + O, (18)
2°0, + 2H" — H.O, + O, (19)
H,O, + hy — 2°0OH (20)

I nitrati, poput huminskih kiselina, zbog fotokemijske reaktivnosti i prisutnosti u okolisu
znacajno utjecu na sudbinu 1 ponaSanje mnogobrojnih farmaceutika. Naime, kada se nitrati
izloze Suncevu zraCenju, nastaju izrazito reaktivni hidroksilni radikali (E° = 2,59 V) koji su
skloni reakciji s organskim zagadivalima [166]. Isto tako, nitriranjem mogu nastati i novi
razgradni produkti (nitro-spojevi) koji su se pokazali toksi¢nima. Posebno je ovo znac¢ajno za

aromatske spojeve bogate elektronima, poput fenola [167, 168] (slika 15.).

CH

l

—
T
.-' \_
\x,

i,g

- i
PrO MO

razii produkt
Slika 15. Procesi nitriranja i halogeniranja fenola [169]

I nitriti mogu (poput nitrata) utjecati na ponaSanje i sudbinu zagadivala. Ako su u okoliSu
prisutni u sliénim koncentracijama kao nitrati, njihov fotokemijski utjecaj je znatno izrazeniji,
jer apsorbiraju Suncevo zracenje pri vecim valnim duljinama te imaju veci kvantni prinos
[167]. U prisutnosti nitrata nastaju fotoreaktivne prijelazne vrste (jednadzbe 21 i 22), medu
kojima prevladavaju hidroksilni radikali, glavni odgovorni za ubrzanje fotokemijskih reakcija
[170].

NOs +hv — [NOs ] —NO, +°0O (21)
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NO, +°0 +H;0 — *NO,+ *OH + OH (22)

| halogenidi mogu djelovati na farmaceutike i druga zagadivala (slika 15.) stvaranjem
reaktivnih radikala [171, 172], pri ¢emu mogu nastati novi halogenirani (toksi¢ni) razgradni
produkti. Khanra i sur. [173] navode da kloridni ioni mogu reagirati s hidroksilnim radikalima
stvarajuci Cl," ~ (jednadzbe 23 - 25):

—

‘OH+ClIT ~—— CIOH"®~ (23)
CIOH' " +H" =~—— CI* + H,0 (24)
Cl'+cCI S e Cl,~ (25)

Nadalje, sastavni dio voda su 1 hidrogenkarbonati i sulfati koji uglavnom djeluju kao hvataci
radikala te na taj nacin usporavaju razgradnju zagadivala. Prema jednadzbi 26, reakcijom
neselektivnin 1 reaktivnih hidroksilnih radikala nastaju selektivniji i manje reaktivni
karbonatni radikali [174, 175]. Znacajnije je to za podrucje vrijednosti pH od 7 do 8, buducéi

da su hidrogenkarbonati prevladavajuca specija u odnosu na ugljikov dioksid i karbonate.
HCO; +°0OH — °*CO; + H0 (26)

Karbonatni radikali mogu reagirati s tripletnim pobudenim stanjem kromofornih skupina

otopljene organske tvari (jednadzba 27), a to vrijedi i za bromide.
’CDOM* + CO5>~ —» CDOM® + °COs3 (27)

Zeljezovi ioni skloni su stvaranju hidroksilnih radikala (jednadzba 28 i 30) i fotokemijski
aktivne specije Zeljeza [176] (jednadzba 29). Osim toga, mogu kompleksirati s
makrociklickim spojevima 1 stvarati fotokemijski aktivnije spojeve podloznije razgradnji
[177, 178], ali i s halogenidima, stvaraju¢i pritom reaktivne radikale [179]. Istrazivanja
potvrduju kako se u prirodnim vodama u okoliSu (morima, oceanima, estuarijima) odvija

fotokloriranje aromatskih spojeva [180, 181].
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Fe** + H,0 —= Fe*" + "OH + H' (28)
Fe** + H,0O ~— FeOH)* + H' (29)
Fe(OH)** — Fe** + *OH (30)

2.6. Razgradni i tranformacijski produkti

Prethodno navedeni abioticki procesi dovode do toga da u okoliSu nisu prisutni samo
farmaceutici, ve¢ i njihovi razgradni i transformacijski produkti. Ovisno o vrsti farmaceutika i
drugim uvjetima u vodama u okoliSu mogu nastati razgradni/transformacijski produkti, kao
posljedica fotoliticke ili hidroliticke razgradnje. Nastanak hidrolitickih produkata moze se
dogoditi u neutralnim, kiselim ili luznatim uvjetima. Medutim, hidroliticka razgradnja se, za
razliku od fotolize, odvija u osnovnom stanju pa je jednostavnije pretpostaviti mehanizam
razgradnje. Poznato je da su odredene grupe spojeva i funkcionalne skupine sklone hidrolizi.
Tebes-Stevens 1 sur. [182] navode kako se programskim alatima moze predvidjeti za:
geminalne diole, acil halogenide, aciklicke i ciklicke anhidride da vrlo lako hidroliziraju,
neovisno o vrijednosti pH sredine. lako su laktoni, nitrili, epoksidi, imidi, veza duSik-sumpor,
laktami, takoder skloni hidrolizi, osim zna¢ajnog utjecaja vrijednosti pH na stupanj hidrolize,
ovdje mozemo govoriti i 0 utjecaju drugih ¢imbenika (poput sterickog efekta i dr.). Za
hidrolizu amidne veze kloramfenikola (toéne mase 345,0 Da) detektiran je razgradni produkt
(tocne mase 231,1 Da). Primjera radi, u nastavku je predlozen mehanizam hidrolize u kiseloj
sredini (slika 16.).
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NO,

Slika 16. Primjer predloZenog mehanizma hidroliticke razgradnje kloramfenikola

Nadalje, fotoliticka razgradnja moze imati pozitivan utjecaj na okolis ukoliko razgradnjom
toksi¢nog farmaceutika nastaju takvi razgradni produkti koji nemaju Stetno djelovanje prema

istom testnom organizmu [183-187]. Medutim, djelovanje moze biti i negativno tako Sto

.....

.....

utjecaja na promjenu toksi¢nosti pa je tako za sulfametoksazol ustanovljeno kako su

vrijednosti ECsp ostale iste i prije i nakon fotoliticke razgradnje [194].

Iako je tesko to¢no predvidjeti koje ¢e se fotokemijske reakcije odvijati na spojevima
prisutnima u okoliSu, odredeni obrasci fotoliticke razgradnje mogu se predvidjeti i predloziti.
Naime, karbonilna skupina je najceS¢a skupina koja prevladava medu mnogobrojnim
organskim kromoforima, ukljucujuc¢i i farmaceutike. Stoga su fotokemijske promjene,
karakteristiéne za skupinu spojeva koji sadrze karbonilnu skupinu, od posebnog znacenja.
Reakcije karbonilnih skupina u pobudenom stanju ovise o vrstama funkcionalnih auksokroma
koje se nalaze u blizini, bilo da se, primjerice, radi o elektron-doniraju¢im ili elektron-
odvlace¢im skupinama. Tri glavne vrste reakcija su: a-cijepanje (homoliticko cijepanje R-CO
veze, apstrakcija (redukcija) vodika i adicija karbonilne skupine na dvostruku C=C vezu.

Tipi¢ne reakcije su redukcije s intermolekulskim vodikom i fragmentacije Norrish 1 i

UTJECAJ ABIOTICKIH PROCESA NA FARMACEUTIKE U VODENOM OKOLISU 36



OPCI DIO

Norrish II. Homoliti¢ko cijepanje veze izmedu karbonilnog i a-ugljika ukljucuje nastajanje
acilnih i alkilnih radikala, a najceS¢e reakcije koje se odvijaju su: dekarbonilacija,
disproporcioniranje te ponovna kombinacija radikala. Kod ketona koji sadrze vodik u y-
polozaju intramolekulskom reakcijom vodika nastaje 1,4-biradikal koji se uglavnom ciklizira
ili cijepa u p-polozaju. U slucaju cijepanja S-veze odvija se tzv. Norrishova fotoreakcija tipa
I, prema kojoj fotoeliminacijom nastaje keton s manjim brojem ugljikovih atoma. Nadalje,
nitroaromatske skupine djeluju kao radikali te podlijezu intermolekulskoj apstrakciji vodika
ili pregradivanju u nitritni ester; arilni kloridi podlozni su homolitickom i/ili heterociklickom
cijepanju; alkeni su skloni E/Z izomerizaciji kao i oksidaciji; N-oksidne skupine pregraduju
se u oksaziridin, pri ¢emu konac¢ni produkt ovisi o meduproduktu; produkti koji sadrze slabu
C—H vezu skloni su fotofragmentaciji s prijenosom vodika ili elektron-proton prijenosom
[135].

Na slici 17 prikazana je shema nastalih fotolitickih produkata fluorkinolona koji, kao i
hidroksiklorokin, pripada sli¢noj skupini spojeva (kinolinima). Sukladno rec¢enom, navedeni
su putovi razgradnje, medu kojima odredeni mehanizmi (poput solvolize halogenida na
kinolonskom prstenu, hidroksilacije kinolonskog prstena) mogu biti karakteristicni 1 za

hidroksiklorokin.
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FLUOROKINOLONI

v 1: enrofloksacin (R = ciklopropil ; R; = etil)
2: ciprofloksacin (R = ciklopropil ; Ry =H)

3: norfloksacin (R = etl ; R; =H)

Slika 17. Shema nastajanja fotolitickih produktata enrofloksacina, ciprofloksacina i

norfloksacina (preuzeto iz [195])

Boc¢ni ogranak hidroksiklorokina na kraju lanca sadrzi tercijarnu amino-skupinu. Na slici 18
prikazana je dealkilacija zotepina, koja takoder moze biti relevantna za hidroksiklorokin.

cl S hv cl —
9 — U
O e,
Slika 18. Primjer dealkilacije zotepina i nastanak njegovog fotoprodukta (preuzeto iz [196])

Prikazani nastali fotoprodukti jednog predstavnika sulfonamida (amisulprida) na slici 19

upucuju na to kojim vrstama fotolitickih reakcija podlijezu sulfonamidi pa potencijalno i
38
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metoklopramid. Medutim, metoklopramid ne sadrzi SO, skupinu, stoga nije za ocekivati
potpuno analogan pristup razgradnje (npr. desulfonacije). Na navedenom primjeru moze se
uociti hidroksilacija benzamidnog prstena i hidroliza amidne veze, $to moze biti slucaj i za

metoklopramid.

2!

= NH
= N
HoN ( D)k NS
HoN (

Slika 19. Nastanak razli¢itih fotoprodukata amisulprida (preuzeto iz [197, 198])

2.7. Kromatografske tehnike u analizi farmaceutika u okoliSu

Prije razvoja modernih analiti¢kih tehnika poput spektrometrije masa, hidroksiklorokin i
metoklopramid su, kao i mnogi drugi farmaceutici, odredivani UV-Vis spektrofotometrijskim
i potenciometrijskim metodama te kapilarnom elektroforezom. Kljuéne promjene u mnogim
saznanjima o farmaceuticima u okoliSu dogodile su se upotrebom metode HPLC-MS/MS
[199-202]. Naime, koristenje spektroskopske tehnike, primjerice nuklearne magnetske
rezonancije za identifikaciju farmaceutika i razgradnih produkata, dodatno je otezano, budu¢i
da se farmaceutici nalaze u smjesama u vrlo niskim koncentracijama. Upravo zato, ove
tehnike ne primijenjuju se u tolikoj mjeri kao, primjerice, kromatografska tehnika, nego samo

kao dodatna potvrda pri identifikaciji razgradnih produkata, sto Cesto nije lako ostvarivo i
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zahtijeva pripremu uzorka. Sukladno tome, kromatografska separacija vezana sa
spektrometrijom masa nametnula se kao jedna od najvaznijih tehnika u analizi farmaceutika i
njihovih produkata [201]. Jedna od najvecih prednosti spektrometrije masa je visoka
osjetljivost, koja omogucuje kvalitativno i kvantitativno odredivanje tragova analita.
Za nastajanje iona u plinovitoj fazi primijenjuju se razli¢ite metode ionizacije prilagodene
razli¢itim svojstvima analita 1 koliCini energije predane tijekom ionizacijskog procesa.
Elektrorasprsenje je jedan od najzastupljenijih nacina ionizacije uzorka izravno iz otopine jer
se moze upotrebljavati za vrlo razli¢ite grupe spojeva Sirokog raspona masa [203-205], a
zbog svoje blage ionizacije i za proucavanje nekovalentnih interakcija [206]. Da je
elektrorasprsenje iznimno vrijedna tehnika, potvrduje i Nobelova nagrada za kemiju koju je J.
B. Fenn s K. Tanakaom i K. Withrichom dobio 2002. g., jer je za njeno povezivanje sa
spektrometrom masa na jedinstven nacin omogucena identifikacija i strukturna analiza
bioloskih makromolekula [207]. Njena prednost je i kompatibilnost sa svim analizatorima.
Upravo je kvadripolni analizator masa optimalan izbor u kvantitativnoj analizi, a njegovim
spajanjem u seriju omogucava se fragmentacija iona. Pra¢enje fragmentnih iona u kvalitativne
i kvantitativne svrhe moze se provesti na nekoliko nac¢ina: pra¢enjem jedne odabrane reakcije
(engl. single/selected reaction monitoring, SRM), prac¢enjem uzastopnih reakcija, pra¢enjem
viSe odabranih reakcija (engl. multiple reaction monitoring, MRM) ili usporednim prac¢enjem
reakcija (engl. parallel reaction monitoring, PRM). Ipak, u neciljanoj analizi (non-target
analysis) bolji izbor je upotreba tekucinskog kromatografa ultravisoke djelotvornosti
povezanog sa spektrometrom masa visoke razlucivosti, poput spektrometra masa koji mjeri
vrijeme preleta (UPLC-Q-ToF). Zbog velikog broja analita koji uklju¢uju i razgradne
produkte, u analizama se sve viSe primijenjuje spektrometrija masa visoke razlucivosti, poput
tehnika s analizatorima (Q)-ToF-MS ili Orbitrap. To omogucuje lakSu identifikaciju izmedu
izobarnih masa uz pripadajuci standard. Nadalje, kada elektrorasprSenje nije prikladan nacin
ionizacije, primijenjuje se njena komplementarna tehnika, kemijska ionizacija pri
atmosferskom tlaku. Naime, osim u analizi manje polarnih spojeva i visokoj osjetljivosti,
njena prednost je i u manjem utjecaju soli prisutnih u matici. Nedostatak je termicki raspad
analita zbog zagrijavanja pri rasprdivanju [208]. lako je joS uvijek pozornost usmjerena na
relativno hidrofobne farmaceutike, analiza polarnijih i halogeniranih zagadivala u okolisu

dovodi do veceg izazova u pogledu kromatografije [40], ali i vee potrebe, zbog njihove
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prisutnosti i manje istrazenosti u okolisu. Primjerice, zanimljiv je podatak da je viSe od stotinu
nepoznatih halogeniranih zagadivala pronadeno u serumu polarnog medvjeda [209]. Za
odredivanje takvih hidrofilnih i halogeniranih spojeva u vodi potrebno je koncentriranje,
buduéi da se analiti mogu nalaziti pri vrlo niskim koncentracijama (< 10 ng L") uz prisutan
utjecaj matice. U tu i druge svrhe (poput uklanjanja interferencija matice), ekstrakcija ¢vrstom
fazom (engl. solid phase extraction, SPE) je najkoriStenija tehnika za ekstrakciju polarnih
organskih spojeva iz uzoraka vode. Uporabom razli¢itih sorbensa, moguée je SPE koristiti za

razlicite grupe spojeva [210, 211].

Na slici 20 mozZe se zamijetiti kako se plinska kromatografija ¢eS¢e upotrebljava za
hidrofobnije spojeve veéih vrijednosti logD,y,, a kromatografija obrnutih faza za spojeve s
Dow manjim od 2. Iz prikaza na slici moze se uociti nedostatak odgovarajuce tehnike za

spojeve negativnih vrijednosti logDoy.

GC (n = 255)

|

RPLC (n=181)

— 1+
75
5 11 6

8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
logD,,, (pH 7.4)

Slika 20. Odabir tehnike u ovisnosti o vrijednostima logD,, (preuzeto iz [40])

Analiza jako polarnih i bazi¢nih spojeva prili¢no je problemati¢na od samih pocetaka razvoja
metode HPLC. Za takve analite kod kojih kromatografija obrnutih faza nije zadovoljavajuca,
razvojem kolone HILIC (engl. hydrophilic interaction liquid chromatography column) [212],
drasti¢no je porasla upotreba polarne nepokretne faze pa time i analize polarnih spojeva.
Medutim, kod uporabe kolone HILIC, razvijanje metode je znatno sloZenije u odnosu na
sluc¢ajeve kada se koristi kolona C18, a nije im ni mehanizam razdvajanja u potpunosti
razjasnjen. Nadalje, odabir optimalne pokretne faze i njegove vrijednosti pH vazni su

parametri, jer kod detektora u spektrometriji masa moze do¢i do supresije iona [213].
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Fizikalno-kemijska svojstva analita uvelike odreduju na¢in provodenja mjerenja. Pozitivni ili
negativni nacin snimanja kod elektrorasprsenja odnosi se na polaritet priklju¢ene kapilare.
Naime, ako je metalna kapilara kroz koju prolazi analit, kroz primijenjeno elektricno polje
prikljucena na pozitivan kraj izvora napona, tada pozitivno nabijeni ioni putuju prema katodi
[214]. lako se CeSée koristi pozitivni na¢in rada, spojevi koji imaju kisele skupine, poput
karboksilnih kiselina, snimaju se u negativnom nacinu rada dajuci ion [M-H] te i to treba
uvaziti prilikom identifikacije razgradnih produkata. Na slici 21 dan prikazano je kako se u

pozitivnom nacinu rada znacajno gubi intenzitet signala pri m/z = 80.

[M-H]
100 80 238 159
% %
158
132 174 MeHT
. ] 131 223 240
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 60 B0 '%hb’iéb'iih‘%eb'iéb'éﬁb‘ 220 240 260 280
(m/z) (m/z)
NH, NH5"
m/z 238 or SOH m/z 240
.so,‘/ \’-‘SO,, l—NH3
+
NH, NH, HO
HO -0\“ OO
OO OO SOH miz223
o
miz 174 m/z 158 l‘so
HO
0 =
m/z 80
oH  miz159 MO myz 13

Slika 21. Primjer ESI-MS spektra i prijedlog fragmentacije molekulskog iona
(1-amino-2-hidroksi-naftalen-4-sulfonske kiseline) u negativnom (lijevo) i pozitivnhom

(desno) ionizacijskom nacinu rada (preuzeto iz [212])

Mnogi se polarni spojevi ponaSaju kao slabe kiseline. U kromatografiji obrnutih faza
postizanje pravilnog, simetri¢nog oblika kromatografske krivulje (kromatografske vrpce) i
povecanje vremena zadrzavanja takvih spojeva moze se posti¢i na nekoliko nacina. Jedan
nacin je ugadanje vrijednosti pH pokretne faze, Sto se postize koristenjem mravljom ili

octenom Kiselinom. Medutim, dodatkom kiseline dolazi do smanjenja intenziteta signala za
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anione snimljene u negativnom nacinu rada pri ionizaciji elektrorasprSenjem. Ukoliko se doda
amonijev acetat, utoliko amonijev ion s analitom (anionom) tvori ionski par, $to rezultira
uzom krivuljom. Ako se ta analogija upotrijebi i za odredivanje jako bazi¢nih spojeva tako da
se dodaju anionski protuioni, poput pentafluorpropanske ili heksafluorbutanske kiseline, to
dovodi do znatnog smanjenja intenziteta signala analita u pozitivnom nacinu rada. Za slabe
baze koje se bolje odreduju u pozitivnom nadinu rada pomoéu iona [M+H]", unato¢ ionskom
karakteru, moze se posti¢i zadovoljavaju¢e vrijeme zadrzavanja, ali je zato za postizanje
zeljenog oblika krivulje potrebno dodati prikladni aditiv, npr. mravlju kiselinu. Ipak, na taj
na¢in se 1 smanjuje osjetljivost bazi¢nih duSikovih spojeva u pozitivnom nacinu rada.
Neutralnim farmaceuticima (diazepamu, karbamazepinu, ciklofosfamidu) 1 makrociklickim

antibioticima (klaritromicinu, eritromicinu) odgovara neutralna vrijednost pH pokretne faze.

Glede sastava pokretne faze, za makrociklicke antibiotike je potreban veéi udio organske faze.
Ukoliko su spojevi amfoterni, potrebno je ugoditi vrijednost pH, kako bi molekula bila
neutralno nabijena. Za kromatografsko odredivanje poseban izazov su dipolarni ioni (tzv.
zwitter ioni). U vecini slucajeva upotrebljava se pokretna faza s vrijednosti pH u kiselom
podrucju te ionizacija elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada. Medutim, zabiljeZeni su
problemi s analizom antibiotika, amfoternih tetraciklina, zbog stvaranja stabilnih metalnih
kompleksa i jakih interakcija sa slobodnim silanolnim skupinama na nepokretnoj fazi
kromatografske kolone, $to se moze sprijeciti dodatkom EDTA prije ekstrakcije. Poseban
izazov  je odredivanje herbicida  glifosata, tocnije = biorazgradnih  produkata
aminometilfosfonske kiseline (engl. aminomethylphosphonic acid, AMPA), zbog njihove
polarnosti. Jedna takva molekula sadrzi samo jedan ugljikov atom, $to dovodi do problema s
ekstrakcijom, vremenom zadrZavanja i detekcijom. Jedna od strategija je uvodenje
fluorescentne skupine, derivatizacijom s fluoren-9-ilmetoksikarbonilom (FMOC-om).
Takoder, moze se koristiti i kapilarna elektroforeza vezana sa spektrometrom masa (CE-MS),
ali zbog injektiranja manjih volumena, svega nekoliko nanolitara, ograni¢ena je kvantifikacija
[212]. Usprkos svemu navedenom, moguce je posti¢i, u vrlo kratkom vremenu, odredivanje

velikog broja farmaceutika i drugih zagadivala, a to potvrduju brojna istrazivanja [215-221].
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2.8. Toksi¢nost

Prema Zakonu o otrovima NN 27/1999 otrovi su tvari prirodnoga ili sintetskoga podrijetla i
proizvodi od tih tvari koji uneseni u ljudsko tijelo ili u dodiru s ljudskim tijelom mogu ugroziti
Zivot i zdravlje ljudi ili Stetno djelovati na okolis te tvari cijom razgradnjom ili unistavanjem
nastaju otrovne tvari [222]. Na pitanje $to su otrovi, odnosno koje su tvari toksi¢ne, joS u 16.
st. Paracelzus je odgovorio kako su: sve tvari otrov, samo je stvar doze (lat. sola dosis facit
venenum). Medutim, unato¢ malim dozama (koncentracijama), brojne studije ukazuju na
bioloSko djelovanje farmaceutika i drugih spojeva prisutnih u okolisu s toksi¢nim, mutagenim

| teratogenim posljedicama na razli¢ite organizme [223].

Postoje razni parametri kojima se moze iskazivati procjena Stetnog ucinka, tj. toksi¢nosti.
Odredivanjem postotka otopljenog kisika i kemijskom potro$njom kisika ne iskazuju se
potrebne informacije o bioloskim u¢incima. Ribe, rakovi i alge, u odnosu na mikroorganizme,
imaju ograni¢enja u dugotrajnosti testova i ve¢im volumenima uzoraka. Ribe, misevi i raci¢i
imaju smanjenu reproducibilnost i duze vrijeme trajanja testova, a uz to je potrebna i posebna
oprema te je s eticke strane kontroverznija metoda ispitivanja. Bez obzira na pojedine
nedostatke, postoje mnoge prikladne metode i razli¢iti nacini odredivanja toksi¢nosti na

razli¢itim specijama [224].

U tablici 4 navedeni su neki farmaceutici koji su pokazali toksi¢no djelovanje. Usprkos tome
Sto su koncentracije farmaceutika pri kojima je provedeno ispitivanje nekoliko redova veli¢ine
veci od onih u prirodnim vodama, njihov nepovoljan u¢inak moze biti i dalje prisutan jer se ti
spojevi kontinuirano ispusStaju u okoli§ pa dolazi do kroni¢nog utjecaja na odredene
mikroorganizme. Uz receno, za odredene je farmaceutike dokazano da, ukoliko se u okoliSu
nalaze u prisutnosti drugih spojeva, moze do¢i do sinergistickog u¢inka [194]. To znaci da je
veca toksicnost dviju ili viSe tvari nego Sto se ocekuje od zbroja pojedinacnih tvari, tj.
njihovih individualnih u¢inaka na toksi¢nost. Nadalje, sve viSe bakterija pokazuje otpornost
prema antibioticima i to ne samo za iste ili strukturno sli¢ne antibiotike. Lijekovi koji sadrze
sulfonamide imaju smanjeno antibakterijsko djelovanje zbog povecane otpornosti bakterije na
iste. Njihovo djelovanje temelji se na inhibiciji sinteze folne kiseline kod bakterija, i to tako
Sto se ubace na enzimsko mjesto p-aminobenzojeve kiseline, sto u konacnici sprjecava sintezu

nukleinskih kiselina. Medutim, bakterije su zato razvile alternativne enzime i putove sinteze
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folne kiseline te tako povecale svoju otpornost na sulfonamide. Povrh toga, u viSe istrazivanja
[225-227] pokazano je da se mikroorganizmi (npr. bakterije) ili oSte¢ena DNA mogu
oporaviti od ostecenja nastalih UV dezinfekcijom. Koliko je otpornost bakterija na antibiotike
ozbiljan problem [228-230] pokazuje i sposobnost prenoSenja otpornosti na druge bakterije,

ako je genetic¢ki kod smjeSten na R-plazmidima [231].

Tablica 4. Toksi¢no djelovanje farmaceutika na Vibrio fischeri

aOkotI?\;)r:/;)tr\r/\:rfarmaceutska Vrsta Posljedica na izloZenost Literatura
ofloksacin ECso = 13,6 pgmL™ [232]
ug
ketoprofen ECso = 15,6 pg mL™ [233]
karbamazepin ECso=52,2 pgmL™ [234]
sulfametoksazol ECso = 78,1 ug mL™ [234]
Hg
ibuprofen ECs = 39,9 pgmL™ [235]
norfloksacin L . ECs = 22,0 pgmL™ [232]
flumekvin Vibrio fischeri ECs = 19,0 pgmL™ [232]
triklosan ECs = 0,28 pg mL™ [194]
metil triklosan ECs = 0,21 pg mL™ [194]
kloramfenikol ECs = 16,3 mgmL™ [236]
diklofenak ECs = 16,3 mgmL™ [235]
kloramfenikol ECso = 20,7 mgmL™ [237]

Osim saznanja o utjecajima antibiotika na razvijanje otpornosti, neophodno je utvrditi i koji
spojevi djeluju toksi¢no na pojedine organizme. Ako neki spojevi ne pokazuju toksi¢no
djelovanje prema odredenoj vrsti (npr. Vibrio fischeri), to nuzno ne znaci da nisu opcenito
Stetni za okolis ili ljude ili neki drugi organizam kojim se ispituje toksi¢nost [183]. Naime,
neki spojevi (poput nalidiksicne kiseline ili streptomicin-sulfata) pokazuju zakasnjelu
toksi¢nost, §to zna¢i da se ne uocava inhibicija (toksi¢nost) prema Vibrio fischeri nakon
30 min, nego nakon 7 h ili 24 h, pa se u tom slu¢aju radi o inhibiciji rasta ili reprodukcije
[236]. Akutna toksi¢nost jedan je od nacina procjene toksi¢nosti, na temelju koje se moze
iskazati 1 kroni¢na toksi¢nost. Zbog stalne prisutnosti farmaceutika u okoliSu pri vrlo niskim
koncentracijama, kroni¢na toksi¢nost se procjenjuje s vodenbuhama Daphnia magna. Osim
moguce zakaSnjele toksi¢nosti, rezultati ¢ak mogu varirati i kada se radi o istom testnom
organizmu Vibrio fischeri. Naime, Farré i sur. [233] odredili su akutnu toksi¢nost za

naproksen uporabom liofilizirane bakterije Vibrio fischeri (Microtox®), pri ¢emu je
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ECso = 35,6 pg L %, dok je uz tekuéu bakteriju Vibrio fischeri (ToxAlert 100®) ECs, iznosio
21,2 ug L. Za salicilnu kiselinu vrijednost ECsy je postignuta i iznosila je 43,1 pg L™, dok u
drugom slucaju s liofiliziranim bakterijama nije postignuta. Isidori i sur. [238] procijenjivali
su akutnu 1 kroni¢nu toksi¢nost za Sest antibiotika na vodenim organizmima. Rezultati su
pokazali kako je akutna toksi¢nost prisutna u koncentracijama antibiotika reda veli¢ine
mg L%, dok je kroni¢na toksi¢nost utvrdena pri koncentracijama pg L *. Tako je ofloksacin
genotoksican, dok su sulfametoksazol i linkomicin mutageni. Za makrolide je uoc¢eno da su
vrlo opasni u vodama u okoliSu. Iz navedenog se moze zakljuciti kako je toksi¢nost razlicita i

za spojeve unutar iste grupe, a razna provedena istrazivanja na razliitim organizmima

pokazali Vibrio fischeri, morske Gram negativne bakterije koje imaju svojstvo

bioluminiscencije te emitiraju svjetlost kao sastavni dio svojeg metabolizma (slika 22.).

Slika 22. Prikaz bakterije Vibrio fischeri i njezinog svojstva luminiscencije
(preuzeto iz [240, 241])

Uz pomo¢ nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata NAD(P)H i enzima flavin-reduktaze,
flavin-mononukleotid (FMN) reducira se u flavin-mononukleotid (FMNH;). Njegov
reducirani oblik ima vaznu ulogu, jer se oksidira uz pomo¢ kisika, aldehida i enzima
luciferaze u FMN (jednadzba 31), pri ¢emu nastaje plavkasto-zelena svjetlost valne duljine
490 nm [242].

EMNH, + O, + R-CHO 128, cyin 4 H,0 + R-COOH + hv (490 nm) (31)
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Farmaceutici, kao i druga zagadivala, mogu oStetiti bakterijski metabolizam jer dolazi do
inhibicije enzimske aktivnosti. Posljedica toga je smanjenje emisije svjetlosti Sto je u
korelaciji s nastalim oStecenjem. Mjerenjem intenziteta emitirane svjetlosti moguce je odrediti
akutnu toksi¢nost, odnosno vrijednosti ECy I ECsg. U tu svrhu upotrebljava se specifi¢ni soj
Vibrio fischeri NRRL B-11177. Prema jednadzbi 32 moZe se izraCunati nastalo smanjenje
inhibicije uslijed djelovanja dodane toksi¢ne tvari (nakon 5, 15 i 30 min). Oznaka IT+
predstavlja luminiscenciju za vrijeme izlaganja bakterije uzorku Kkoji se ispituje, a
IT luminiscenije u vremenu t = 0 min, prije dodanog uzorka. Oznaka KF predstavlja

korekcijski faktor odreden prema kontrolnom uzorku.

IT;
IT, - KF

INH % =100 —( )-100 (32)
Mjerenjem smanjenja inhibicije moguce je iskazati pri kojoj koncentraciji dolazi do 20 %
(EC20) ili 50 % inhibicije (ECsp) [233]. Rezultat se takoder iskazuje u jedinicama toksi¢nosti

(engl. toxic unit, TU) prema jednadzbi 33, jer je TU izravno proporcionalan toksi¢nosti:
TU =100/ ECso (33)

U slucaju kada se radi o smjesi nepoznatog sastava, rezultat se iskazuje u postotku na sljedeci

nacin (jednadzba 34):
Tl =100/ ECso (34)

Sukladno Globalno uskladenom sustavu razvrstavanja i oznacavanja kemikalija od strane
Ujedinjenih naroda (engl. Globally Harmonized System of Classification and Labelling of
Chemicals from the United Nations, GHS) tvari se mogu podijeliti u nekoliko kategorija.
Tvari s vrijednostima ECsp < 1 mg L ! su izrazito toksi¢ne; 1 mg L' <ECsy< 10 mg Lt
toksi¢ne, a 10 mg L * < ECsp < 100 mg L' $tetne [243]. Isto tako, velid¢ina TU moZe se
iskazati na identi¢an nacin.

Toksi¢ni u¢inak na Vibrio fischeri, osim farmaceutika, imaju i druga razli¢ita zagadivala.
farmaceutika od kojih su nastali. Vazno je ispitati i toksi¢nost nastale smjese (pocetna
molekula s razgradnim produktima) na ekosustav. Dakle, moze se zakljuéiti kako je test

inhibicije luminiscencije s Vibrio fischeri osjetljiv, jednostavan za rukovanje, relativno brz i
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reproducibilan. Medutim, rad s Vibrio Fischeri zahtijeva veca poc¢etna ulaganja. U suprotnom,

bez prikladne instrumentacije, rad moZe biti dugotrajan [244].

Da prisutnost kemikalija u okoliSu moze oStetiti DNA ili uzrokovati mutacije nije novina, kao
ni to da neki farmaceutici i razgradni produkti pokazuju genotoksi¢na i citotoksi¢na svojstva
[245, 246]. Medutim, za mnoge spojeve prisutne u okoliSu nije istrazeno kakvo im je biolosko
djelovanje. Jedan od primarnih nac¢ina procjene genotoksi¢nosti za odredenu tvar te posebno
za smjese tvari (zagadivala) prisutnih u okolisu, je SOS/umu-c test. On je standardiziran i
potvrden prema njemackoj DIN klasifikaciji i medunarodnom ISO standardu te se
primijenjuje u procjeni genotoksi¢nosti otpadnih voda. Na slici 23 shematski je prikazan

SOS/umu-c test na molekularnoj razini.

umuC-
recA-operon recA-gen  lexA-gen i lacZ-gen
L 1 - ] L OPEI 011 L ]
lo L] 1 L ] L Ll
¢ N, OO
represor - » !
represor

£
‘ oy inaktivacija
O recA-protein \ / represora

)
|
/ w

| O -
ostecena DNA

! f-galaktozidaza

Slika 23. Prikaz SOS/umu-c testa na molekularnoj genskoj razini (preuzeto iz [247])

Naime, SOS odgovor ¢ini serija procesa sa ciljem popravka oste¢enja molekula DNA koja su
nastala djelovanjem mutagena, a u slucaju vecih ostecenja nisu uspjesno popravljena. Kod
bakterija nalaze se pod kontrolom dva proteina modulatora: Lex-A koji ga blokira (supresor) i
Rec-A koji ga omogucava (represor). U prisutnosti odredene koli¢ine Lex-A proteina SOS
geni su blokirani. Povecanjem broja jednolan¢anih DNA i trinukleotida te oligonukleotida,
Rec-A (represor) protein se aktivira tako Sto konformacijskim promjenama nastaje proteaza i

iskazuje proteoliticku aktivnost na Lex-A, na nacin da kida dimer. To dovodi do aktivacije
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SOS gena i nesmetanog odvijanja procesa transkripcije i translacije, ¢ime nastaje funkcionalni
protein. Operon umu-C koji sintetizira DNA polimerazu povezan je s operonom lac-
Z(laktozom-Z), tj. genom za f-galaktozidazu. Umu-C je izabran jer viSe od ostalih sudjeluje u

procesima mutageneze, posebice u onima izazvanim kemijskim mutagenima.

Dakle, test se zasniva na sposobnosti genotoksina da induciraju ekspresiju umu operona, pri
¢emu je umu-C gen presudan za bakterijsku mutagenezu. Pri tome, genetski modificirani
bakterijski soj Salmonella typhimurium TA1535 pSK1002 koristi sjedinjeni umu-C-lacZ gen
ili soj Salmonella typhimurium NMZ2009. Odredivanje genotoksi¢nog efekta provodi se
mjerenjem aktivacije SOS odziva u bakteriji, koji je specificno uzrokovan oste¢enjem DNA u
stanici, tako da se spektrofotometrijski prati aktivnost f-galaktozidaze. Identifikacija tvari
koje mogu proizvesti genetska oStecenja (uzrokovana povecanom koli¢inom jednolancane
jezgre DNA i oligonukleotida: O- i N-alkilacije, adukata, depurinizacije, depirimidacije,

deaminacije itd.) temelji se na indukciji umu-C operona, odnosno mjerenju f-galaktozidaze.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Farmaceutici

Svi eksperimenti provedeni su uporabom analitickih standarda visoke Cistoce,
hidroksiklorokin-sulfata (HPLC ¢isto¢e, Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA; CAS-broja
747-36-4), metoklopramid-hidroklorida (p.a. ¢isto¢e, Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA;
CAS-broja 7232-21-5) i desetil-hidroksiklorokin-dihidroklorida (LGC-standard, Luckenwalde,
Njemacka; CAS-broja 4298-15-1).

3.1.2. Kemikalije

Anorganske soli (NaNO3z;, NaHCO3, CaCl,, Fex(SOy)3 - (H20)9, HCI, NaOH, NH3) analiticke
Cistoce nabavljene su od Kemike (Zagreb, Republika Hrvatska). Destilirana deionizirana voda
(otpornosti 18,2 MQ cm) pripravljena je pomocu Millipore Simplicity UV sustava (Millipore
Corporation, Billerica, USA). Acetonitril, metanol 1 mravlja kiselina su HPLC Cdistoce i
pribavljeni od J. T. Bakera (Deventer, Nizozemska). Huminske kiseline, mesni ekstrakt i urea
pribavljeni su od proizvodata Sigma-Aldrich (Svicarska). Limunska kiselina-monohidrat,
natrijev fosfat i borna kiselina (p.a. Cistoc¢e) upotrijebljeni su za pripravu puferskih otopina.
Navedene kemikalije primijenjene su za provedbu hidroliticke i fotoliticke razgradnje

hidroksiklorokina i metoklopramida.

3.1.3. Reagensi korisSteni za odredivanje inhibicije bioluminiscencije

Liofilizirana bakterija Vibrio ficheri (LCK484 LUMISmini) pribavljena je od Hach Lange
(Varazdin, Republika Hrvatska). Za procjenu toksi¢nosti kemikalije su bile analiticke Cistoce.
Pripravljene otopine i Petrijeve zdjelice sterilizirane su u autoklavu. Bakterijski reagensi
(NaCl, agar, glicerol, CaCQOg, pepton, kvaséev ekstrakt) kao i rekonstitucijski reagensi (NaCl,
KH,PO,, CaCl,, MgSQ,, glicerol, glukoza, rafinoza) pribavljeni su od Kemike (Zagreb,
Republika Hrvatska). Rekonstitucijskoj otopini ugodena je vrijednost pH na 7,1 dodatkom

klorovodi¢ne Kkiseline. Za ispitivanje prikladnosti luminiscencije bakterijske suspenzije
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upotrijebljene su sljedeée referentne tvari: ZnSO, - (H-0)7 (y = 109,9 mg L) pribavljene od
Lach-Nera (Ceska) te KoCr,07 (y = 22,6 mg L) od Kemike (Zagreb, Republika Hrvatska).

3.1.4. Reagensi korisSteni za odredivanja genotoksi¢nosti i citotoksi¢nosti

Ampicilin, D-(+)-glukoza (anhidrid), dinatrijeva sol glukoze-6-fosfata,
4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etanosulfonska kiselina (HEPES), Na,COs;, MgCl, - H,0,
Na,HPO, i natrijev dodecil-sulfat nabavljeni su od Sigma-Aldricha (Svicarska); nikotinamid-
adenin-dinukleotid-fosfat (NADP), NaCl, NaH,PO, - H,O i Na,HPQO, - (H,0), pribavljeni su
od Mercka (Darmstadt, Njemacka). Nadalje, o-nitrofenil-3-D-galaktopiranozid (ONPG), KCl,
R-merkaptoetanol i MgSO, - (H,0); nabavljeni su od Flukae (Buchs, Svicarska) te liofilizirani
Aroclor 1254 (inducirana jetra muSkog Stakora post-mitohondrijskom frakcijom S9

pribavljena od Moltoxa (Sjedinjene Americke Drzave).

3.1.5. Uzorci povrsinskih voda

Provedeno je uzorkovanje triju razli¢itih uzoraka realnih voda: morske, rijeéne i izvorske
(podzemne). Morska voda uzorkovana je na Brijunima (srpanj 2018.), rije¢na na rijeci Savi u
Zagrebu (rujan 2018.), a izvorska na izvoru Vrelo u Fuzinama (listopad 2016.). Uzorci su
prikupljeni u tamne staklene boce. Uzorci (0,5 L) su unutar 24 h spremljeni, u plasti¢nim
bocama u zamrziva¢, do upotrebe. Uzorci voda su karakterizirani (tablica 5.) razli¢itim

analitickim metodama (poglavlje 3.3.5.).

3.2. Instrumenti

Za eksperimentalne potrebe ovoga rada upotrijebljeni su sljede¢i instrumenti:

a) analititka vaga XS204 DeltaRange (Mettler Toledo 15, Greifensee, Svicarska)

b) uredaj za procis¢avanje vode (Millipore Simplicity UV sustav, Millipore Corporation,
Billerica, USA)

c) Pall Life Science uredaj za filtraciju (Washington, SAD)

d) pH-metar s kombiniranom staklenom i referentnom elektrodom (Mettler Toledo,
Greifensee, Svicarska)

e) uredaj za osvjetljavanje umjetnim Suncevim zraenjem
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f) tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda
(HPLC-PDA)

g) tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti vezan sa spektrometrom masa
(HPLC-MS/MS)

h) tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti povezan sa spektrometrom masa
visoke razluéivosti (2D-UHPLC-QTOF) (Santa Clara, Kaliforinija, SAD)

1) Perkin Elmer LAMBDA 35 spektrofotometar u ultraljubi¢astom i vidljivom podrué¢ju
(Massachusetts, USA); snimljeno uz Sirinu pukotine od 1 nm

J) uredaj za nuklearnu magnetsku rezonanciju (NMR, Bruker)

k) luminometar (Hach-Lange, Njemacka)

I) infracrveni spektrometar Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR (Massachusetts, USA)

m) Bichi rotirajuci ispariva¢ (New Castle, Delaware, SAD)

3.2.1. Uredaj za osvjetljavanje umjetnim Suncevim zracenjem

Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina i metoklopramida provedena je u uredaju za
osvjetljavanje umjetnim Suncevim zraenjem SunTest CPS+, Atlas (Linsengericht,
Njemacka) (slika 24.). Detaljniji prikaz upotrijebljenog sustava zracenja nalazi se na slici 28,
a uvjeti rada u poglavlju 3.3.

Slika 24. Uredaj za osvjetljavanje umjetnim Suncevim zra¢enjem SunTest CPS+, Atlas

(300 — 800 nm)
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3.2.2. Tekudinski kromatograf visoke djelotvornosti s PDA detektorom

Analiza uzoraka hidroliticke 1 fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina provedena je na
tekuc¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (Waters 2795
Alliance HPLC sustav s 2996 PDA detektorom, Waters, Milford, Massachusetts) (slika 25.)
pri cemu je snimanje i1 obrada rezultata provedena pomocu Mass Lynx programskog paketa.
Uredaj se sastoji od detektora s nizom dioda, vakuumskog degazera, kvarterne pumpe,

jedinice za smjestaj i termostatirane kromatografske kolone.

Slika 25. Waters 2795 Alliance HPLC sustav s 2996 PDA detektorom
3.2.3. Tekudinski kromatograf visoke djelotvornosti vezan sa spektrometrom masa

Za analizu uzoraka hidroliti¢ke i fotoliticke razgradnje metoklopramida upotrijebljen je sustav
tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti vezan sa spektrometrom masa (Agilent serije
1200 s Agilentovim 6410 trostrukim kvadripolnim analizatorom masa; Foster City
Kalifornija, SAD) (slika 26.). Tekuc¢inski kromatograf sastoji se od vakuumskog degazera,
automatskog uzorkivaca i binarne pumpe. Spregnuti MS/MS sustav ima moguc¢nost ionizacije
elektrasprSenjem ili kemijskom ionizacijom pri atmosferskom tlaku. Mjerenja i obrada
dobivenih rezultata napravljeni su pomocu racunalnog programa Agilent MassHunter
2003-2007 Data acquisition Triple Quad B.01.04 (B84).
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Slika 26. Mass HunterAgilent Series 1200 HPLC sistem spojen s trostrukim kvadripolnim
spektometrom masa Agilent 6410 s elektrorasprSenjem kao izvorom ionizacije

3.2.4. Uredaj za nuklearnu magnetsku rezonanciju

Uzorci su, nakon provedene fotoliticke razgradnje, upareni tako da je uklonjeno otapalo te su
potom otopljeni u deuteriranom otapalu DMSO-dg-. Otopine hidroksiklorokina i
metoklopramida prije i nakon provedene fotoliticke razgradnje snimljene su na Institutu
Rudera Boskovi¢a, upotrebom spektrometra Bruker Avance 300 MHz (magnet 7 T) pri
300 mHz za *H i 75 MHz za *C jezgru.

3.2.5. Luminometar

Mijerenje bioluminiscencije Vibrio fischeri (NRRL B-11177) provedeno je luminometrom
LUMIStox 300 Hach Lange (Diisseldorf, Njemacka) (slika 27.), na radnoj temperaturi
instrumenta (15 °C = 1 °C), ¢emu je prethodilo ¢uvanje kiveta u termostatiranom bloku
dvadeset minuta prije pocetka izvodenja testa (isto na 15 °C). Uredaj ima mogucnost
prepoznavanja boje uzorka u testu s luminisciraju¢im bakterijama, Sto je i upotrijebljeno za

obojene uzorke. Uredaj nudi moguénost rada s linearnim ili geometrijskim nizom.
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Slika 27. Luminometar i termostatirani blok, HACH LANGE, LUMIStox 300

3.3. Metode rada

3.3.1. Priprava temeljnih standardnih otopina hidroksiklorokina i metoklopramida

Odvagom mase pojedinog standarda na analitickoj vagi pripravljene su temeljne standardne
vodene otopine (TSO) koje su ¢uvane u mraku na 4 °C. Iz TSO prije provodenja svakog
eksperimenta, priredene su radne standardne otopine farmaceutika hidroksiklorokina,
€o=3,0-10°molL* i metoklopramida, ¢, = 3,3 - 10 ° mol L*. Nakon priprave TSO
odredenog farmaceutika, pripravljene su radne otopine s kojima je ispitivana hidroliticka i

fotoliticka razgradnja.

3.3.2. Priprava otopina pufera za hidroliticku razgradnju

Za procjenu hidroliti¢ke stabilnosti hidroksiklorokina i metoklopramida pripravljeni su puferi
(radne otopine) vrijednosti pH 4, 7 i 9. Pufer pH = 4 pripravljen je mijeSanjem 38,6 mL
K,HPO, ¢, = 0,2 mol L™ te 61,5 mL limunske kiseline, ¢, = 0,1 mol L™. Otopina pufera
pH =7 pripravljena je mije$anjem 29,6 mL NaOH, ¢, = 0,1 mol L™ i 50 mL K,HPO,,
co= 0,1 mol L™ te 20,7 mL destilirane deionizirane vode. Otopina pufera pH = 9
pripravljena je mijeSanjem 21,3 mL NaOH, ¢, = 0,1 mol L™ i 50 mL H3BOs, ¢, = 0,1 mol L™
u KCI, ¢, =0,1 mol L™ te 28,7 mL destilirane deionizirane vode. Nakon priprave otopina

provjerena je, i po potrebi ugodena, vrijednost pH pufera na Zeljenu vrijednost.
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Pripravljene vodene otopine hidroksiklorokina i metoklopramida za ispitivanje hidroliticke
razgradnje u navedenim puferima propuhivane su argonom visoke Cisto¢e zbog uklanjanja
prisutnog zraka. Potom je jedan dio uzoraka zamrznut da ne bi doslo do hidrolize, a drugi dio

stavljen u inkubator na 50 °C u mraku tijekom 120 h.

3.3.3. Priprava otopina pufera za fotoliticku razgradnju

Za ispitivanje utjecaja pH na fotoliticku razgradnju, puferske otopine pripravljene su na
sljede¢e nacine: za pripravu 200 mL otopine vrijednosti pH 4,00 otopljeno je 420,0 mg
monohidrata limunske kiseline u priblizno 190 mL vode, nakon ¢ega su ugodeni pH i
volumen otopine; natrijev dihidrogenfosfat (240,00 mg) upotrijebljen je za pripravu 200 mL
puferske otopine za vrijednosti pH raspona 7 — 8; za pripravu pH = 9 otopljeno je 152,5 mg
borne kiseline u odmjernoj tikvici od 250 mL. Koncentracije svih puferskih otopina kod
fotoliticke razgradnje iznosile su 10 mol L™ te je za ugadanje navedenih vrijednosti
vrijednosti pH upotrijebljena sumporna kiselina ili natrijeva luZina. Puferske otopine su

najces¢e odmah koristene, a u suprotnom, cuvane su u mraku na 4 °C preko no¢i.

3.3.4. Priprava otopina za ispitivanje utjecaja sastava vode na fotoliticku razgradnju

Temeljna standardna vodena otopina huminskih kiselina (HA) koncentracije 30 mg L™
pripravljena je uz koristenje 3 % (v/v) koncentracije 1 mol L™ NHs, zbog slabije topljivosti
huminskih kiselina u vodi kod vrijednosti pH relevantnih za okolis. Vrijednost pH navedene
otopine ugodena je na 6,00. Iz temeljne otopine HA razrijedivanjem su pripravljene otopine
razli¢itih koncentracija, u rasponu od 1 mg L™ do 17,5 mg L™. Otopine nitrata, klorida,
bromida, sulfata, hidrogenkarbonata i zeljezovih(III) iona pripravljene su odvagom odredene
mase njihovih soli, koje su potom otopljene u destiliranoj deioniziranoj vodi uz dodani
farmaceutik iz TSO-e. Za ispitivanje utjecaja sastava vode na fotoliticku razgradnju
farmaceutika pripremljene su sintetske otpadne vode razliCitog sastava. Sintetska otpadna
voda farmaceutske industrije pripravljena je otapanjem 25 mg limunske kiseline, 15 mg
askorbinske kiseline, 115 mg Na,HPO,, 50 mg saharoze u 500 mL vodovodne vode, a
otopljeni organski ugljik (DOC, engl. dissolved organic carbon) iznosio je 0,547 mg mL™*

[248]. Sintetska kanalizacijska voda pripravljena je na sli¢an nacin (prema OECD-u) [249],
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ali sastava sli¢nijeg izlaznoj (tretiranoj) otpadnoj vodi s manjim udjelom ukupnog organskog
ugljika. Pripravljena je otapanjem 1,2 g uree, 4,4 g mesnog ekstrakta, 6,4 g peptona, 0,08 g
MgS0O,-(H20)7, 0,16 g CaCl,-(H,0),, 1,12 g K;HPO,, 0,28 g NaCl u 500 mL vodovodne
vode, pri emu je koncentracija otopljenog organskog ugljika iznosila 10 mg mL™.

3.3.5. Karakterizacija prirodnih voda i huminskih kiselina

Navedeni anioni i kationi (tablica 5.) odredeni su ionskom kromatografijom, a Zeljezo je
odredeno metodom spektrometrije masa s induktivno spregnutom plazmom, ICP-MS.
Hidrogenkarbonati su odredeni potenciometrijskom titracijom. Rezultati su iskazani u mg L™.
Pomocu parametra ukupnog organskog ugljika (engl. total organic carbon, TOC) odreden je
NPOC (engl. non-purgeable organic carbon, mg L), a konduktometrijskom metodom

odredena je elektri¢na provodnost, izraZenau mS cm ™.

Tablica 5. Kemijska karakterizacija morske, rijeéne i izvorske vode

Vrsta, y (mg L™) Morska voda Rije¢na voda Izvorska voda
HCO; 159 227 10,7
cr 22000 7,6 1,7
SO 3900 12 1,8
Br 66 - -

NO,~ 0,40 0,22 <0,020
NO;3 0,26 5,5 7.4
Na* 11000 5,5 2,0
Fe(tor) 123 12,5 2,26
Mg?* 1500 13 0,49
ca** 438 61 2,0

NPOC 1,111 1,268 0,2622
pH 7,49 7,54 6,87

(ms ‘;m_l) 55,6 0,418 0,0359
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Huminske kiseline su okarakterizirane, jer njihov sastav moze utjecati na ponaSanje i sudbinu
farmaceutika. Vrijednosti apsorbancije pri specificnim valnim duljinama Kkoriste se za
opcenitu karakterizaciju prirodnih organskih tvari. Metoda odredivanja vrijednosti SUVA
brza je i jednostavna u odnosu na druge tehnike karakterizacije, stoga je Cesto primjenjivana.

Temelji se na sljedecoj jednadzbi (35):

UVys4 (cm™?)

-1 -1y —
SUVA (L mg - m ) ~ Dpoc (Lmg~1) 100 (cm m~1)

(35)

Ovisno o0 izmjerenim, tj. izracunatim vrijednostima SUVA, tumace se udjeli pojedinih vrsta.
Vrijednosti SUV A5, > 6 ukazuju na veliki udio hidrofobnih huminskih kiselina sa znac¢ajnim
aromatskim karakterom. Zbog razli¢itih podjedinica huminskih kiselina (fenoli, benzojeve
kiseline, anilinski derivati, polieni, policiklicki aromatski ugljikovodici) dolazi do prelaska
elektrona od n-n* §to omogucuje odredivanje vrijednosti SUVA pri 280 nm. Razli¢iti omjeri
specifi¢nih valnih duljina apsorpcije (E2/Ez Kao Azso/Ases | E4/Es kao Ases/Asss) Koristeni su za

spektralnu karakterizaciju huminskih tvari (tablica 6.).

Tablica 6. Karakterizacija komercijalnih huminskih kiselina (Sigma-Aldrich)

E,/E; E4/Es SUVAs, SUV AL SUVAzes Aromati¢nost (%)

2,5 3,7 6,4 5,6 2,6 45,6

Nizi omjeri E4/E¢ 1 E»/E3 ukazuju na veée molekularne mase huminskih kiselina. Manje
vrijednosti E,/E3, kao i vrijednosti SUVAzs4, ukazuju i na veéu aromati¢nost koja je odredena

prema sljedecoj jednadzbi 36 [250].

% aromati¢nosti = 6,52 - SUVAs, + 3,63 (36)
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Metoda infracrvene spektroskopije (FTIR) provedena je na Perkin-Elmer Spectrum One FTIR
spektrometru u rasponu od 4000 do 500 cm™, a uzorak za karakterizaciju izmjeren je na

plocici NaCl. Rezultati su prikazani u tablici 1.P u prilogu.

3.3.6. Osvjetljavanje otopina farmaceutika umjetnim Suncevim zracenjem

a) Eksperimenti fotoliticke razgradnje odabranih farmaceutika provedeni su u uredaju
SUNTEST CPS+ prema uputama u priru¢niku OECD 316 [148]. Uredaj sadrzi ksenonsku
svjetiljku koja emitira zrac¢enje sli¢no prirodnom Suncevom svjetlu u rasponu 300 — 800 nm s
pulsiranim koliminiranim izvorom svjetlosti. Debljina opti¢kog izvora pokraj ksenonske
svjetiljke iznosi 3 mm. Za umanjenje infracrvenog zracenja u uredaju je koristen oblozeni
kvarcni filtar (slika 28.).

infracrveno zrafenjs
.2 Xe avjetiljla
zrealo
P :/"__JJ::'—’— TV zrealo
@ T — .
e pomocni filtar

T = %

i
kvarcno staklo za
zelektivnim reflektirajucim
slojem

reflelzma
ploha

Slika 28. Shema fotoreaktora SUNTEST CPS+ (uz dopustenje Atlasa)

Intenzitet zraCenja tijekom svih eksperimenata s hidroksiklorokinom odrzavan je na
500 W m?, a za metoklopramid na 250 W m™, pri temperaturi od 25 °C, u oba sluaja. Prije
pocetka svakog ecksperimenta ksenonska svjetiljka upaljena je 20 min ranije, zbog
stabiliziranja njenog zracenja. Vodene otopine hidroksiklorokina mnoZinske koncentracije

o =3,0-10° mol L™ koristene su u svim eksperimentima, osim kod ispitivanja utjecaja
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pocetne koncentracije na fotoliticku razgradnju. Otopine su osvjetljavane u kvarcnim
posudama, volumena 50 mL, pri ¢emu je visina otopine iznosila 3 cm. Udaljenost izmedu
svjetiljke i povrSine otopine uzorka u kvarcnoj posudici bila je 14 cm. Alikvoti od 300 pL
uzimani su u odredenim vremenskim intervalima te nakon toga analizirani metodama HPLC-
PDA ili HPLC-MS/MS. Svi eksperimenti fotoliticke razgradnje provedeni su u triplikatima.
Kako bi se utvrdilo da je smanjenje pocetne koncentracije farmaceutika posljedica iskljucivo
fotoliticke razgradnje, a ne hidroliticke i termicke razgradnje ili adsorpcije farmaceutika na
stijenke kvarcne posudice, primijenjeni su kontrolni uzorci koji su osvjetljavani na isti nacin
kao i uzorci. Kvarcne posudice umotane su u aluminijsku foliju kako bi se zastitili od
izlaganja zraCenju, nakon cega su, po zavrSetku osvjetljavanja uzoraka, i analizirani

pripadaju¢om metodom.

b) Fotoliti¢ka razgradnja hidroksiklorokina (c, = 3,0 - 10 mol L™) pod prirodnim Sun&evim
zra¢enjem provedena je 29. lipnja 2019., U vrijeme sun¢anog dana (TreSnjevka, Zagreb), ali 1
vrlo kratke naoblake u nekim trenutcima provodenja eksperimenata. Eksperiment je poceo s
hidroksiklorokinom u izvorskoj vodi u 10:00 h, a potom i s hidroksiklorokinom u rije¢noj i
morskoj vodi, s po¢etkom u 12:00 h. Temperatura dana iznosila je prosjecno 30 °C. Kontrolni
uzorak hidroksiklorokina u izvorskoj vodi ukazuje da se nije termicki raspao. Razgradnja je
ispitana samo za hidroksiklorokin, jer je pokazao vecu postojanost u okolisu od

metoklopramida.

c) Nakon provedenih razgradnji i analize, obradom podataka izracunati su koeficijenti brzine
razgradnje hidroksiklorokina (k), odnosno vremena poluraspada (t;/,) prema sljede¢im

izrazima, karakteristiénim za reakcije prvog reda:

ln(Z—;) — k-t 37)
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gdje je ¢, pocetna koncentracija spoja pri t = 0 min, a ¢; koncentracija u vremenu izlaganja
Suncevu zracenju. Koeficijenti brzine reakcije razgradnje odredeni su iz nagiba pravca koji

prikazuje ovisnost In(c;/c,) 0 t.

Iz prethodne jednadzbe (37) moze se izraziti vrijeme poluraspada:

l
tl/z = % (38)

3.3.7. Kromatografska analiza

3.3.7.1. Optimalni uvjeti tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti vezane s

detektorom s nizom dioda

Kako bi se pratila hidroliti¢ka i fotolitiCka razgradnja farmaceutika, razvijena je analitiCka
metoda na instrumentu HPLC-PDA (Waters 2795 Alliance HPLC sustav s 2996 PDA
detektorom). Na koloni Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um, 100 A, Phenomenex) ispitan
je utjecaj sastava pokretne faze razliCitih otapala (acetonitrila, metanola, destilirane
deionizirane vode), udjela navedenih otapala te wvrijednosti pH na kromatografsko
razlu¢ivanje. Nakon toga odabrani su optimalni uvjeti: 0,1 % mravlja kiselina u destiliranoj
deioniziranoj vodi kao eluens A i 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu kao eluens B s brzinom
protoka 0,5 mL min* i temperaturom kolone 40 °C. Gradijentno eluiranje zapocelo je s 94 %
vode, Sto je odrZavano prvih 8 min, a potom je udio eluensa A linearno smanjivan do 50 %,
tijekom sljede¢ih 15 min. Zadnjih 5 min udio eluensa A linearno je rastao do 94 %.
Uravnotezenje (engl. equilibration time) je trajalo 5 min. Volumen injektiranja iznosio je

20 pL. Hidroksiklorokin i njegovi razgradni produkti detektirani su pri 343,4 nm.

Granice detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) procijenjene su standardnim odstupanjem ()
kao LOD=3,3 -s; i LOQ=10 - s}, pri ¢emu je s; izraunat kao s, = so/+v/n. Oznaka
So predstavlja procjenu standardnog odstupanja 10 ponovljenih mjerenja hidroksiklorokina za

otopinu niske koncentracije, c(HCQ) =9,0 - 10 "mol L .
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3.3.7.2. Optimalni uvjeti tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti vezane s

trostrukim kvadripolnim spektrometrom masa

Za razdvajanje i identifikaciju razgradnih produkata metoklopramida koristen je sustav HPLC
Agilent 1200 (Santa Clara, CA, USA), spojen s trostrukim kvadripolnim spektrometrom masa
Agilent 6410, s elektrorasprSenjem kao izvorom ionizacije. Koristena je C18 kolona Kinetex
(100 mm x 2,1 mm, 5 um, 100 A, Phenomenex). Za analizu je koristena 0,1 % mravlja
kiselina u destiliranoj deioniziranoj vodi (eluens A) i 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu
(eluens B). Brzina protoka iznosila je 0,2 mL min*. Zbog kraéeg trajanja analize, koristeno je
izokratno eluiranje tijekom 6 min, uz sastav pokretne faze: 85 % A i 15 % B. Za identifikaciju
razgradnih produkata koristeno je gradijentno eluiranje, sa ciljem uéinkovitijeg razdvajanja
razgradnih produkata. Pocetni uvjeti podrazumijevali su 90 % vode tijekom
5 min, nakon ¢ega je gradijent linearno (do 10. min) opadao do 80 % te je tako odrzavan
sljede¢ih 10 min. Vrijeme uravnoteZanja iznosilo je 5 min, a ostali kromatografski uvjeti bili
su identi¢ni za obje metode. Volumen injektiranja iznosio je 5 uL. Dobiveni spektri masa
snimljeni su u podru¢ju m/z = 30 — 1000. Dusik je koristen kao pomo¢ni plin (engl. auxiliary
gas) i zastitni plin (engl. sheath gas). Napon kapilare iznosio je 4000 V, temperatura
desolvatacijskog plina 350 °C, napon kolizijske celije 135 V. Tlak rasprSivaca iznosio je
35 psi; protok plina za su$enje (engl. drying gas) 11 L min™’. Energije sraza iznosile su
5—-30 eV u pozitivnom ionizacijskom nacinu rada.

!

Nadalje, LOD i LOQ procijenjene su standardnim odstupanjem kao: LOD =3,3 -5 i
LOQ =10 - s/, pri ¢emu je sy izratunat kao sy = so/v/n. Za odredivanje s, primjenjena je
¢(MCP)=3,0-10 "mol L ™.

3.3.8. Snimanje uzoraka nuklearnom magnetskom rezonancijom

Standard razgradnog produkta desetil-hidroksiklorokina i fotoliticke reakcijske smjese,
dobivene pri pH = 7 nakon razgradnje hidroksiklorokina, otopljeni su u cjev¢ici NMR
debljine 5 mm, u deuteriranom otapalu DMSO-ds. Koristen je NMR spektrometar (Bruker
Avance 300 na rezonancijskoj frekvenciji od 300 MHz za *H jezgru). Hidroksiklorokin nije
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bio topljiv u DMSO-ds  §to je uzeto u obzir pri asignaciji. Vrijednosti *H NMR kemijskog
pomaka (o) izrazeni su u odnosu na referentnu tvar DMSO (2,54 ppm). Asignacija je
provedena temeljem kemijskih pomaka, intenziteta signala, veli¢ine i multipliciteta konstanti

sprezanja H-H.

3.3.9. Odredivanje kvantnog prinosa

Pocetno spektralno zraCenje E,; u fotolitickim eksperimentima mjereno je u podrucju
250 — 800 nm, upotrebom dvaju spektroradiometra, prethodno umjerenih za raspon valnih
duljina od 250 do 450 nm (International light, ILT950-UV) i za raspon valnih duljina od 450
do 800 nm (International light, ILT900-R) (slika 29.). Oba spektrometra su prilikom mjerenja

namjestena na istu poziciju na kojoj se, inace, nalazio uzorak tijekom mjerenja.
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s £
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Slika 29. Spektralno zradenje Xe svjetiljke unutar CPS+ komore pri 250 W m ™ u podrugju od
290 do 800 nm
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Kvantni prinos razgradnje hidroksiklorokina i metoklopramida izracunat je prema jednadzbi

39 za polikromatsko zrac¢enje [251].

kq

- A
2,303 (7) | Z383(E9 00 (D) £(A)

Papp (39)

Pri ¢emu ¢qpp predstavlja prividni kvantni prinos hidroksiklorokina ili metoklopramida (bez
mjerne jedinice), k, je oznaka za koeficijente fotolitiCke razgradnje hidroksiklorokina ili
metoklopramida (s %), dok X339(EQ,n(2) £(1)) predstavlja sumu apsorbiranih fotona za
podrugje valnih duljina 290 — 400 nm. Nadalje, Ep , (1) je oznaka za brzinu fluencije fotona
(engl. photon fluence rate) za svaku valnu duljinu od od 290 do 400 nm (Einstein m %s %), ¢,
su molarni apsorpcijski koeficijenti hidroksiklorokina ili metoklopramida (dm* cm™' mol™)
koji su odredeni prema Lambert-Berrovu zakonu iz apsorpcijskog spektra farmaceutika, | je
put zracenja od izvora zracenja do otopine (14 cm), A povrsSina reakcijske (kvarcne) posudice
(1,662 - 10° m?), a V je volumen otopine (0,040 dm?®). Spektroradiometrom izmjerena
spektralna brzina fluencije (E, ), prema jednadzbi 8, pretvorena je u spektralnu brzinu

fluencije fotona, (Ej 5,1)-

3.3.10. Procjena akutne toksi¢nosti

Procjena akutne toksi¢nosti pomocu kulture bakterija Vibrio fischeri provedena je na
standardnim otopinama hidroksiklorokina i metoklopramida, na smjesi hidroksiklorokina s
njegovim razgradnim produktima i smjesi metoklopramida s njegovim razgradnim
produktima te na kraju samim razgradnim produktima, bez prisutnog hidroksiklorokina ili
metoklopramida. Pogetna koncentracija, prije razgradnje, iznosila je ¢, = 3,0 - 10> mol L™ za
hidroksiklorokin i ¢, = 3,3 - 10 mol L* za metoklopramid. Ukupno vrijeme provedbe
fotolititke razgradnje metoklopramida iznosilo je 180 min pri snazi zratenja od 250 W m™2,

dok je za hidroksiklorokin iznosilo 46 h pri snazi zraenja od 500 W m™.

Mijerena je inhibicija luminiscencije prije i nakon 30 minutnog izlaganja uzorka s Vibrio

fischeri na luminometru na 15 °C. Procjena akutne toksi¢nosti provedena je metodom
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modificiranom prema normi HRN EN ISO 11348-1:2010 Kvaliteta vode — odredivanje
inhibitornog ucinka vodenih uzoraka na emisiju svjetla bakterije Vibrio fischeri (Test sa
svjetle¢cim bakterijama) — 1. Dio: Metoda u kojoj se upotrebljavaju svjeze pripremljene
bakterije (ISO 11348-1:2007; EN 1SO 11348-1:2008). Norma je modificirana, jer su koristeni
drugi reagensi za pripravu sterilne podloge i otopine za resuspenziju, Sto je navedeno u
kemikalijama. Takoder, prema navedenoj normi, primijenjen je linearni niz za pripravu

otopina i mjerenja te izracuna.

Od soja liofilizirane bakterije Vibrio fischeri pripravljena je kultura iste svjeze bakterije, koja
je zatim koriStena za daljnje mjerenje. Bakterijske suspenzije pripravljene su svjeze prije
svakog mjerenja, a radne otopine farmaceutika pripravljene su sa steriliziranom destiliranom
deioniziranom vodom. Svi uzorci pripravljeni su na isti na¢in kao i za eksperimente
fotoliticke razgradnje pojedinog farmaceutika. Osmolaritet svakog uzorka ugoden je
dodatkom natrijeva klorida, kako bi se izbjegla hipoosmoza ili hiperosmoza. Konacni
osmolaritet testnih uzoraka iznosio je 20 g L™. Vrijednost pH ugodena je na 7,0 kako bi se
sprijecio utjecaj lazne inhibicije bioluminiscencije uzrokovan vrijednos¢u pH otopine, a ne
uzorkom. Prije svakog mjerenja luminiscencije bakterija je reaktivirana s 2 % NaCl, nakon
¢ega je suspenzija Vibrio fischeri spremljena na 15 + 1 °C na 20 min. Linearnim nizom,
prema ISO standardu, pripravljene su otopine s 2 % NaCl. Eksperimenti su provedeni u
Kiveti, mijeSanjem 1,5 mL pocetnog uzorka i 0,5 mL bakterijske suspenzije Vibrio fischeri.
Trajanje testa iznosilo je 30 min, pri ¢emu je kod obrade podataka koriSten korekcijski faktor
u sluaju manjih odstupanja (unutar raspona 0,9—-1,1). Eventualno u slucaju vecih
odstupanja, ponovno je pripravljena bakterijska suspenzija. Tijekom mjerenja koriStena je

korekcija na obojene uzorke, kada je to bilo potrebno.

3.3.11. Procjena genotoksicnosti i citotoksi¢nosti

Odredivanje citotoksi¢nosti 1 genotoksi¢nosti provedeno je na farmaceuticima:
hidroksiklorokinu i metoklopramidu te njihovoj smjesi s nastalim razgradnim produktima
tijekom fotolitiCke razgradnje 1 na samim razgradnim produktima. Najveca ispitivana

koncentracija otopina oba farmaceutika je 100 pg mL * za standardne otopine. Za procjenu
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toksi¢nosti razgradnih produkata otopine su pripravljene u sterilnoj destiliranoj deioniziranoj
vodi na identi¢an nacin kao §to je provedena fotoliticka razgradnja farmaceutika. Mjerenja su
provedena prema testu SOS/umu-c [252] s metabolic¢kom aktivacijom (+S9) i bez metabolicke
aktivacije (—S9) na soju bakterija Salmonella typhimuriu prema modificiranom postupku
[253] norme ISO 13829: 2000 Water quality — Determination of genotoxicity of water and
waste water isong umu-test. Genotoksi¢ni potencijal smjese fotorazgradnih produkata
procijenjen je koriStenjem testa SOS/umu-c sa sojem bakterija Salmonella typhimurium
TA1535 koja sadrzi umnozeni plazmid pSK1002 spojen s umuC-lacZ genima te otpornim
genom na ampicilin. Testovi su provedeni na mikrotitarskim plo¢icima u triplikatima. Stopa
bakterijskog rasta (G) (engl. bacterial growth rate) odredena je mjerenjem apsorbancije (A)
na 600 nm (jednadzba 40), a aktivnost B-galaktozidaze (U) na 420 nm (jednadzba 41). Stopa

bakterijskog rasta izraCunata je prema sljedecoj jednadzbi:

_ (uzorak Agoo — slijepa proba Asoo)
~ (kontrolni uzorak Agoo — slijepa proba Agoo

(40)

Vrijednosti omjera rasta < 0,5, Sto predstavlja > 50 % inhibicije rasta biomase, indikacija je
citotoksi¢nosti uzorka. Aktivnost B-galaktozidaze izrazena je u relativnim jedinicama te je

izraCunata koriStenjem sljedece jednadzbe:

_ (uzorak Aszo — slijepa proba Agzo)

= - 41
(uzorak Agoo — slijepa proba Aggo) (41)
Indukcijski omjer (IR) izracunat je prema jednadzbi 42:
IR = 1 (uzorak A4z — slijepa proba Asz)
~ G (kontrolni uzorak A4z — slijepa proba Asz) (42)

Uzorak s indukcijskim omjerom od 1,5 smatran je genotoksi¢nim, pri ¢emu je destilirana
deionizirana voda smatrana negativnom kontrolom. 4-nitrokinolin-N-oksid (NQNO: 0,25 mg
mL™ i 5 mg mL™) koristen je kao pozitivna kontrola u slutaju metabolicke aktivacije, a

aflatoksin B1 (AFB1; 5 mg mL™) u slucaju bez metabolicke aktivacije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U cilju pracéenja fotoliticke i hidroliticke razgradnje hidroksiklorokina (HCQ) razvijena je
metoda tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti uz detektor s nizom dioda. U slucaju
metoklopramida (MCP) koriStena je metoda tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti,
vezana s trostrukim kvadripolnim spektrometrom masa koja je omogudila pracenje izrazito
brze fotoliticke razgradnje metoklopramida. Razvijene kromatografske metode validirane su
ispitivanjem svih izvedbenih znacajki. Odredena je linearnost, selektivnost/specifi¢nost,
osjetljivost, to¢nost, granica detekcije, granica kvantifikacije (LOQ), radno podrucje,
preciznost i robustnost u destiliranoj deioniziranoj vodi. Za hidroksiklorokin LOQ iznosila je
2,55 - 10" mol L' (854 pg L") sto je omoguéilo kvantifikaciju od 0,9 % poletne
koncentracije, odnosno pracenje 99,1 % razgradnje. Za metoklopramid LOQ u destiliranoj
deioniziranoj vodi iznosila je 522 - 10°® mol L~ ' (156 pg L), $to je omoguéilo
kvantifikaciju od 0,156 % pocetne koncentracije, odnosno pracenje 99,84 % razgradnje.
Prema podatcima u tablici 2.P i tablici 3.P moze se zaklju¢iti da su obje metode prikladne za

navedenu namjenu.

Promjena koncentracije obaju farmaceutika praéena je kao promjena povrSine ispod
kromatografske krivulje A/Ag, pri ¢emu je A povrSina ispod kromatografske krivulje
farmaceutika nakon odredenog vremena t, a Ay, povrsina ispod kromatografske krivulje
otopine farmaceutika prije osvjetljavanja. Prema utvrdenoj linearnosti, odnosno mogucnosti
kromatografskih metoda da u odredenom podruéju daju odziv proporcionalan koncentraciji

analita u uzorku, moze se izvesti da vrijednost A/A,, odgovara vrijednosti c/cy.

Prije provodenja fotoliticke razgradnje, ispitana je hidroliticka razgradnja za oba
farmaceutika. lako je za farmaceutike uglavnom karakteristicno da su (pretezno) hidroliticki
stabilni spojevi, hidroliza je vazan abioticki put njihove razgradnje u okoliSu, Sto je osobito
vazno za one farmaceutike koji su otporni na razgradnju mikroorganizmima. Nakon provedbe
eksperimenata hidroliti¢ke razgradnje pri pH =4, 71 9 i pri temperaturi od 50 °C s po¢etnom
koncentracijom co(HCQ) = 3,0 - 10 mol L™ i ¢co(MCP) = 3,3 - 10 mol L™, dobiveni
rezultati pokazali su vrlo mali stupanj hidroliticke razgradnje hidroksiklorokina i
metoklopramida (<5 %) pri navedenim vrijednostima pH. Za poluraspad navedenih

farmaceutika pri 25 °C potrebno je vise od godinu dana buduci da hidroliziraju manje od 10 %
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pri primijenjenim uvjetima [254]. Sukladno tome, ispitivani spojevi smatraju se hidroliticki

stabilnima (slika 30.) pa dodatna istraZivanja nisu provedena.

20 - = HCQ = MCP

10 38%2,1% 1,9% 1,7 % 1,2% 1,6 %
0 4

4 7 9
pH

Slika 30. Hidroliti¢ka stabilnost hidroksiklorokina (Co(HCQ) = 3,0 - 10 mol L) i
metoklopramida (co(MCP) = 3,3 - 10™° mol L™) pri 50 °C tijekom pet dana

4.1. Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina

Budu¢i da se fotoliza smatra jednim od najvaznijih procesa razgradnje farmaceutika u
okoliSu, posebno u povrSinskim vodama, istrazen je njen utjecaj na sudbinu i ponaSanje
hidroksiklorokina u okolisu. Kod fotolitickih reakcija razgradnje, koncentracija farmaceutika
uglavnom se proporcionalno smanjuje s vremenom, $to odgovara reakciji pseudo-prvog reda.
Na temelju podataka smanjenja povrSine ispod kromatografskih krivulja, tj. smanjenja
koncentracije farmaceutika tijekom izlaganja otopina Suncéevu zracenju, uoceno je da se

fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina ponasa kao reakcija pseudo-prvog reda.

Istrazen je utjecaj pocetne koncentracije hidroksiklorokina na njegovu fotoliticku razgradnju
te je odredeno da pocetna koncentracija ima utjecaja (tablica 7.). Medutim, ako se pri nizim
koncentracijama uzmu u obzir i odstupanja, ta razlika i nije tako znacajna, posebno ne u
realnim uvjetima. Prema vremenima poluraspada, brza fotoliticka razgradnja
hidroksiklorokina dogada se pri njegovim manjim poc¢etnim koncentracijama. To znaci da se
u prirodnim uvjetima u okoliSu moze ocekivati jo§ brza fotoliticka razgradnja u povrsinskim

vodama.
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Tablica 7. Utjecaj pocetne koncentracije hidroksiklorokina na njegovu fotoliticku razgradnju

u destiliranoj deioniziranoj vodi

co (mol L) 6,0-10° 1,810 30-107
k(™) -10° 103,2 + 11,7 80,0 + 14 60,0+ 1,8
ty 2 () 6,7+0,77 9,0+1,3 11,6 £0,35
R? 0,9989 0,9980 0,9978

Kako bi se dobio bolji uvid u potencijalnu postojanost hidroksiklorokina u vodama u okolisu,
istrazivanja kinetike fotoliticke razgradnje provedena su u destiliranoj deioniziranoj,
izvorskoj, morskoj i rije¢noj vodi. Na slici 31 prikazana je promjena koncentracije

hidroksiklorokina (c/cy) u ovisnosti 0 vremenu osvjetljavanja.

1
i @ ultraCista voda (pH 6,43)
0,8 & s m izvorska voda (pH 6,87)
06 * 8g A morska voda (pH 7,49)
o ® .
O ¢ § ¢ @ rije¢na voda (pH 7,54 )
° 04 - ° $
: 3
02 |5 ! e
f 1] by
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Slika 31. Fotoliti¢ka razgradnja hidroksiklorokina (co = 3,0 - 107> mol L™%) u razligitim

uzorcima povrsinskih voda s pripadaju¢im standardnim odstupanjima (n = 3)
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U svim eksperimentima potvrdena je linearna ovisnost In(c/cy) 0 vremenu (t) uz koeficijent
determinacije R? > 0,99, $to pokazuje kako je fotolititka razgradnja pseudo-prvog reda
(tablica 8.). Kontrolni uzorci potvrduju kako je uofeno smanjenje koncentracije
hidroksiklorokina isklju¢ivo posljedica fotolize. Vremena poluraspada hidroksiklorokina u
destiliranoj deioniziranoj vodi (¢,/, = 11,6 h) i izvorskoj vodi (t,/, = 5,5 h) pokazuju da je
fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina relativno spor proces. Ipak, znatno brza razgradnja
uocena je za hidroksiklorokin u rijecnoj (t1,, = 0,42 h) i morskoj vodi (t;,, = 0,80 h), Sto se
moZze pripisati utjecaju sastava prirodnih voda.

Tablica8.  Koeficijenti fotoliticke razgradnje (k), vremena poluraspada (t;,;) sa

standardnim odstupanjima i koeficijenti determinacije (R%) hidroksiklorokina u

razli¢itim uzorcima povrsinskih voda pod utjecajem Xe svjetiljke (500 W m™)

Destilirana

deionizirana Izvorska voda Morska voda Rije¢na voda

voda
k(h™)-10° 60,0+ 1,8 126,0 £+ 9,6 864 + 22,8 1656 + 5,7
ti/2 (M) 11,6 £0,35 55+0,43 0,80 + 0,022 0,42 +2-10™
R? 0,9978 0,9967 0,9923 0,9909

Osim provodenja razgradnje uz umjetno Suncevo zracenje, ispitana je fotoliticka razgradnja
hidroksiklorokina u uzorcima, prethodno navedenih, povrsinskih voda (izvorska, rije¢na i
morska) pod utjecajem prirodnog Sunceva zraCenja. Na slici 1.P dan je primjer
eksperimentalnog postava provodenja fotolitiCke razgradnje na balkonu. Rezultati vremena
poluraspada dobiveni su iz grafi¢kog prikaza sa slike 32 i 33. Najsporija fotoliticka razgradnja
hidroksiklorokina uocena je u izvorskoj vodi, s vremenom poluraspada (¢,,, = 9 h) (slika 32.)
u odnosu na morsku vodu (t;,, = 1,3 h) i rije¢nu vodu (t;,, = 0,80 h) (slika 33.). Rezultati
ukazuju da je fotoliticka razgradnja brza u kontroliranim (laboratorijskim) uvjetima nego li u

realnim uvjetima pod prirodnim Suncevim zracenjem.
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Slika 32. Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina u izvorskoj vodi pod utjecajem prirodnog

Sunceva zracenja (29. lipnja 2019.)
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Slika 33. Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina u morskoj i rije¢noj vodi pod utjecajem

prirodnog Sunceva zracenja (29. lipnja 2019.)

Neujednacenost brzine fotoliticke razgradnje pod utjecajem prirodnog Sunceva zracenja moze

biti i posljedica kra¢e povremene naoblake pa se moze zakljuciti da se hidroksiklorokin u tom

slu¢aju, tijekom zimskih mjeseci, znatno sporije razgraduje. Uzevsi u obzir i dubinu vode, za
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ocekivati je kako je potrebno vece vrijeme poluraspada farmaceutika u realnim uvjetima nego
u laboratorijskim. To posebno vrijedi za morsku vodu, gdje je zbog vec¢e dubine vode manji
utjecaj fotoliticke razgradnje. Za takve procjene koristi se kvantni prinos, pomocu kojeg se
mogu izraCunati vremena poluraspada pojedinog farmaceutika u programu ABIWAS s
navedenim parametrima (dubina vode, intenzitet Sunceva zracenja, itd.). Na slici 34,
isklju¢ivo na temelju kvantnog prinosa 1 molarnih apsorpcijskih koeficijenata za
hidroksiklorokin, procijenjena su vremena poluraspada u destiliranoj vodi, ovisno 0 mjesecu u
godini i dubini vode. Moze se uociti kako intenzitet zracenja i dubina vode imaju klju¢nu
ulogu glede brzine fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina, §to je izrazenije u zimskom
periodu u odnosu na ljetne suncane dane. Prema navedenom, moze se vidjeti vaznost
odredivanja vrijednosti kvantnog prinosa. Procijenjena vremena poluraspada temelje se
iskljuéivo na izravnoj fotolizi pa je zanemaren izrazit doprinos neizravne fotolize za mnoge

farmaceutike, ukljucujuéi i hidroksiklorokin i metoklopramid.
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Slika 34. Vremena poluraspada hidroksiklorokina u ovisnosti o0 mjesecu u godini i

dubini vode

Rad u laboratorijskim kontroliranim uvjetima omogucuje preracunavanje eksperimentalnih
podataka za razliCite intenzitete Sunceva zracenja. OVO je vazno zbog toga Sto laboratorijski
uvjeti uglavnom dovode do brze razgradnje nego li je to slucaj u realnim uvjetima pod
utjecajem Suncéeva zraenja. Primjera radi, ugadanje intenziteta Xe svjetiljke na
500 W m™ odgovara 50 W m™ za 290 — 400 nm. Ukoliko sunani dan u ljetnom periodu ima

ozradenost od 29 W m™2, odnosno fluenciju (UV dozu) od 7,5 - 10° J m™, onda jedan ljetni
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sunani dan odgovora 3,45 h osvjetljavanja pri 500 W m™. Prema tome, vrijeme poluraspada
u navedenim uvjetima od 55 h za hidroksiklorokin u izvorskoj vodi pod

Xe svjetiljkom, odgovara vremenu poluraspada kra¢em od dva ljetna sunc¢ana dana.

Provedena fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina u sintetskoj kanalizacijskoj otpadnoj vodi
(t12 = 0,545 h) bila je brza nego u sintetskoj otpadnoj vodi farmaceutske industrije
(t1/2 = 0,713 h) (tablica 9.). Razlog tome moze biti veca prisutnost otopljenog organskog
ugljika kod sintetske kanalizacijske otpadne vode u odnosu na sintetsku otpadnu vodu
farmaceutske industrije (posebno to vrijedi u odnosu na prirodne uzorke voda: rijecne,
izvorske, morske). Naime, pobudeno tripletno stanje organskih tvari ubrzava fotoliticku
razgradnju razliCitih farmaceutika, primjerice sulfametoksazola i trimetoprima [101, 255].

Moze se zakljuciti da je hidroksiklorokin sklon fotolitickoj razgradnji i u otpadnim vodama.

Tablica 9. Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina u sintetskim otpadnim vodama

Sintetska otpadna voda Sintetska kanalizacijska
farmaceutske industrije otpadna voda
k(h™1) 0,972 £ 0,012 1,272 + 0,108
t1/2(h) 0,713 + 0,0075 0,545 + 0,048
R? 0,9724 0,9749

4.1.1. Utjecaj pH i matice na fotoliti¢ku razgradnju hidroksiklorokina

Ispitivanja na razli¢itim uzorcima voda pokazala su da matica utjece na brzinu fotoliticke
razgradnje. Tragom recenog, sljede¢i eksperimenti provedeni su kako bi se ispitao utjecaj
vrijednosti pH i pojedinih tvari, uobicajeno prisutnih fotosenzibilizatora u povrSinskim
vodamam poput: huminskih kiselina, nitrata, klorida, bromida, hidrogenkarbonata, sulfata i
zeljezovih(l11) iona. Odabrane su one koncentracije koje su relevantne za vode u okolisu.
Eksperimenti su provedeni na naéin da je standardnoj otopini hidroksiklorokina
(coc = 3 - 10° mol L™) dodana odredena tvar, &iji Se utjecaj ispitivao u destiliranoj

deioniziranoj vodi.
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4.1.1.1. Utjecaj vrijednosti pH na brzinu fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina

Kako bi se ispitao utjecaj na fotoliticku razgradnju hidroksiklorokina upotrijebljene su
puferirane otopine za podrucje pH = 4-9, koje je relevantno za vode u okolisu. S
povecavanjem vrijednosti pH doSlo je do porasta brzine fotoliticke razgradnje
hidroksiklorokina. Najbrza razgradnja uocena je na pH = 9. U tablici 10 prikazani su rezultati

provedene fototliti¢ke razgradnje hidroksiklorokina, pri razli¢itim vrijednostima pH.

Tablica 10. Koeficijenti brzine fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina (K) sa standardnim
odstupanjima (n = 3, 95 % interval pouzdanosti) i koeficijenti determinacije

(R?) pri razli¢itim vrijednostima pH

pH 4 6 7 8 9
k-10% (h™h) 30%0,1 150+1,9 240+06  167,0%3,0 763,2%252
t1/2 () 23,1%0,7 46+0,6 29+0,1 0,42+0,01  0,09+0,01
R® 0,9927 0,9975 0,9916 0,9966 0,9987

Prema slici 35 hidroksiklorokin je potpuno razgraden (ispod LOQ) nakon 40 min pri pH =9
te nakon 22 h pri pH = 7, dok pri pH = 4 potpuna razgradnja nije postignuta ¢ak ni nakon
52 h. Rezultati ukazuju kako vrijednost pH ima izrazito znacajno ulogu na fotoliticku
razgradnju hidroksiklorokina. Stoga, posebno je vazno osigurati upotrebom puferiranih
otopina da je vrijednost pH stalna tijekom provedbe fotoliticke razgradnje, §to je na kraju

eksperimenta i provjereno te je uvrdeno da nije doslo do promjene vrijednosti pH.
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Slika 35. Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina u puferima pri vrijednostima
pH4,6,7,8i9

4.1.1.2. Utjecaj vrijednosti pH na kvantni prinos razgradnje hidroksiklorokina

Kvantni prinos smatra se jednim od najvaznijih ¢imbenika u fotokemiji, Kojim se mozZe
procijeniti  ucinkovitost razgradnje. Odredivanjem kvantnog prinosa razgradnje
hidroksiklorokina povecana je mogucnost usporedbe, odnosno relevantnost dobivenih
rezultata. Isto tako, moguce je koristiti kvantni prinos kao ulazni podatak u odgovarajuce
racunalne programe kako bi se predvidjelo vrijeme poluraspada, uz utjecaje i drugih
parametara, poput: dubine vode, geografske Sirine i godiSnjeg doba. S obzirom na to da za
razliCite specije moze biti razli¢it kvantni prinos razgradnje, odredeni su kvantni prinosi
razgradnje hidroksiklorokina u destiliranoj deioniziranoj vodi u pH podru¢ju 4 — 9. Prividni
kvantni prinos razgradnje hidroksiklorokina u destiliranoj deioniziranoj vodi iznosio je
p=4,72 - 10, odnosno, niZi je nego za ciprofloksacin (¢ = 0,01-0,047) [256].
U navedenom radu pokazano je da vrijednost pH utje¢e na kvantni prinos razgradnje

ciprofloksacina, sto je vidljivo i kod hidroksiklorokina (tablica 11.). Porastom vrijednosti pH
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raste i kvantni prinos pa je pri pH = 9 kvantni prinos razgradnje hidroksiklorokina
(¢ = 0,0453) znatno veci nego pri nizim vrijednostima pH (primjerice: za pH = 4 iznosi
¢ =0,000264, a za pH =7 iznosi ¢ = 0,00194). Kvantni prinos razgradnje hidroksiklorokina
pri pH = 9, brojcano odgovara kvantnom prinosu razgradnje ciprofloksacina (¢ = 0,045) pri

istoj vrijednosti pH.

Tablica 11. Prividni kvantni prinos razgradnje hidroksiklorokina pri razli¢itim pH

pH 4 6 7 8 9

Papp * 10* 2,64 11,96 19,36 135,75 453,49

Prema apsorpcijskom spektru hidroksiklorokina (slika 36.) moze se uociti da apsorbira
zracenje u podruc¢ju valnih duljina relevantnih za okolis, pri valnim duljinama ve¢im od 290
nm, pri ¢emu mu je apsorpcijski maksimum pri 343 nm, Sto pak odgovara elektronskom

energijskom prijelazu n—z*.
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Slika 36. Apsorpcijski spektri hidroksiklorokina (c, =3 - 10 mol L™, b =1 cm)

pri pH 4, 7, 9 i spektar ozracenosti ksenonske svjetiljke
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Razli¢ito fotokemijsko ponaSanje mnogih farmaceutika (primjerice: sulfapiridina,
metoprolola, fluorokinolona) uvjetovano je vrijednostima pK,, odnosno udjelima protoniranih

ili deprotoniranih heterocikli¢kih funkcionalnih skupina [155, 257].

Hidroksiklorokin pripada baziénim tvarima s eksperimentalno odredenim vrijednostima
pKa = 8,27 i pK, = 9,67 [258], §to znadi da je hidroksiklorokin protoniran kao HCQ?* pri
pH =4 (slika 37.).
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Slika 37. Odnos udjela ionizirane i neutralne specije hidroksiklorokina i vrijednosti pH

Dok je u neutralnoj otopini pri pH = 7 hidroksiklorokin pretezno protoniran (95 %) kao
HCQ?* te 5 % kao HCQ®, u luznatoj je sredini pri pH = 9 oko 15 % neutralne forme
hidroksiklorokina. Dakle, brza fotorazgradnja hidroksiklorokina pri veé¢im vrijednostima pH
moze biti rezultat veéeg udjela HCQ" i njegove brze fotolititke razgradnje u odnosu na
HCQ?". U skladu s recenim, protonirana specija hidroksiklorokina ima niZi kvantni prinos.
Moze se zakljuCiti, sukladno ocekivanom, kako manji kvantni prinos razgradnje
hidroksiklorokina dovodi do njegove sporije fotoliticke razgradnje. Izravna fotorazgradnja
nece ovisiti samo o kvantnom prinosu nego i o preklapanju apsorpcijskog spektra
farmaceutika sa spektrom Sunceva zracenja. lako je pri manjim vrijednostima pH (npr.

pH = 4) apsorbancija svjetlosti veéa za valne duljine iznad 290 nm, nedovoljan je to ¢imbenik
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da i fotorazgradnja bude brza i to zbog kvantnog prinosa koji je u ovom slucaju
prevladavaju¢i ¢imbenik. Takoder, promjenom od manjih prema ve¢im vrijednostima pH,
dolazi do batokromnog pomaka. Odnosno, manji kvantni prinos razgradnje u destiliranoj
deioniziranoj vodi i u kiselim uvjetima (pH = 4) rezultira manjim doprinosom izravne
fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina, pri navedenim uvjetima. Posljedi¢no, za pretpostaviti
je kako bi u tom slucaju neizravna fotoliza mogla imati znacajnu ulogu u fotokemijskoj
razgradnji hidroksiklorokina [259]. Brza fotorazgradnja u luznatoj sredini ukazuje na to da
deprotoniranje povecava elektronsku gusto¢u hidroksiklorokina, §to povecava moguénost
elektrofilnih napada reaktivnih kisikovih vrsta. U studijama fotorazgradnje estriola [260] i
atenolola [261] uoc¢eno je da je deprotoniranjem olakSana i povecana mogucénost reakcije
hidroksilnih radikala s kinolinskim prstenom hidroksiklorokina. Deprotoniranjem dolazi do
poveéane elektronske gustoce hidroksiklorokina pa je kinolinski prsten podlozniji napadu
hidroksilnih radikala. Reakcija izmedu kinolinskog prstena i hidroksilnih radikala u vodenoj
otopini potvrdena je pulsnom radiolizom [262]. Zbog prisutnosti duZzeg konjugiranog sustava
na aromatskom prstenu i mezomernog ucéinka klorovog atoma, pretpostavlja se da se
hidroksilacija olakSano odvija na kinolinskom prstenu, $to dodatno potvrduje brz nastanak
hidroksiliranih fotoprodukata. Takoder, delokalizacija nepodijeljenog elektronskog para na
kisikovu atomu i 7z elektrona na kinolinskom prstenu moze utjecati na fotoliti¢ku reaktivnost
hidroksiklorokina [263].

Za ispitivanje utjecaja vrijednosti pH na fotoliticku razgradnju preporuca se, prema priru¢niku
OECD-a, uporaba puferirane otopine. Ipak, u nekim istrazivanjima pracenje utjecaja
vrijednosti pH nije provedeno u puferiranim otopinama nego samo s ugodenim pocetnim
vrijednostima pH [136, 264-266]. Moguc¢a prednost ovakvog nacina rada je $to tada nisu
prisutne dodatne tvari koje tvore pufer pa je time smanjena i moguénost njihovog utjecaja na
fotoliticku razgradnju. S druge strane, u puferiranim otopinama ne dolazi do promjene
vrijednosti pH, a osim toga, puferi ne bi trebali utjecati na razgradnju, jer ne apsorbiraju
zraCenje u podrucju u kojem odabrani farmaceutici apsorbiraju. Stoga je, u ovom radu fokus
na upotrebi puferiranih otopina. Ipak, napravljena su istrazivanja utjecaja vrijednosti pH na
fotoliticku razgradnju hidroksiklorokina bez pufera. Rezultati ugadanja vrijednosti pH otopina
hidroksiklorokina (c, = 3 - 10 °mol L ) na 4, 7.i 9 s H,SO, ili NaOH ukazuju kako je brzina
fotoliticke razgradnje pri pH = 4 (k = 0,03 h™?) jednaka kao i u slucaju kada je koristen pufer
(k= 0,03 h™Y), jer je pH ostao isti na po&etku i na kraju razgradnje (slika 2.P). Medutim, kada
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je pH ugoden na 7, fotoliticka razgradnja nije bila jednaka razgradnji u puferiranim otopinama
vrijednosti pH = 7 (k = 0,24 h™) i vrijednosti pH = 9 (k = 7,63 h™), nego sporija
(k=0,084 h* pri pH = 7) i (k = 0,144 h™* pri pH = 9). Razlog tome je §to se s po&etnih
pH =7, nakon provedene fotolize, pH snizio na 4,68. Takoder, i pri pH = 9 doslo je do
smanjenja pH na 4,69. Pretpostavka je da su ugljikov dioksid i potencijalno razgradni
produkti odgovorni za nastalu promjenu vrijednosti pH. A ovo je prvi puta, prema dostupnim
saznanjima, da je proucavan utjecaj na dva nacina. Na temelju re¢enog, moze se zakljuciti
kolika je vaZznost navodenja takvih podataka prilikom provodenja razgradnje, posebno u
slu¢ajevima u kojima pH ima klju¢nu ulogu. Dakle, rezultati mogu jako varirati zbog
promjene vrijednosti pH tijekom fotoliticke razgradnje, ukoliko se ne koriste puferi. U takvim

slu¢ajevima, neophodno je odrzavati vrijednosti pH stalnima.

4.1.1.3. Utjecaj huminskih kiselina na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje hidroksiklorokina

Sveprisutne huminske kiseline znacajno utjeu na ponasanje i sudbinu farmaceutika u
povrsinskim vodama, izazivaju¢i njihovu razgradnju putem neizravne fotolize [260, 267].
Procesi poput: fotosenzibilizacije, apsorpcije svjetlosti i hvatanja radikala [268], ukazuju na
kompleksnost njihova djelovanja. U slucaju karbamazepina, diklofenaka, propranolola i
ofloksacina, uoceno je da huminske kiseline imaju razli¢it utjecaj na fotoliticku razgradnju.
Karbamazepin i diklofenak podlijezu brzoj fotolitickoj razgradnji kada se izloZze Sunéevom
zraCenju u prisutnosti huminskih kiselina, dok je kod propranolola i ofloksacina rezultat
istoga sporija fotoliticka razgradnja [269]. Prema dostupnoj literaturi, nije poznat doprinos
neizravne fotolize (npr. huminskih kiselina) na razgradnju hidroksiklorokina. Stoga je u ovom
radu ispitan utjecaj huminskih kiselina pri razli¢itim koncentracijama koje se mogu mijenjati
ovisno o lokaciji i sezoni. Moreira-Turcq i sur. [260] navode kako godisnja doba znacajno
utjecu na koli¢inu prisutnih otopljenih organskih tvari, $to znaci da su njihove najvece
koncentracije pronadene u rijekama i tijekom rane jeseni [270]. Rezultati fotoliticke
razgradnje hidroksiklorokina, uz prisutnost huminskih kiselina (tablica 12.), ukazuju na
njihovo dvojako djelovanje. Medutim, ukupan doprinos Ocituje Se U ubrzanoj fotolitickoj

razgradnji hidroksiklorokina od strane huminskih kiselina, pod djelovanjem Xe svjetiljke.
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Tablica 12. Utjecaj huminskih kiselina na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina
(co=3,0-10° mol L™

Koncentracija HA 3 -1 2
Sastav vode (mg Lff) k-10°(h™) ty/2 (h) R

HCQ 30-10°mol L? 60,0+ 1,8 11,6 0,4 0,9978
1 726+1,2 9,6 +0,16 0,9959
25 82,8+1,8 8,4+0,18 0,9957
huminske 5 107,4+ 1,6 6,5+ 0,09 0,9974
Kiseline 10 137,4 + 10,9 5,0 + 0,40 0,9895
15 1758+ 1,3 3,9+0,03 0,9996
17,5 181,0 £ 0,92 3,83+0,02 0,9903
30 141,6 +3,0 4,9+0,10 0,9974

S porastom koncentracije huminskih kiselina (1 - 17,5 mg L™), razgradnja je proporcionalno
brza, na Sto ukazuje linearna korelacija u istome koncentracijskom podru¢ju huminskih
kiselina izmedu koeficijenata fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina s huminskim

kiselinama i koncentracije huminskih kiselina (slika 38.).
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Slika 38. Utjecaj koncentracije huminskih kiselina na fotoliticku razgradnju
hidroksiklorokina pri pH = 6,0
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S druge strane, povecanjem koncentracije huminskih kiselina od 30 mg L' dolazi do
odstupanja od linearnosti, zbog prevladavajuceg efekta zasjenjenja. Posljedica toga je sporija
razgradnja pri vecoj koncentraciji huminskih kiselina (30 mg L) u odnosu na nize
koncentracije huminskih kiselina (npr. 15 mg L™). Naime, smanjenjem ukupne koligine
dostupne energije zbog apsorpcije UV-Vis zracenja od strane huminskih kiselina (slika 39.)

umanjuje se doprinos izravne fotolize razgradnji hidroksiklorokina.
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Slika 39. Spektri UV-Vis hidroksiklorokina (¢, = 3 - 10> mol L™) i huminskih kiselina
(1 -30 mg L") u vodenoj otopini

Ovakva posljedica apsorpcije UV-Vis zracenja od strane huminskih kiselina, a ne primarnog
analita (hidroksiklorokina), naziva se efekt zasjenjenja (engl. inner filter effect). Isto tako,
huminske kiseline mogu djelovati kao hvata¢i radikala te tako usporavati fotoliticku
razgradnju hidroksiklorokina, Sto je primjerice uoceno u slucaju diklofenaka i karbamazepina
[271]. Kako bi se ispitao mehanizam razgradnje, u otopinu hidroksiklorokina i huminskih
kiselina dodan je poznati u¢inkoviti hvata¢ hidroksilnih radikala, propan-2-ol (IPA) [272].
Cilj je bio utvrditi nastaju li hidroksilni radikali i hoc¢e li dodatak IPA usporiti razgradnju.
Rezultati takvih eksperimenata uz HA (15 mg L™) i IPA (25 mmol L) (slika 3.P) pokazali
su da je razgradnja bila 4,4 puta sporija (k = (40,2 + 1,0) - 10> h'Y) nego bez IPA
(k = (175,8 + 1,3) - 10~ h™1). Ovo upuéuje na &injenicu kako su uglavnom hidroksilni radikali
odgovorni za smanjenje koncentracije hidroksiklorokina. Stovise, predloZeni razgradni

produkti (poglavlje 4.1.2.) ukazuju da su hidroksilni radikali vezani za aromatski prsten

UTJECAJ ABIOTICKIH PROCESA NA FARMACEUTIKE U VODENOM OKOLISU 81



REZULTATI I RASPRAVA

hidroksiklorokina. Osim toga, moguci su i drugi procesi reaktivnih oksidacijskih vrsta koji

ubrzavaju fotoliticku razgradnju.

Budu¢i da huminske kiseline apsorbiraju zracenje u Sirokom podru¢ju valnih duljina,
izraCunato je zasjenjenje svjetlosti (engl. light screening) S, prema jednadzbi 43, predlozenoj
od strane Walse i sur. [141] sa ciljem procjene utjecaja koje takvo zasjenjenje moze imati na

fotorazgradnju hidroksiklorokina.

(1 —10%1

= ) 43
2,303 0, | (43)

Sy

Oznaka o (cm™') predstavlja koeficijent zasjenjenja ovisan o valnoj duljini, tj. predstavlja
apsorbanciju huminskih kiselina pri odredenim valnim duljinama za put zracenja od 1 cm.
Slovom | oznadena je duljina puta zracenja kroz kvarcnu posudicu (koja je u konkretnom
slu¢aju iznosila 1,5 cm). Za izracun S; upotrijebljen je UV-Vis apsorpcijski spektar
300-360nm uz pomak od AA = 1 nm. Koeficijenti brzine fotoliticke razgradnje
hidroksiklorokina s huminskim kiselinama korigirani su tako §to su pomnozeni s prosjecnom
vrijednoS¢u zasjenjenja (Sy ;). Vrijednosti zasjenjenja huminskih kiselina bile su u rasponu
0,51 - 0,98 (tablica 13.).

Tablica 13. Izracunato zasjenjenje svjetlosti huminskih kiselina na hidroksiklorokin

SEA(300 - 360 nm) HCQ + HA K(HCQ u destilirano deioniziranoi ~ K(Hco's Hay- 107 (W)
2 i
vodi)*10° Szz (h )
0,976 HCQ+HA (I1mgL™) 58,6 726+172
0,881 HCQ + HA (5 mg L)) 52,9 107,4 + 1,6
0,707 HCQ + HA (15 mg L Y 42,4 1758 +1,3
0,508 HCQ + HA (30 mg LY 30,5 141,6 + 3,0

Radi procjene efekta zasjenjenja svjetlosti odredeni su faktori zasjenjenja (Syy), koji upucuju
na to da je fotoliticka razgradnja sporija (ovisno o koncentraciji huminskih kiselina u
prirodnim vodama) sukladno izracunatim efektima zasjenjenja. Prema tome, o¢ekivano bi bilo
da povecanje koncentracije huminskih kiselina dovodi do smanjenja Sy, (slika 4.P). | to viSe

S§to su vece koli¢ine huminskih kiselina. Medutim, zbog nastanka reaktivnih vrsta od strane
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huminskih kiselina koje djeluju i kao fotosenzibilizatori, ukupno gledaju¢i razgradnja

hidroksiklorokina je brza uz prisutstvo huminskih kiselina nego bez njih.

Budu¢i da je u slanim vodama manja koncentracija huminskih kiselina, moze se zakljuciti
kako ¢e utjecaj huminskih kiselina u sluc¢aju hidroksiklorokina biti izrazeniji U rijecnim
vodama nego u morima ili oceanima. Osim koncentracije huminskih kiselina, zanimljivo je da
1 razli¢ito porijeklo (izvor) huminskih kiselina moze utjecati na mehanizam djelovanja 1 imati
razli¢itu fotoreaktivnost [273]. Upravo zato je i provedena karakterizacija huminskih kiselina,
kako bi ovi rezultati mogli biti usporedivi u slucaju uporabe huminskih kiselina razli¢itog

sastava.

4.1.1.4. Utjecaj nitrata na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina

Korelacija izmedu nitrata i vremena poluraspada farmaceutika uocena je za mnoge
farmaceutike, pri ¢emu nitrati op¢enito smanjuju vremena poluraspada farmaceutika [274].
Osim ubrzanja fotoliticke razgradnje, nitrati mogu usporiti fotoliticku razgradnju zbog
apsorpcije svjetlosti ili pak uopée ne moraju imati utjecaja [271]. Koncentracije nitrata u
okoliSu mogu varirati u koncentracijskom podrugju 0,62 — 62 mol L, ovisno o geografskoj
lokaciji i ljudskoj poljoprivrednoj djelatnosti [193]. Upravo su zato u radu koriStene razliCite
koncentracije nitrata, a nakana je bila ispitivanje njihova utjecaja na brzinu fotoliticke
razgradnje hidroksiklorokina. Rezultati su pokazali da nitrati znac¢ajno ubrzavaju fotolitiCku

razgradnju hidroksiklorokina (tablica 14. i slika 5.P).
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Tablica  14. Utjecaj nitrata na  fotoliticku  razgradnju  hidroksiklorokina
(co(HCQ)=3,0-10°mol L™

Sastav vode Koncentracija k-10%(h™) ty/2 () R?
HCQ
(destilirana 3,0-10° mol L™! 60,0+ 1,8 116+0,4 0,9978
deionizirana voda)
6 mg L’ll 78,0+2,3 8,9+ 0,26 0,9679
- 95mg L~ 99,6 + 3,1 6,7+0,22 0,9923
HCQ + nitrat 190 mg Lt 1904 + 0,6 37+001 09893
380 mg Lt 237,6 + 24,0 2,9+0,03 0,9956

nitrati (190 mg L ™)

HCQ + nitrati + IPA "7 0 | (25 mM) 98,4+ 1,6 7,0 £0,43 0,9951
L nitrati (190 mg L ™)

HCQ + nitrati + IPA " 0\ (100 mM) 38,8+0,4 17,9+1,98 0,9972

HCQ + IPA IPA (25 mM) 36,0+0,9 19,3+0,77 0,9956

Kako bi se ispitalo jesu li hidroksilni radikali odgovorni za to ubrzanje, u otopinu nitrata
koncentracije 190 mg L * dodan je IPA u koncentracijama 25 mmol L* i 100 mmol L.
Na temelju koeficijenata brzine fotoliticke razgradnje uz 25 mmol L™ IPA i u sludaju
100 mmol L™ IPA (slika 6.P) doslo je do usporenja razgradnje hidroksiklorokina. Stoga se
moze zakljuciti kako su ve¢inom hidroksilni radikali odgovorni za smanjenje koncentracije
hidroksiklorokina u prisutnosti nitrata. Takoder, oc¢ekivano je da, zbog doprinosa izravne
fotolize, reakcija razgradnje hidroksiklorokina nece biti potpuno inhibirana. Medutim,
koeficijenti brzine reakcije fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina (tablica 14.) uz
25 mmol L™ IPA u destiliranoj deioniziranoj vodi (bez nitrata) uz 100 mmol L™t IPA s
190 mg L' nitrata pokazuju da je brzina sporija kod razgradnje hidroksiklorokina u
destiliranoj deioniziranoj vodi bez dodanih nitrata zbog prisutnosti IPA. Dakle, IPA je
djelovao kao hvata¢ hidroksilnih radikala u oba navedena slucaja. U prilog reakciji
hidroksilnih radikala s hidroksiklorokinom ide i potvrdena hidroksilacija kinolinskog prstena

metodom pulsne radiolize [275].
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4.1.1.5. Utjecaj klorida, bromida i sulfata na kinetiku fotoliticke razgradnje

hidroksiklorokina

Razliku izmedu brzina fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina u rije¢noj i morskoj vodi
upucuje na ¢injenicu prema kojoj sastav matice ima znacajnu ulogu. Najveca razlika u sastavu
rije¢ne i morske vode odnosi se na koncentraciju klorida, sulfata i bromida, Sto se moze
vidjeti u tablici 5. Stoga je daljnje istrazivanje usmjereno na postojanost hidroksiklorokina u
morskim vodama, u kojima salinitet prosje¢no iznosi 35 %o. Takoder, primijenjene su i nize
koncentracije navedenih aniona, kako bi se ispitao njihov utjecaj na fotoliticku razgradnju
hidroksiklorokina, u uvjetima sli¢nima za estuarije. Za kloridne ione poznato je da mogu
imati viSestruku ulogu na fotokemijsko ponaSanje organskih zagadivala pa tako mogu:
smanjiti utjecaj izravne fotolize, potaknuti neizravnu fotolizu (fotosenzibilizatori) ili pak
uzrokovati fotokloriranje [173]. Budu¢i da su kloridni ioni najprisutniji u morskim vodama,
vrlo je vjerojatno da upravo oni mogu utjecati na razgradnju hidroksiklorokina. Stoga su u
eksperimentima koriStene razli¢ite koncentracije kloridnih iona (10 mg L 1000 mg Lt
22 000 mg L™Y). Rezultati ukazuju da kloridi snizuju koeficijent brzine fotoliticke razgradnje
hidroksiklorokina (tablica 15. i slika 7.P).

Tablica 15. Utjecaj klorida, bromida i sulfata na Kkinetiku fotoliticke razgradnje

hidroksiklorokina (u svim eksperimentima c,(HCQ) = 3,0 - 10 ° mol L™)

Sastav vode Koncentracija k-10° (h™) t1/2 (h) R?
HCQ 30-10°molL* 60,0+ 1,8 11,6 +0,4 0,9978
10mgL™? 54,0+ 1,9 12,8 + 0,44 0,9811
kloridi 1000mgL™* 474+12 14,6 + 0,37 0,9866
22000 mg L™ 456+1,6 15,2 + 0,52 0,9967
bromidi 66 mg L™ 42,0+1,9 16,5+ 0,75 0,9926
sulfati 3200mgL™* 40,2 +1,0 17,3+ 0,44 0,9906
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Budu¢i da je takva vrsta manje reaktivna, ali selektivnija u odnosu na hidroksilne radikale,
usporenje fotorazgradnje moZze nastati kao rezultat ,,troSenja“ hidroksilnih radikala prema
jednadZzbama 23 - 25, navedenima u poglavlju 2.5.3. Reakcija izmedu kloridnih iona i
hidroksilnih radikala iznimno je brza k = 4,3 - 10° mol L™ s [276], ali, jedino u kiselim
uvjetima pri vrijednostima pH < 5 stvara radikal °Cl. Slijedom reéenog, time opada i
vjerojatnost nastanku radikalnog aniona Cl," = u uvjetima karakteristi¢nim za prirodne vode

uporabljene u ovom radu.

Sulfati (3 200 mg L) slitno (poput klorida) usporavaju fotoliticku razgradnju
hidroksiklorokina (tablica 15. i slika 8.P), tako Sto reagiraju s hidroksilnim radikalima.
Rezultat toga je sporija fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina u morskoj nego u rijecnoj

vodi, §to je, takoder, uoceno i u drugim istrazivanjima, za druge farmaceutike [277, 278].

4.1.1.6. Utjecaj hidrogenkarbonata na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje hidroksiklorokina

Hidrogenkarbonati su, poput nitrata i huminskih kiselina, sveprisutni u prirodnom vodenom
okruzenju i imaju znacajnu ulogu U razgradnji mnogobrojnih farmaceutika. Najcesée se
nalaze u koncentracijskom rasponu od 24 mg L* do 268 mg L™* [279], $to su prili¢no velike
koli¢ine pa je vazno razmotriti 1 njihov potencijalni utjecaj. Naime, unato¢ tome Sto
hidrogenkarbonati ne apsorbiraju Suncevo zracenje, njihovo djelovanje temelji se na
reakcijama s oksidacijskim vrstama, poput hidroksilnih ili sulfatnih radikala [280]. Zbog toga
je za ocekivati da hidrogenkarbonati mogu usporiti fotolitiC¢ku razgradnju hidroksiklorokina.
Medutim, rezultati (tablica 16. i slika 9.P) utjecaja hidrogenkarbonata ukazuju da je

razgradnja ubrzana, a ne o¢ekivano, usporena.

UTJECAJ ABIOTICKIH PROCESA NA FARMACEUTIKE U VODENOM OKOLISU 86



REZULTATI I RASPRAVA

Tablica 16. Utjecaj hidrogenkarbonata na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina

(u svim eksperimentima ¢, = 3 - 10> mol L™)

Sastav vode Koncentracija k- 10° (h™h) t1/2 () R?
HCQ 30-10°mol L 60,0+ 1,8 11,6 + 0,4 0,9978
25 mg Lt 720+ 34 9,6 £0,45 0,9851
hidrogenkarbonati 160 mg L™ 460,8 £4,1 1,5+0,01 0,9819
320 mg Lt 1255,8+1,6 0,6 £0,004 0,9950

To se moze objasniti pove¢anom vrijednosé¢u pH koju uzrokuju hidrogenkarbonati; otopina je
bazi¢nija §to je veca koncentracija hidrogenkarbonata (pH = 6,00 pri c¢,(HCO3 ) = 25 mg LY
pH = 6,70 pri ¢,(HCO3) =160 mg L ™! i pH = 7,01 pri co(HCO3) = 320 mg L %). Takoder,
do ubrzanja razgradnje aromatskih amina (¢ijoj skupini pripada hidroksiklorokin) moze do¢i
nastankom karbonatnih radikala koji nastaju u prisutnosti hidrogenkarbonata i/ili karbonata
[274]. Zbog redenog, dodatni eksperimenti provedeni su u fosfatnom puferu ¢, = 10 mmol L™
pri pH = 7,5 (tablica 17. i slika 10.P). Ubrzana razgradnja isklju¢ivo je posljedica utjecaja
vrijednosti pH, iako u manjoj mjeri moze biti i zbog nastanka karbonatnih radikala, ali tek pri

vec¢im koncentracijama (160 mg Lfl).

Tablica 17. Utjecaj hidrogenkarbonata na fotoliticku razgradnju hidroksiklorokina

co(HCQ) = 3,0 - 10"°> mol L %) u otopinama puferiranim na pH = 7,5

co(HCO3) OmgL™ 25mg L™ 160mg L 320mg Lt
k-10% (h™Y 90,6 + 2,5 90,5 +2,9 100,3+2,5 100,5+7,1
ty 2 (h) 0,76 + 0,02 0,77 £ 0,02 0,69 + 0,02 0,69 + 0,05
R? 0,9846 0,9790 0,9909 0,9736
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4.1.1.7. Utjecaj Zeljezovih(III) iona na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina

Prisutstvo Zeljezovih(lll) iona u prirodnim vodama pri koncentracijama od 0,0056 do
5,6 mg L™ [281] utje¢e na mnoge fizikalno-kemijske reakcije organskih zagadivala. Pri tome,
vrijednost pH ima klju¢nu ulogu zbog nastanka razlicitih fotokemijskih specija Zeljeza.
Prisutstvo Zeljezovih(I11) iona koncentracije 10 mg L' ubrzalo je fotolitiku razgradnju
hidroksiklorokina (tablica 18. i slika 11.P).

Tablica 18. Utjecaj Zeljezovih(lll) iona na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina
co(HCQ)=3,0-10°mol L™

Sastav vode Koncentracija k-10° (h™) t1/2 (h) R?
HCQ 30-10°mol L? 60,0+ 1,8 11,6 0,4 0,9978
Zeljezo(l11) 10mgL* 196,8 + 4.4 3,5+0,08 0,9840

Unato& moguéoj kompeticiji u apsorpciji izmedu Fe(OH)s** iona i hidroksiklorokina u
podrucju 300 — 360 nm, fotoliticka razgradnja je ubrzana 3,3 puta, Uz prisustvo Zeljezovih
iona. Rezultat ubrzane razgradnje moze biti pripisan hidroksilnim radikalima koji nastaju kroz
fotoredoks procese od strane Fe(OH)?* [176]. Fotokemijska svojstva Fe®*" iona znadajno
uvjetuje specijacija, koja ovisi o vrijednosti pH sredine. U kiselim uvjetima, prevladava
kemijski fotoreaktivna specija Fe(OH)?*, koja moZe potaknuti razgradnju. Ipak, u prirodnim
vodama u kojima vrijednost pH moze biti ve¢a od 7, Zeljezovi ioni prisutni su u koloidnom
obliku Fe(OH)3 te nisu skloni takvom utjecaju [282], Sto je karakteristicno za prirodne vode

(rijecnu i morsku) u ovom radu buduci je njihov pH iznosio 7,5.
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4.1.2. Identifikacija razgradnih produkata i putevi razgradnje hidroksiklorokina

Poznato je kako i fotoliticki produkti, zajedno s drugim prisutnim zagadivalima [87], mogu
znacajno pridonijeti povecanju toksi¢nosti vode u okolisu. Kawabata i sur. [283] isti¢u kako
nije tolika rijetkost. Sukladno tome, vazno je identificirati razgradne produkte, kako bi ih se
moglo u okoliSu pratiti. Ova saznanja mogu omoguciti njihovo lakSe uklanjanje iz postrojenja
za obradu otpadnih voda, a time i smanjiti njihov potencijalni rizik za okoli$. Jer, u kona¢nici,

cilj je: stvoriti ukupnu sliku utjecaja abiotickih procesa na okolis.

Smanjenje povrsine ispod kromatografske krivulje hidroksiklorokina u odnosu na njegovu
povrsinu prije osvjetljavanja, ukazivalo je na smanjenje njegove koncentracije. Nadalje, nove
kromatografske krivulje detektirane na kromatogramima pripadale su razgradnim produktima.
U ovom radu identificirano je ukupno pet razgradnih produkata (RP1— RP5), &ije se
kromatografske krivulje s pripadaju¢im vremenima zadrzavanja mogu vidjeti na
kromatogramu (slika 40.), a njihovi spektri masa na slici 12.P. Tri razgradna produkta (RP-1,
RP-3 i RP-4) imaju manja vremena zadrZavanja od hidroksiklorokina, a to upu¢uje da su

nastali razgradni produkti polarniji od pocetnog spoja.

%10 ° HCQ
174
161
1.5
RS
1.3
% 1.29
B 11
BN
0.3 RP-1
08
0.7 RP-3
0.6
05 RP-2
41 RP-4 -
031 RP-5
0.2
0.1 \
i 02z 3 4 & & 7T & 4 f0 11 42 4 14 15 & 17 i

vrijeme zadrzavanja (min)

Slika 40. Preklopljeni ekstrahirani kromatogrami hidroksiklorokina i razgradnih produkata
(RP-1, RP-2, RP-3, RP-5) pri pH 4 nakon 18 h i RP-4 pri pH = 9 nakon 30 min izlaganja

hidroksiklorokina umjetnom Suncevu zracenju
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Na slici 41 prikazana je shema fragmentacije molekularnog iona hidroksiklorokina
(m/z = 336) na kojoj se moze uociti da se glavni fragmentacijski putovi odnose na gubitak

alkilnih skupina vezanih na duSikove atome.

cl \/,' N
T
35 G 88
AN — 15
\ / ’\

OH

Slika 41. PredloZeni fragmentacijski putevi razgradnje molekularnog iona
hidroksiklorokina (m/z = 336)

Identifikacija razgradnih produkata omogucena je metodom HPLC-(ESI)-MS/MS i
dobivenim saznanjima o vremenima zadrZavanja, vrijednostima m/z, izotopnoj raspodjeli i
fragmentacijskim putovima (tablica 19.). Razgradni produkti dodatno su analizirani i

potvrdeni pomoéu *H NMR spektroskopske tehnike.
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Tablica 19. Rezultati HPLC-MS/MS analize hidroksiklorokina i njegovih fotolitickih

produkata
i m/z- Vrijeme Glavni fragmentni
NS SHULGUTS vrijednosti  zadrZavanja ioni
Molekulska
m/z
formula
m 247  Cy4H16CIN,
HCQ HNWNNOH 336 3,1 min 179  CyHsCIN;
k 158 CgHzNO
Cl N\
\@g 247 Cy14H16CIN,
F
RP-1 308 2,8 min 179  CyHsCIN;
130 CsHgN
RP-2 279 13,3min 179  CyHgCIN;
RP-3 324 2,6 min 158 CoHoNO
RP-4 368 1,7 min 324  CgHgCIN,
RP-5 356 13,6 min 279 C14H13C|N30
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U radu Babi¢ i sur. [118] pokazano je da nastanak razli¢itih razgradnih produkata
fluorokinolona ovisi o uvjetima pri kojima su provedeni eksperimenti fotolize. S obzirom na
navedenu Cinjenicu, a i razli¢itu brzinu razgradnje hidroksiklorokina ovisno o vrijednostima
pH, odredeni su putovi fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina. Putovi razgradnje (slika 42.)

pokazuju da, ovisno o prisutnim uvjetima, nastaju razliciti razgradni produkti.
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Slika 42. Detektirani fotoliticki produkti hidroksiklorokina pri pH = 4 (put a),
pH =7 (put b) i pH =9 (put c)

Vazno je uociti kako pri razli¢itim vrijednostima pH ne nastaju isti razgradni produkti.
Vrijednost pH pokazala se kao kljuéan ¢imbenik koji utjeCe na sudbinu i ponaSanje
hidroksiklorokina u okoliSu. Razgradni produkti RP-1, RP-2 i RP-3 nastali su neovisno o
pripadajucoj vrijednosti pH (4, 7 i 9) otopine tijekom fotoliticke razgradnje. Razgradni
produkt RP-1 dobiven je skra¢ivanjem bo¢nog lanca koji je vezan na duSikov atom tako Sto
hidroksiklorokin gubi eten, a to rezultira nastankom desetil-hidroksiklorokina. Produkt RP-2
nastaje primarnim dvostrukim skra¢ivanjem bo¢nog lanca na dusSikovu atomu (gubitak etilne i
hidroksietilne skupine), Sto dovodi do nastanka amino-skupine, nakon cega slijedi
hidroksilacija aromatskog prstena. Tako je kod atenolola uoceno znacajnije nastajanje
razgradnog produkta pucanjem veze izmedu sekundarnog amina i kinolinskog prstena, dok je

kod hidroksiklorokina to manje izrazeno.

Nastanak razgradnog produkta RP-3 molekularne mase m/z = 323 posljedica je skra¢ivanja

bocnog lanca i hidroksilacije na kinolinskom prstenu. To¢ne pozicije polozaja na kojima je
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doslo do hidroksilacije ustanovljene su *H NMR spektroskopijom. Jedino za produkt RP-4
nije zamijecen atom klora jer u spektru masa nije uoéen karakteristi¢ni izotopni signal koji bi
ukazivao na njegovo postojanje. Fotorazgradni produkt RP-4 s m/z = 368 nastaje
nukleofilnom aromatskom supstitucijom atoma klora hidroksilnom skupinom (solvoliza
klora) i viSestrukom hidroksilacijom na kinolinskom prstenu na pH = 9 (put c). Razgradni
produkt RP-5 molekularnog iona m/z = 356 (put a) nastaje isklju¢ivo na pH = 4 kao rezultat
hidroksilacije aromatskog prstena produkta RP-3 dobivenog u prvom stupnju fotorazgradnje.
S obzirom na to da je klor vezan za aromatski prsten, oc¢ekivan je proces fotodeklorinacije
[284]. Medutim, u primijenjenim fotokemijskim uvjetima relevantnim za okolis nije doslo do
toga te je atom Kklora ostao i dalje vezan na kinolinski prsten, osim u sluc¢aju produkta RP-4 pri
pH = 9. Ukupno gledajucéi, po prvi puta su identificirani razgradni produkti od RP-2 do RP-5
u uvjetima relevantnima za okolis. Osim Sto je za produkt RP-4 ujedno i metabolit
hidroksiklorokina, zanimljivo je da je on ujedno i razgradni produkt fotolize. Do nukleofilne
aromatske supstitucije doslo je jedino u slucaju vecih vrijednosti pH jer deprotoniranjem
smanjuje se udio ioniziranog stanja hidroksiklorokina Sto dovodi do fotosupstitucije i
nastanka produkta RP-4. Takoder, posebno je zanimljivo da vrijednosti pH otopine ne utjecu
samo na brzinu razgradnje hidroksiklorokina nego i na nastanak razli¢itih produkata.
Novonastali produkti mogu imati potpuno razli¢ita fizikalno-kemijska i bioloSka svojstva, $to
ukazuje na vaznost utjecaja vrijednosti pH na fotoliticku razgradnju hidroksiklorokina.
Strukture razgradnih produkata RP-1 (m/z = 308) i RP-2 (m/z = 279) dodatno su potvrdene
spektroskopski *H NMR (slika 43.).
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Slika 43. (a) *H NMR spektar desetil-hidroksiklorokina (RP-1) u DMSO dg, (b) i smjesa RP-2
i RP-3 u DMSO-dg dobivena pri pH 7 nakon 23 h provodenja fotolize

Na temelju snimljenih 'H NMR spektara razgradnih produkata nastalih fotolitickom
razgradnjom hidroksiklorokina i standardne otopine jednog razgradnog produkta (RP-1),
potvrdena je struktura RP-1, desetil-hidroksiklorokina. Struktura RP-1 prethodno je potvrdena
na temelju vremena zadrZavanja, spektra masa te provedene fragmentacije komercijalno
dostupnog standarda. Nadalje, strukture razgradnih produkata u smjesi (RP-2, RP-3) takoder
su potvrdene *H NMR spektroskopijom. U aromatskom podrucju od 6,9 i 9,0 nalazi se
oc¢ekivani broj signala, odnosno ¢etiri dubleta i dva signala za protone Hia—Hie i NH proton.
Prema dupliciranim signalima za protone aromatske i1 heteroaromatske jezgre, sli¢nim
kemijskim pomacima, integralima i spregama, NH protonima na heteroaromatskom prstenu,
uoCene su dvije serije signala vrlo sli¢ne strukture. Rec¢eno takoder odgovara prethodno
pretpostavljenim strukturama produkata RP-2 i RP-3 na temelju spektara masa i provedene
fragmentacije. Jedina razlika kod *H NMR spektara odnosi se na postojanje para dubleta

prisutnih kod strukture RP-2 u usporedbi sa singletima kod strukture RP-3.
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Tijekom fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina ustanovljeno je nastajanje razgradnog
produkta m/z = 308, koji nastaje i kao metabolit u ljudskom tijelu. Upravo zato, moguca je
vecéa prisutnost tog razgradnog produkta u okoliSu. Prema slici 44 moze se uociti da se pri
pH = 4 desetil-hidroksiklorokin nije razgradio nakon 52 h, a to ukazuje da bi mogao biti
postojaniji nego hidroksiklorokin. Desetil-hidroksiklorokin u okoliSu moze nastati
fotolitickom razgradnjom hidroksiklorokina ili mozZe zavrSiti putem postrojenja za obradu

otpadnih voda, buduc¢i da nastaje u ljudskom tijelu kao metabolit.

09 1 * .,
08 - ‘ *HeQ

07 ¢ = desetil-HCQ (RP-1)

0,6 - *
0,5 -
04 - N

0,3 - ¢
0,2 -
0,1 - . " "
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*

25 30 35 40 45 50 655
t(h)

Slika 44. Profil razgradnog produkta desetil-hidroksiklorokina u odnosu na hidroksiklorokin
tijekom fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina (300 — 800 nm, 25 °C, pH =4, 500 W m_z)
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4.1.3. Odredivanje toksi¢nosti hidroksiklorokina i njegovih fotoliti¢kih produkata

Istrazivanja pokazuju da niske razine farmaceutika imaju znacajan ucinak na vodene
organizme, primjerice: na ponaSanje riba koje su pokazale agresivno ponasanje [25], na
izumiranje supova [26]. lako se danas mogu pronaci brojna istrazivanja vezana uz temu
farmaceutika u okoliSu, jo$ uvijek je prisutno mnogo nepoznanica. Jedna od njih je ponaSanje

i sudbina hidroksiklorokina i metoklopramida u okolisu.

Iz prethodnih rezultata fotoliticke razgradnje 1 provedene identifikacije razgradnih produkata
vidljivo je kako vrijednost pH moze imati potencijalno znafajnu ulogu na postojanost
zagadivala i njihovu bioakumulaciju [34, 285]. Razlog tome je Sto matica takoder moze
utjecati na nastanak fotolitickih produkata s razli¢itim fizikalno-kemijskim i bioloskim
svojstvima u odnosu na produkte nastale izravnom fotolizom. Prema Niu i sur. [264]
izravnom fotolizom opcenito nastaju razgradni produkti niskog antimikrobnog potencijala. Za
reakcije s reaktivnim kisikovim vrstama (primjerice kod sulfonamida) osnovna struktura
ostaje netaknuta, Sto dovodi do postojanja antibakterijske aktivnosti takvih produkata. Slaba
postojanost hidroksiklorokina, posebice pri veéim vrijednostima pH, ne zna¢i da je
hidroksiklorokin eliminiran iz okoli$a i da nuzno dolazi do smanjenja potencijalne toksi¢nosti
hidroksiklorokina. Naime, primarna eliminacija samo ukazuje na stupanj gubitka pocetne
molekule, a to rezultira nastankom razgradnih ili transformacijskih produkata, koji mogu biti
toksi¢ni 1 postojani. S obzirom na to da kra¢a vremena zadrzavanja ukazuju na povecanu
hidrofilnost i polarnost nastalin hidroksiliranih produkata hidroksiklorokina, to moze
uzrokovati smanjenu sorpciju na sediment i bioakumulaciju. Sukladno tome, u okviru ovoga

rada provedena su istrazivanja akutne toksi¢nosti i genotoksi¢nosti.

Akutna toksi¢nost hidroksiklorokina, smjese hidroksiklorokina i1 njegovih razgradnih
produkata te smjese fotoprodukata ispitana je pomocu Vibrio fischeri. Ovo je vazno, buduci
da je za farmaceutike dokazano da se u okoliSu nalaze u prisutnosti mnogih drugih spojeva,
pri ¢emu nije zanemariv sinergisticki ili aditivni uéinak.

Na temelju provedenih mjerenja, moze se zakljuciti kako ni hidroksiklorokin ni razgradni
produkti nisu toksi¢ni za ekosustav pri navedenim uvjetima, jer nakon 30 min nije doslo do
50 % inhibicije (tablica 20.).
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Tablica 20. Prikaz luminiscencije prije i nakon provodenja 30 min testa za hidroksiklorokin

Vibrio fischeri Uzorci tijekom fotoliti¢ke razgradnje
Vrijeme
osvjetljavanja Oh 4h 8h 12 h 24 h 36 h 46 h
hidroksiklorokina
% inhibicije 1096+ 6,04+ 556+ 1432+ 13,07+ 2656+ 2384+
luminiscencije 7,22 1,71 3,06 7,08 5,89 6,51 5,62

Medutim, razgradni produkti utjecali su na smanjenje luminiscencije bakterijske kulture
Vibrio fischeri, posebno kada je koncentracija hidroksiklorokina bila ispod granice
kvantifikacije. Inhibicija luminiscencije prelazila je 20 % kod uzoraka nakon 36 h fotoliticke
razgradnje hidroksiklorokina. Kod navedenih mjerenja nisu postignute vrijednosti ECsy za
uzorke prije osvjetljavanja, odnosno vrijednosti TIl za uzorke nakon osvjetljavanja s
Xe svjetiljkom. Medutim, za uzorak hidroksiklorokina (c, = 3,0 - 10> mol L) koji je
osvjetljavan 36 h inhibicija luminiscencije iznosila je 26,56 %, a za uzorak koji je osvjetljavan
46 h inhibicija je iznosila 23,84 %. Prema re¢enom, razgradni produkti mogu djelovati Stetno
na okoliS. U slucaju vece toksi¢nosti smjese razgradnih produkata naproksena, u odnosu na
sam naproksen, smatra se kako to moze biti posljedica gubitka pojedinih kemijskih skupina,
¢ime je omoguceno lakSe prodiranje u stanice (zbog manje stericke smetnje [189]), $to bi u
manjoj mjeri mogao biti slu¢aj za razgradne produkte hidroksiklorokina. Medutim, ispitivanje
kroni¢ne toksi¢nosti za navedene koncentracije moze ukazati na stvarniji (primijereniji)
utjecaj nastalih fotoprodukata na vodene organizme u okoliSu. Njihov nepovoljan ucinak
moZe biti joS izraZeniji, jer se farmaceutici kontinuirano ispustaju u okoli§ pa dolazi do

kroni¢nog utjecaja na odredene organizme.

Nije nepoznato da odredeni farmaceutici mogu ostetiti genotoksi¢ni materijal ljudi i drugih
zivucih organizama u okolisu [286-288]. Upravo zato se odredivanje genotoksi¢nosti uzoraka
voda provodi razli¢itim metodama, medu kojima je i test SOS/umu-c. Za klorokin, koji je
strukturno sliCan hidroksiklorokinu, provedena su istraZzivanja mutagenosti. Prema
T. Chatterjee i sur. [289] istraZzivanja na Salmonella sojevima TA97a i TA100 pokazuju da je
klorokin slab mutagen s (+S9) i bez metabolicke aktivacije (—S9). Manji mutageni efekt je

uocen uz metaboli¢ku aktivaciju, odnosno uz S9. Takoder, i u istraZzivanju koje su proveli
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E. S. Riccio i sur. [290] klorokin predstavlja minimalni rizik genotoksi¢nog djelovanja na
ljude. Budu¢i da nije poznato nastaju li genotoksi¢ni fotoliticki produkti hidroksiklorokina,
mjerenja su provedena prema testu SOS/umu-c s i bez metabolic¢ke aktivacije na soju bakterija
Salmonella typhimuriu. Dakle, ispitivanje citotoksi¢nog i genotoksi¢nog utjecaja provedeno je
na hidroksiklorokinu i njegovoj smjesi s nastalim fotoproduktima te na smjesi fotoprodukata.
Rezultati provedenog testa za standardne otopine hidroksiklorokina te otopina izloZene
umjetnom Suncevom zraCenju prikazani su u tablici 21. Ispitane standardne otopine
hidroksiklorokina pri koncentracijama od 6,25 do 100 pg mL ™" nisu pokazale genotoksi¢ni
utjecaj. Takoder i mjerenja provedena za fotoprodukte hidroksiklorokina ukazuju kako

razgradni produkti nisu genotoksicni.
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Table 21. Citotoksi¢ni i genotoksi¢ni utjecaj hidroksiklorokina i njegovih fotorazgradnih
produkata na indukciju SOS-odziva S. typhimurium u SOS/umu-c testu uz

metabolicku aktivaciju (+S9) 1 bez prisutnosti (—S9) metabolicke aktivacije

-S9 +S9

y(ugmL™") G*+SD IR® + SD G*+SD IR® + SD

kontrola 8 c 1,00 + 0,07 1,00 + 0,08 1,00 + 0,02 1,00 +0,23

NQNO ’ 4, 072+008  617+110 - -

AFBL  (MamL ) - 0,90 £0,04  595+0,37
5 (pgmL )

HCQ 6,25 0,92 + 0,01 0,76 + 0,12 0,94 + 0,09 1,31+0,35
12,5 0,96 + 0,02 0,80 + 0,06 0,94 0,10 1,11 +0,15
25 0,94 0,10 1,00 £ 0,18 0,90 + 0,11 1,25 + 0,37
50 094+005  0,72+0,11 0,84 + 0,14 1,17 +0,19
100 095+0,04 0,86 +0,06 0,88 + 0,12 1,16 + 0,28

HCQ Vrijeme

(3,0-10° razgradnje G+ SD IR+SD G+SD IR+SD

mol L) (h)
0 1,09+0,04  0,88+0,12 0,99 + 0,14 1,15 + 0,02
4 1,00 + 0,06 1,16 £ 0,18 0,98 +0,11 1,25+ 0,10
8 0,95 + 0,02 1,41 +0,16 0,96 + 0,13 1,37 £0,27
12 099+004  092+0,15 0,98 + 0,14 1,12 + 0,14
18 0,98 + 0,04 1,02 £0,18 1,00 + 0,13 1,12 +0,13
30 1,04 +0,03 1,20 £ 0,24 1,06 + 0,15 1,05+ 0,10
46 0,99 + 0,02 1,12 +0,12 1,03 £ 0,14 1,15+0,11

? Stopa rasta bakterijskih kolonija (G) omijer je broja bakterijskih kolonija u vodenom uzorku i broja
bakterijskih kolonija u uzorku kontrole kao ¢iste vode. Za vrijednost G manju od 0,5, uzorak se smatra
toksi¢nim za bakterijske kolonije.

® Indukcijski omjer (IR) je omjer aktivnosti f-galaktozidaze bakterijskih kolonija u uzorku vode i broja
bakterijskih kolonija u uzorku kontrole kao Ciste vode. Vrijednost IR veéa od 2, smatra se

genotoksi¢nim odgovorom bakterijskih kolonija.
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4.2. Fotoliticka razgradnja metoklopramida

Prema Europskoj farmakopeji, metoklopramid je potrebno zastititi od Sunceve svjetlosti kako
ne bi doSlo do nastanka fotolitickih produkata. Strukturno gledajué¢i, on pripada skupini
supstituiranih derivata benzamida, za koje je karakteristicno pucanje veza ugljik-dusik.
Takoder, budu¢i da je na benzamidni prsten vezan atom klora, mogu¢ je i proces
fotodekloriranja [291]. Slijedom re¢enog, za ocekivati je da je metoklopramid podloZan brzoj
fotolitickoj razgradnji pa je ispitivano njegovo ponasanje u vodama pod utjecajem umjetnog

Sundeva zradenja niZeg intenziteta (250 W m™2).

Budu¢i da se farmaceutici nalaze u okoliSu pri niskim koncentracijama, provedeni su
eksperimenti utjecaja pocetne koncentracije metoklopramida na brzinu njegove razgradnje.
Prema rezultatima u tablici 22 moze se zakljuciti da se osvjetljavanjem metoklopramida
manjih pocetnih koncentracija smanjuje vrijeme poluraspada. Ubrzana fotoliticka razgradnja
metoklopramida dogada se pri (njegovim) manjim pocéetnim koncentracijama. Medutim,
fotoliticka razgradnja metoklopramida pri dvostruko manjoj pocetnoj koncentraciji
o = 6,35 - 10 ® mol L™* u odnosu na ¢, = 1,30 - 10° mol L * dovodi do smanjenja vremena
poluraspada tek za 0,57 min, dok u sludaju ¢, = 1,30 - 10 i ¢y = 1,97 - 10 ° mol L™* razlika

vremena poluraspada izmedu navedenih pocetnih koncentracija iznosi 3,03 min.

Tablica 22. Utjecaj pocetne koncentracije metoklopramida na njegovu fotoliticku razgradnju

u destiliranoj deioniziranoj vodi

6,35-10° 1,30 - 10 1,97 -10°

k (min™) - 10° 131,8 +1,3 118,9+2,1 78,2+0,2

t; /2 (Min) 5,26 + 0,05 5,83 + 0,10 8,86 + 0,02
R® 0,9985 0,9954 0,9970

Fotoliticka razgradnja metoklopramida ispitana je u uzorcima voda razli¢itog sastava, u:

destiliranoj deioniziranoj, izvorskoj, morskoj i rije¢noj vodi (slika 45.).
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Slika 45. Fotoliticka razgradnja metoklopramida (c, = 3,0 - 10 °mol L) u razliitim

vodenim maticama s pripadaju¢im standardnim odstupanjima (n = 3)

Vremena poluraspada metoklopramida (t;,, = 9,1 min u destiliranoj deioniziranoj vodi,
t1/2 = 10,5 min u izvorskoj vodi, t;/, = 11,5 min u rije¢noj vodi) pokazuju kako je fotolititka
razgradnja metoklopramida izrazito brz proces (slika 13.P). U svim eksperimentima linearna
regresija ovisnosti In(c/c,) o0 vremenu (t) pokazuje da je fotoliti¢ka razgradnja pseudo-prvog
reda s koeficijentom determinacije R® > 0,95, $to zadovoljava kriterij prihvatljivosti
(tablica 23.).

Tablica 23.  Koeficijenti fotoliticke razgradnje (k), vremena poluraspada (t;,;) sa

standardnim odstupanjima, koeficijenti determinacije (R?) metoklopramida

(co = 3,3 - 10 >mol L ™) u razli¢itim vodenim maticama

Destilirana

L Izvorska voda Morska voda Rije¢na voda
deionizirana voda

16,5+ 0,4,

k (min't) - 10° 76,3+2,2 66,0+ 0,3 39401 60,3 + 3,4
. 42,0+ 10;
t1/, (min) 9,1+0,26 10,5 + 0,04 1763458 11,5+ 0,64
R? 0,9954 0,9967 0,9961; 0,9987 0,9934
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Kontrolni uzorci potvrduju kako odredena vremena poluraspada odgovaraju isklju¢ivo
fotolizi. Kinetika pseudo-prvog reda nije uoc¢ena kod fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida u
morskoj vodi. Naime, u morskoj vodi kinetika fotoliticke razgradnje odgovarala je
dvoeksponencijalnoj funkciji. Tako je prvih 25 min t ,, = 42,0 min, a nakon toga zabiljezeno
je usporenje razgradnje, tako da je t,, = 176,3 min. Primjeri ovakvih razgradnji pronalaze se
kod obrade otpadnih voda, jer ozon prvo reagira s drugim prisutnim reaktivnim organskim
tvarima, a ne sa zagadivalom (analitom). Nakon nekog vremena reakcija se ubrzava, jer je
viSe ozona dostupno za stvaranje hidroksilnih radikala pa prevladavajuée reagira s analitom
[292]. Medutim, kod metoklopramida u morskoj vodi suprotan je slucaj, jer je prva reakcija
brza, a tek onda slijedi sporija. Takva kinetika zabiljezena je kod oksitetraciklina u luznatom
mediju [285]. Kod fotoliticke razgradnje metoklopramida u morskoj vodi nalaze se bromidni
ioni y = 66 mg L™ pa dolazi do nukleofilne supstitucije, kod koje se klor zamjenjuje bromom.
Ovo potvrduje struktura takvog transformacijskog produkta i izotopna raspodjela (poglavlje
4.2.1.4.). Takoder, dodatak bromidnih iona u destiliranu deioniziranu vodu, uz umjetno
Suncevo zracenje, rezultirao je uocavanjem istog transformacijskog produkta. Pretpostavka je
da nakon toga dolazi do smanjenja pocetne koncentracije prisutnih bromida i usporenja
razgradnje. Naime, tada utjecaj kloridnih iona dolazi do veceg izraZaja pa se uocava 4,2 puta

sporija razgradnja.

Nadalje, ispitana je i fotoliticka razgradnja metoklopramida u sintetskoj otpadnoj vodi
farmaceutske industrije. Sukladno rezultatima izravne i neizravne fotolize, ocekivana je
sporija razgradnja. Upravo to je i uoéeno, razgradnja u sintetskoj otpadnoj vodi priblizno je

dva puta sporija (t;,, = 17,1 £ 0,16 min) u odnosu na destiliranu deioniziranu vodu.

4.2.1. Utjecaj pH i matice na fotoliti¢ku razgradnju metoklopramida

Za razliku od hidroksiklorokina, kod kojeg je neizravna fotoliza znacajniji proces koji utjece
na njegovu razgradnju, kod metoklopramida je to izravna fotoliza. Kako bi se objasnile
razlike u vremenima poluraspada, ispitan je utjecaj vrijednosti pH i utjecaji sastava matice

(huminskih kiselina, nitrata, klorida, hidrogenkarbonata, sulfata i zeljezovih(l1l) iona).
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4.2.1.1. Utjecaj pH na brzinu fotoliticke razgradnje i kvantni prinos metoklopramida

Ispitivanje utjecaja vrijednosti pH vode na fotoliticku razgradnju metoklopramida provedeno
je u puferiranim otopinama u rasponu pH 4 — 11. Za razliku od hidroksiklorokina kod kojega
je vrijednost pH imala veliki utjecaj na brzinu fotoliticke razgradnje, kod metoklopramida to
nije bio slucaj. Koeficijenti brzine reakcije bili su u rasponu k = 0,0703 do 0,0798 min™ za
pH 4 - 9, osim za pH = 7 gdje je k bio za 39 % veci nego za pH = 4 (tablica 24. i slika 14.P).
Pri pH = 11 uocCena je joS§ sporija razgradnja, ¢ak viSe od dva puta manja vrijednost k u

odnosu na k pri pH =7.

Tablica 24. Odredeni prividni kvantni prinos, koeficijenti brzine fotoliticke razgradnje
metoklopramida (k) sa standardnim odstupanjima (n = 3, 95 % interval

pouzdanosti) i koeficijenti determinacije (R?) pri razli¢itim vrijednostima pH

pH 4 6 7 8 9 11
dapp- 104 35,83 36,26 43,55 41,74 30,82 22,98
k - 10°

- 703+0,05 743+0,10 9,78+0,13 7,98+0,06 7,00+0,05 4,40+0,12
(min ™)

t1{2 (min) 9,86 +0,06 9,33+0,13 7,09+0,09 8,68+0,06 990+0,08 15,71+0,43
R 0,9971 0,9912 0,9976 0,9920 0,9873 0,9947

Razli¢ita vremena poluraspada posljedica su udjela protoniranih ili deprotoniranih
heterociklickih funkcionalnih skupina metoklopramida. Naime, metoklopramid pripada
bazicnim tvarima s izmjerenim vrijednostima pK, 1,2 i 9,4 [258], §to znaCi da je

metoklopramid protoniran kao MCP™ pri pH = 4 i pH = 7 (slika 46.).
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Udio ionizirane specije

Slika 46. Odnos udjela ionizirane specije metoklopramida i vrijednosti pH

Kod pH = 8 je 3,8 % neutralnog oblika metoklopramida, a kod pH = 9 oko 28 %, dok je kod
pH =11 vise od 97 % metoklopramida prisutno u neutralnom obliku. Slijedom navedenih
podataka, moze se zakljuciti da je neutralna specija metoklopramida najmanje sklona
fotolitickoj razgradnji (¢1/, = 15,7 min). Dakle, brzina razgradnje ovisi 0 udjelu razliitih
ioniziranih specija, koje pak ovise o vrijednostima pH. Posljedi¢no, to moZe rezultirati
razli¢itim kvantnim prinosima. Kako bi se reCeno potvrdilo, odredeni su kvantni prinosi
razgradnje metoklopramida pri razli¢itim vrijednostima pH, buduci da su vrsta i udio pojedine
specije u korelaciji s kvantnim prinosom. Rezultati su pokazali da kvantni prinos razgradnje
metoklopramida opada s porastom vrijednosti pH. Za pH = 11 kvantni prinos manji je za
55,1 % nego za pH = 8. Veéi kvantni prinos (¢ =43,6 - 10™) dovodi do brze fotoliticke
razgradnje pa je kod pH = 7 brza fotoliticka razgradnja metoklopramida (t;,, = 7,09 min)
nego za druge vrijednosti pH u podru¢ju 4 —9. Takoder, odreden je i kvantni prinos

metoklopramida u destiliranoj deioniziranoj vodi i iznosio je ¢ = 39,44 - 107,

Prema apsorpcijskom spektru metoklopramida, moze se uociti da apsorbira zraCenje u
podrucju relevantnom za okolis, a to je pri valnim duljinama ve¢im od 290 nm, pri ¢emu mu

je apsorpcijski maksimum na 310 nm (slika 15.P).

U luZnatoj sredini, posebno pri pH = 11, kod neutralnog oblika metoklopramida, povecana je

njegova elektronska gustoéa u odnosu na protonirani oblik (MCP"). Medutim, to nije (kao kod
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hidroksiklorokina) rezultiralo brzom razgradnjom nego je fotoliti¢ka razgradnja bila sporija
pri ve¢im vrijednostima pH. Sporija razgradnja metoklopramida pri ve¢im vrijednostima pH
moZe biti i posljedica manje apsorpcije. Prema tome, rezultati su pokazali da vrijednost pH ne
utjeCe znacajno na fotoliticku razgradnju metoklopramida, osim za pH = 11. Iako se
razgradnja u otpadnim vodama uglavnom provodi u kiselom mediju, ovo moze biti vazno kod
razgradnje u industrijskim otpadnim vodama. Kao $to je navedeno u poglavlju 3.3.9., na isti
na¢in su odredeni i kvantni prinosi razgradnje metoklopramida. Medutim, u ovom slu¢aju
primijenjene su manje vrijednosti intenziteta zratenja (250 W m ). To odgovora ukupnoj
ozratenosti (UV dozi) od 22 W m™?za podrugje 300 —400 nm, §to je Karakteristi¢no za
obla¢ni dan tijekom jutarnjih i poslijepodnevnih sati za vrijeme sun¢anog dana na mediteranu
ili za vrijeme suncanog dana u podne pri ve¢im geografskim Sirinama [145]. Na temelju
kvantnog prinosa u programu ABIWAS procijenjen je utjecaj dubine vode i godisnjeg doba
(mjeseca u godini) na vrijeme poluraspada metoklopramida u destiliranoj vodi (slika 47.).
Moze se uociti da ukoliko neizravna fotoliza nije od primarnog utjecaja (kao u slucaju

metoklopramida), onda dubina vode ima dominantnu ulogu na njegovu razgradnju.

30 -
X
25 - «lcm m5cm 210cm x20cm x50 cm
20 -
©
N—r X
> 15 - x
X
10 - X
X x [ ]
5 - . * e
N * X X | |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

mjeseci u godini

Slika 47. Vremena poluraspada metoklopramida u ovisnosti 0 mjesecu u godini i dubini vode
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4.2.1.2. Utjecaj huminskih kiselina na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida

Fotoliticka razgradnja metoklopramida provedena je s razli¢itim koncentracijama huminskih
kiselina otopljenih u destiliranoj deioniziranoj vodi. Cilj je istraziti utjecaj huminskih kiselina
na razgradnju metoklopramida pod utjecajem Sunceva zraCenja. Dok je u slucaju
hidroksiklorokina uo¢eno dvostrano djelovanje huminskih kiselina, kod metoklopramida to
nije bio sluc¢aj. Huminske kiseline usporile su razgradnju metoklopramida, tim viSe Sto je

koncentracija huminskih kiselina bila vecéa (tablica 25. i slika 16.P).

Tablica 25. Utjecaj huminskih kiselina na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida
(co=3,3-10°mol L

Sastav vode Koncentracija k- 10° (min™) t1/, (Min) R?
MCP 3,3-10°mol L™ 76,3+2,2 9,1+0,26 0,9954
1mg Lt 56,7+ 0,3 12,2 + 0,07 0,9758
huminske kiseline 5mgL* 52,6 £0,5 13,2+0,12 0,9780
15 mg Lt 344+1,2 20,2 + 0,67 0,9893
30 mg Lt 26,5+0,3 26,2 +£0,26 0,9939

U prisutnosti huminskih kiselina (y = 30 mg L™) vrijeme poluraspada metoklopramida
iznosilo je t;, = 27 min Sto je 2,2 puta sporije nego uz huminske kiseline manje

koncentracije (y = 1 mg L™).

Rezultat usporavanja fotoliticke razgradnje posljedica je apsorpcije UV-Vis zracenja
huminskih kiselina (slika 48.). Kako bi se ustanovio doprinos zasjenjenja svjetlosti na
metoklopramid, odredeni su parametri Sy;. Oni upuc¢uju na to da bi fotolitiCka razgradnja
trebala biti sporija, zbog prisutnosti huminskih kiselina u prirodnim vodama, ukoliko nema

drugih utjecaja.
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Slika 48. Prikaz preklopljenih apsorpcijskih spektara otopina metoklopramida
(co = 3,3-107° mol L™) s huminskim kiselinama (y =130 mg L ™)

Moze se uociti da za metoklopramid prevladava efekt zasjenjenja. Sukladno tome, povecéanje
koncentracije huminskih kiselina dovodi do smanjenja Sy;. Rezultat toga je sporija izravna
fotoliticka razgradnja metoklopramida. Medutim, eksperimentalno se vrijednosti koeficijenata
brzine fotoliticke razgradnje metoklopramida uz huminske kiseline, razlikuju od onih
dobivenih mnozenjem koeficijenta brzine razgradnje metoklopramida u destiliranoj
deioniziranoj vodi s faktorom zasjenjenja (tablica 26.). Ipak, ta manja odstupanja mogu biti i
posljedica ubrzanja drugih u¢inaka huminskih kiselina (poput nastanka singletnog Kisika ili

tripletnog stanja).

Tablica 26. Utjecaj zasjenjenja huminskih kiselina (y = 1, 5, 15 i 30 mg L) na kinetiku

fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida (co = 3,3 - 10> mol - L)

S (300 360 ) MCP + HA k(MCPudesgliranoj deionizirancj KHca s_Hf\}'lO3
vodi)10% Sz (min ™) (min™)
0,817 MCP + HA (1 mg L™ 62,3 56,7 +0,3
0,745 MCP + HA (5 mg L ™) 56,8 52,6 0,1
0,610 MCP + HA (15 mg L ™) 46,5 34,4+12
0,451 MCP + HA (30 mg L %) 34,4 257+1,5
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4.2.1.3. Utjecaj nitrata na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida

Koeficijenti brzine fotoliticke razgradnje metoklopramida dobiveni osvjetljavanjem otopine
metoklopramida uz prisutnost nitrata (tablica 27. i slika 17.P) ukazuju da nitrati utjeu na
razgradnju metoklopramida (zbog apsorpcije svjetlosti nitrata), ali ne u toj mjeri kao
huminske kiseline kod kojih je razgradnja joS sporija. Dakle, prisutnost nitrata usporava

razgradnju metoklopramida, Sto je u suprotnosti s utjecajem nitrata na hidroksiklorokin.

Tablica 27. Utjecaj nitrata na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida
(co=3,0-10°mol L)

Sastav vode Koncentracija k - 10° (min™) t1/; (Min) R?
MCP
(destilirana 3,3-10° mol L™ 76,3+2,2 9,1+0,26 0,9954
deionizirana voda)

6 mg Lt 66,8 £ 1,6 10,4 £ 0,25 0,9972
itrati 9%5mgL* 66,7 +2,9 10,4+ 0,44  0,9938
190 mg Lt 66,9+14 10,4 +£0,21 0,9965
380mg L™ 59,0+£4,3 11,8 £ 0,83 0,9912

Jedino je pri velikim koncentracijama nitrata (y = 380 mg L) razgradnja za 13 % sporija u
odnosu na preostale (nize) koncentracije nitrata (y = 6 — 190 mg L) te 29,7 % sporija u
odnosu na razgradnju bez prisutnih nitrata. Bez obzira Sto su nitrati prisutni u razli¢itim
uzorcima voda i imaju vaznu ulogu u razgradnji farmaceutika, moze se zakljuciti da njihov
znacCaj nije toliko velik U razgradnji metoklopramida. To doprinosi veéem utjecaju izravne

nego neizravne fotolize.

4.2.1.4. Utjecaj klorida, bromida i sulfata na Kkinetiku fotoliticke razgradnje

metoklopramida

Znatno sporija fotoliticka razgradnja metoklopramida u morskoj vodi upucuje kako sastav
morske vode u tome ima znacajnu ulogu. Pretpostavka je da kloridi, bromidi ili sulfati, medu
najprisutnijim anionima u morskoj vodi, utje¢u na brzinu fotoliticke razgradnje pa je ispitan

njihov utjecaj.
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Najveca razlika u sastavu rije¢ne i izvorske u odnosu na morsku vodu, odnosi se na
koncentraciju klorida, sulfata i bromida, Sto je vidljivo u tablici 5. Kao Sto je prethodno
navedeno, za Kloridne ione poznato je da mogu imati viSestruku ulogu na fotokemijsko
ponasanje organskih zagadivala. Budu¢i da kloridni ioni zajedno s natrijevim ionima
(op¢enito) ¢ine priblizno 91 % svih iona prisutnih u morskoj vodi [293], vrlo je vjerojatno da
su upravo oni odgovorni za sporiju razgradnju metoklopramida. Upravo zato su sljedeci
eksperimenti obuhvacali ispitivanje utjecaja koncentracije kloridnih iona (y = 10 mg L%,
1000 mg L™ i 22 000 mg L ™). Rezultati ukazuju da kloridi smanjuju koeficijent brzine
fotoliticke razgradnje metoklopramida i time povecavaju vrijeme poluraspada (tablica 28. i

slika 18.P).

Tablica 28. Utjecaj klorida, bromida i sulfata na kinetiku fotoliticke razgradnje

metoklopramida (c, = 3,3-10 °mol L %)

Sastav vode Koncentracija k - 10° (min™) t1/; (Min) R?
MCP
(destilirana 3,3-10° mol L™ 76,3+22 9,1+0,26 0,9954
deionizirana voda)

10 mg Lt 65,1+1,0 10,7 £ 0,15 0,9633
kloridi 1000 mg Lt 32,3+2,1 215+14 0,9982
22000 mg Lt 45+ 0,06 152,9+1,93 0,9996
bromidi 66 mg L? 64,8 +0,7 10,7 £ 0,11 0,9883
sulfati 3200 mg Lt 749+1,3 9,26 £ 0,16 0,9883

Putovi razgradnje metoklopramida su: gubitak Kklora i hidroksilacija aromatskog prstena.
Pretpostavka je da kloridi usporavaju fotoliticku razgradnju zbog velikog suviska kloridnih
iona. Sporija solvoliza klora moguca je iz viSe razloga, budu¢i da nastanak radikalnih aniona
Cl," moze utjecati na nekoliko nac¢ina, primjerice: u prijenosu elektrona, oduzimanju vodika i
prijenosu halogenog atoma. Posljedi¢no, istraZzivanja pokazuju kako je fotokloriranje
aromatskih spojeva karakteristi¢cno za morsku vodu, a osim toga, mogu nastati i fotokemijske

specije Zeljeza i klora, te broma (npr. FeBr?*, FeCI*" itd.). One svojom reaktivno$éu mogu
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utjecati na fotokemiju metoklopramida. Na primjeru fenola pokazan je njihov utjecaj, pri

gemu FeBr?* moze apsorbirati i u vidljivom podrugju [172].

Osim kloridnih iona, ispitan je utjecaj sulfata (slika 19.P) i bromida (slika 20.P).
Ustanovljeno je da sulfati (y = 3200 mg L™*) ne utjetu na razgradnju (tablica 28.). Sukladno
tome, ionska jakost nije posebno razmatrana kao ¢imbenik koji bi utjecao na usporenje
razgradnje. Za razliku od sulfata, bromidi, s praktickog stajaliSta, imaju znacajnu ulogu u
razgradnji metoklopramida. Medutim, ono $to se uocava U prou¢avanju njihovog utjecaja nije
razgradnja metoklopramida nego transformacija. Prikaz nastajanja transformacijskog
produkta, pracenjem povrSine kromatografske krivulje, vidljiv je na slici 49.

0,05 -
0,04 - . ¢
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§ 0,02 |

0,01
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Slika 49. Nastanak transformacijskog produkta (TP) tijekom fotoliti¢ke razgradnje

metoklopramida, uz prisutnost bromidnih iona

Naime, kod identifikacije razgradnih produkata uocena je kromatografska krivulja duljeg
vremena zadrzavanja (tz = 12,178 min) nego za metoklopramid (t; = 10,704 min), Sto je
snimljeno na instrumentu visoke razluc¢ivosti (spregnutim kvadripolnim spektometrom masa s
analizatorom masa koji mjeri vrijeme leta, u farmaceutskoj tvrtki PLIVA). Spektar masa za
m/z = 344,0975 pokazuje izotopnu raspodjelu karakteristicnu za brom (slika 50.). U takvim

uvjetima dolazi do supstitucije broma klorom.
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Slika 50. Spektri masa za metoklopramid (m/z = 300,1475) i transformacijski produkt koji
sadrzi brom (m/z = 344,0975) te njegova pripadajuca izotopna raspodjela

4.2.1.5. Utjecaj hidrogenkarbonata na kinetiku fotoliti¢cke razgradnje metoklopramida

S obzirom na to da hidroksilni radikali ne utjecu na fotoliticku razgradnju metoklopramida,
pretpostavljeno je da ni hidrogenkarbonati nece utjecati na njegovu razgradnju. Pokazalo se
da hidrogenkarbonati usporavaju fotoliticku razgradnju metoklopramida. Ovaj utjecaj
znaajniji je tek pri velikim koncentracijama hidrogenkarbonata (y(HCO3) = 320 mg L™%)
(tablica 29. i slika 21.P).

Tablica 29. Utjecaj hidrogenkarbonata na kinetiku fotolitiCke razgradnje metoklopramida
(co=3,3-10"mol LY

Sastav vode Koncentracija k - 10® (min™) t/, (Min) R?
MCP
(destilirana 33-10 °mol L™ 76,3+2,2 9,1+026  0,9954
deionizirana voda)
25mg L™ 64,9+ 0,6 10,7+0,09  0,9965
hidrogenkarbonati 160 mg L * 59,9+0,1 11,6 £0,01 0,9982
320mgL™* 51,6 +0,6 13,4+0,02  0,9978
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Razlog sporijoj fotolitickoj razgradnji moze biti povecana vrijednost pH uslijed vece
koncentracije hidrogenkarbonata (pH = 7,17 za »(HCO3) = 25 mg L*, pH = 7,55 za
»(HCO3) =160 mg L™, pH = 8,26 za y(HCO5 ) = 320 mg L ™).

4.2.1.6. Utjecaj zeljezovih(l11) iona na Kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida

Zeljezovi(lll) ioni dodani su u otopinu metoklopramida kako bi se ispitao njihov utjecaj na
fotoliticku razgradnju metoklopramida u destiliranoj deioniziranoj vodi (tablica 30 i
slika 22.P).

Tablica 30. Utjecaj zeljezovih(Ill) iona na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida
(co=3,3-10mol L)

Sastav vode Koncentracija k - 10° (min™) t1/; (Min) R?
MCP
(destilirana 33-10°mol L™ 76,3+2.2 91+0,26  0,9954

deionizirana voda)

zeljezo(l1) 10mg L™ 1223+ 1,4 57+006  0,9996

Kao i za hidroksiklorokin, fotoliticka razgradnja metoklopramida ubrzana je zeljezovim(l1I)
ionima (y = 10 mg L ™). Nakon dodatka Zeljezovih iona u otopinu metoklopramida, zbog
hidrolize Fe(OH,)s®" iona, pH iznosio je 3,17. Rezultat ubrzane razgradnje mozZe biti pripisan
fotoreaktivnoj speciji Fe(OH)**. Zeljezovi(lll) ioni mogu kompleksirati s metoklopramidom,
a tome pridonose supstituenti (poput dusika na poduzem bo¢nom lancu te benzamidni prsten),
jer dolazi do pomaka apsorpcije svjetlosti prema vec¢im valnim duljinama. Zanimljivo je
primijetiti kako i metalni ioni takoder utjecu na fotoliti¢ku razgradnju farmaceutika. Posebno
je ovo znacajno za one farmaceutike koji ne sadrze kromoforne skupine, primjerice za

makrolide [177].
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4.2.2. Identifikacija razgradnih produkata i putovi razgradnje metoklopramida

Rezultat fotoliticke razgradnje metoklopramida moze se zamijetiti kao smanjenje njegove
koncentracije i nastajanje novih kromatografskih krivulja na kromatogramima tijekom i nakon
fotoliticke razgradnje metoklopramida. Na kromatogramu (slika 51.) vidljivo je kako nastali
razgradni produkti imaju kra¢a vremena zadrzavanja, Sto ukazuje da fotolizom nastaju
polarniji produkti.
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Slika 51. Kromatogram standarda metoklopramida i njegovih razgradnih produkata nastalih

nakon fotoliti¢ke razgradnje (vrijeme osvjetljavanja 5, 20 i 45 minuta)

Nakon utvrdivanja mogucih produkata fotoliticke razgradnje metoklopramida, uslijedila je
njihova fragmentacija. Fragmentni ioni dobiveni tehnikom ESI-MS/MS prikazani su u
tablici 31. Takoder, za dodatnu potvrdu upotrijebljen je i instrument visoke razluéivosti
(spregnuti kvadripolni analizator masa i analizator masa s vremenskim preletom iona (Q-
ToF)). Natemelju prikupljenih informacija, pretpostavljene su strukture nastalih razgradnih
produkata. U prilogu (slika 23.P) dan je i kromatogram razgradnih produkata
metoklopramida koji su nastali tijekom fotoliticke razgradnje pri pH = 11. U okviru ovoga
rada nije toliko relevantno koji razgradni produkti nastaju pri vrijednosti pH = 11, buduéi da
je pozornost usmjerena na prirodne vode (uobi¢ajeno u okolisu vrijednosti pH nisu vece

od 9). Ipak, za industrijske otpadne vode moZe biti korisno uociti nastanak veceg broja
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razgradnih produkata razli¢itih vremena zadrzavanja i (ve¢ih) masa (poput 454; 340,7; 397,3;
510,6). Nastali razgradni produkti mogu biti skloniji bioakumulaciji [294], uz pretpostavku da

su takvi produkti hidrofobniji zbog veéeg vremena zadrzavanja u odnosu na pocetnu

komponentu na koloni C18; stoga imaju i vece vrijednosti logKqw.
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Tablica 31. Rezultati HPLC-MS/MS analize metoklopramida i njegovih fotoliti¢kih

produkata
Kratica Strukture Vrijednosti Vrljeme_ Glavnl_fragmentnl
m/z zadrzavanja ioni
m/z
o CH,
cl N_ CHj - . 199
MCP H/\/ ~ 300,1472 16,674 min 209; 183; 100
H,N OCHj,
HO N_ CH . :
RP-1 :@5‘\”/\/ ~ 8 282,1810 3,124 min 209; 143
H,N OCH,4
OH O (CHS
RP-2 HOMHNNVCH3 283,1292 3,548 min 210; 143
H,N OH
OH O CHs
RP-3 CI]@ka/\/NVCHB 287 2,178 min 196; 214; 143
H,N OCH,

H
Cl N_ CH
RP-4 j@fkm/\/ ~TF 315 1,705 min 258; 298
H,N OCH,
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Na slici 52 prikazana je shema fragmentacije molekularnog iona metoklopramida (m/z = 300)
na kojoj se moze uoditi da se glavni fragmentacijski putovi odnose na gubitak alkilnih grupa

vezanih na dusikov atom i hidroksilaciju benzamidnog prstena.

S
el
o (g oH o ®
HO C\N_ _CHy ~. C AN CHs
N ’\\, S~ ."-. ‘. H
H .
N HoN OCHj P e
N R EE T
o | I/CH3 RP-1 Mr = 281

. . RP-2 Mr =315
Clxjdl\N/\:\:NvCHa hv
H . ]
H,N OCHj, N CHs

LY
"

K OH| O [
MCP Mr =299 Hojﬁ:;l)LN/\\/NVCHs N/\/ & C
H
H,N OH OCHa

i RP-3 Mr =283 RP-4Mr 287

o rCHS
Br N/\/ N vCH3
H
H,N OCH,

TP (samo u morskoj vodi)
Mr =343

Slika 52. Strukture metoklopramida i njegovih razgradnih produkata nastalih fotolitickom
razgradnjom pri 250 W m? tijekom 150 min osvjetljavanja u destiliranoj deioniziranoj vodi i

podru¢ju pH 4 -9

Na slici 52 prikazane su strukture uocenih razgradnih produkata, a na slici 24.P pripadajuci
spektri masa. Prvi produkt veée mase (m/z = 315) od mase pocetnog metoklopramida
(m/z = 300) odgovara produktu hidroksiliranja aromatskog prstena pocetne molekule
metoklopramida. Druga dva fotorazgradna produkta manje mase (m/z = 283 i m/z = 282) od
pocetne (m/z = 300) nastala su nukleofilnom supstitucijom klora i/ili metoksi-skupine
hidroksi-skupinom. Razgradni produkt RP-4 (m/z = 287) odgovara rezultatu hidroksilacije
benzamidnog prstena i dealkilacije etilne skupine na tercijarnom amino-ostatku. Evidentno je
da metoklopramid u uvjetima izravnog osvjetljavanja podlijeze reakcijama karakteristi¢énim za
fotokemiju supstituiranih aromatskih spojeva. Rezultat toga su hidroksilirani derivati
metoklopramida. Nakon fotoliticke razgradnje metoklopramida u destiliranoj deioniziranoj

vodi (vrijeme osvjetljavanja 60 min), provedena je ekstrakcija ¢vrstom fazom, poslije ¢ega je
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otopina uparena i koncentrirana. To je omogucéilo uocavanje sporednog razgradnog produkta,
m/z = 266, ¢iji se spektar masa moze vidjeti na slici 25.P. Prema izotopnoj raspodijeli, moZe se
uociti da navedeni razgradni produkt ne sadrzZi klor, $to znac¢i da nastaje fotodekloriranjem
metoklopramida. Takoder, na slici 52 navedena je i struktura transformacijskog produkta koji

nastaje u morskoj vodi kao posljedica nukleofilne supstitucije klora bromom.

Na slici 53 prikazani su profili nastajanja i razgradnje fotoprodukata metoklopramida.
MoZe se uociti da je nakon pocetnog povecanja (do 60 min) koncentracija RP-3 ostala stalna,

a RP-1 se polagano smanjivala.

2,0E+06 -
X Xy + RP-1 = RP-2
1,6E+06 - % y
= x RP-3 x RP-4
< 12E+06 -
<
8 (] ¢ ¢
o 8,0E+05 - .’ g .
o
4,0E+05 - '. X ¢ *
L™ X
.
0,0E+00 AT i T T T N T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
t (min)

Slika 53. Profili razgradnih produkata metoklopramida nastalih njegovom fotolickom

razgradnjom u destiliranoj deioniziranoj vodi tijekom 150 min na 250 W m™

Iz 'H NMR spektra koji je snimljen u CDCl; (slika 54.) vidljivo je kako je prisutan jedan
glavni spoj (prema slici 54 to bi mogao biti produkt RP-1 ili RP-3) i joS neki razgradni spoj u
tragovima. Broj signala, integrali i kemijski pomaci mogu se pripisati ili jednom ili drugom
razgradnom spoju. Za dodatnu potvrdu, provjerena je izotopna raspodjela te je utvrdeno da

nije prisutan klor i da se radi o produktu RP-1.
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Slika 54. 'H NMR spektar fotoliticke smjese metoklopramida u destiliranoj deioniziranoj

vodi nakon 150 min osvjetljavanja pri 250 W m 2

4.2.3. Odredivanje toksi¢nosti metoklopramida i njegovih fotolitickih produkata

Literaturnim pregledom uoceno je i da nema dostupnih saznanja o akutnoj toksi¢nosti
fotoprodukata metoklopramida, stoga je odredivanje akutne toksi¢nosti na bakterijama Vibrio
fischeri provedeno je s otopinama metoklopramida, sa smjesom metoklopramida i njegovih
razgradnih produkata te s razgradnim produktima. Rezultati odredivanja akutne toksi¢nosti

prikazani su u tablici 32.

Tablica 32. Prikaz luminiscencije prije i nakon provodenja 30 min testa za metoklopramid

(co=3,3-10"mol LY

Vibrio fischeri Standard  Uzorci tijekom fotoliticke razgradnje
Vrijeme
osvjetljavanja 0 min 10min 20 min  30min  45min 60 min 180 min

metoklopramida

% inhibicije 1,96 + 165 £+ -144+ 008 = 097 £+ 002 = 6,14 =
luminiscencije 1,69 1,72 2,38 0,24 2,43 0,02 1,23
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Metoklopramid nije, u odnosu na hidroksiklorokin i njegove razgradne produkte, niti u
jednom slucaju prouzrocio smanjenje luminiscencije. Tijekom mjerenja provedena je
korekcija na obojanost, jer fotolitickom razgradnjom metoklopramida dolazi do obojenja
otopine (slika 26.P). Prikupljeni rezultati ukazuju da metoklopramid i njegovi razgradni
produkti, pri mjerenim uvjetima, nisu toksi¢ni prema bakteriji Vibrio fischeri. Rezultati
ispitivanja citotoksi¢nosti 1 genotoksi¢nosti metoklopramida 1 njegovih fotorazgradnih
produkata na indukciju SOS-odziva S. typhimurium u test SOS/umu-c, uz metabolicku
aktivaciju (+S9) i1 bez prisutnosti (-S9) metaboli¢ke aktivacije prikazani su u tablici 33.
Ispitane standardne otopine metoklopramida, pri koncentracijama od 6,25 do 100 pug mL ™,

nisu citotoksi¢ne i genotoksi¢ne, kao ni njihovi fotoliticki produkti.

Tablica 33. Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti metoklopramida i njegovih

fotorazgradnih produkata

-S9 +S9
yugmL™) G =SD IR + SD G*+SD IR + SD
kontrola 0 1,00 + 0,07 1,00+0,08 1,00 +0,02 1,00 + 0,23
NQNO 05 (ugmL™?) 0,72 +0,08 6,17 + 1,10 - -
AFB1 5(ugmL?Y) - - 0,90 + 0,04 5,95 + 0,37
MCP 6,25 0,90 + 0,04 1,00+0,17 0,95+ 0,09 1,14+0,21
12,5 1,06 + 0,02 0,88+0,07  1,10+0,07 1,13 +0,34
25 1,04 + 0,04 090+0,12  1,04+0,04 1,06 + 0,18
50 1,00 + 0,04 1,07+0,19 0,96 +0,01 1,09 + 0,14
100 0,93 + 0,04 1,37+0,02  0,95+0,03 1,21 +0,16
MCP Vrijeme
(3,3:10° razgradnje G+ SD IR +SD G+SD IR +SD
mol LY (min)
0 1,01 +0,02 0,80+0,03  1,03+0,07 1,15+ 0,26
5 0,98 + 0,02 1,00+0,02 1,07 +0,05 1,03 0,20
10 0,97 + 0,05 1,07+0,03 0,98 +0,04 1,19+0,11
20 0,96 + 0,04 1,00+0,12  0,91+0,06 1,43 +0,09
30 0,96 + 0,06 081+0,16  0,86+0,05 1,25+ 0,14
45 0,91 + 0,10 1,21+0,12 0,87 +0,04 1,37 £0,24
60 0,98 + 0,03 0,94+008  0,88+0,03 1,30 + 0,29
180 0,97 + 0,02 1,05+0,13  0,91+0,05 1,33 +0,30
360 0,99 + 0,01 092+014  0,93+0,04 1,02 £0,20
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4.3. Razmatranja vezana uz ponasanje farmaceutika u okolisu

Rezultati ispitivanja abioti¢kih procesa pokazuju kako fotoliza ima vaznu ulogu u odredivanju
sudbine 1 ponasanja hidroksiklorokina i metoklopramida u razli¢itim prirodnim povrSinskim
vodama. Dok je s jedne strane fotoliza odgovorna za smanjenje njihove koncentracije,
hidroliza nema takvu ulogu, jer su oba farmaceutika hidroliticki stabilna. Budu¢i da
hidroksiklorokin pripada skupini derivata kinolina koji imaju postojana, toksi¢na,
kancerogena i teratogena svojstva [295], ekoloski gledano, postojala je vidna zabrinutost.
Medutim, hidroksiklorokin nije pokazao takva djelovanja, Sto je pozitivno za okolis, ali to i
dalje ne umanjuje potpuno njegovu potencijalnu Stetnost. Naime, dugotrajna izloZenost
farmaceuticima i pri niZim koncentracijama, moze dovesti do kroni¢nih problema koji ¢e u
konacnici nastetiti ljudskom zdravlju ili zdravlje drugih organizama odnosno okoliSu.
Metoklopramid je pokazao kako je izravna fotoliza izuzetno znacajan proces razgradnje kojim
ne nastaju citotoksi¢ni niti genotoksi¢ni produkti. Takoder, nastali produkti nisu, kao ni
metoklopramid, toksi¢ni prema bakteriji Vibrio fischeri. S obzirom na to da vrijednost pH
prirodnih voda u sloZzenim vodenim maticama najc¢esce varira u podrucju vrijednosti pH od 6
do 9 [296], ispitivanje utjecaja vrijednosti pH pokazalo se od izrazite vaznosti. Naime, uocena
je razlicita fotoreaktivnost hidroksiklorokina, ovisno u vrijednosti pH, a detektirani su cak i
razli¢iti razgradni produkti. Uz spomenuto, sastav matice pokazao se klju¢nim ¢imbenikom
koji utje¢e na postojanost hidroksiklorokina u okolisu. Dakle, neizravna fotoliza od posebne
je vaznosti, jer znacajno utjece na smanjivanje koncentracije hidroksiklorokina u okolisu. Za
nastale polarnije fotoprodukate moZe se pretpostaviti da bi mogli biti manje skloni
bioakumulaciji nego hidroksiklorokin. Metoklopramid je takoder pokazao da pH moze
utjecati, ali s prakticnog gledista, to je zanemarivo, jer je vrijeme poluraspada manje od 15

min, u svim slucajevima.

Vrijednost K,c moZe se procijeniti [297] ako je poznata vrijednost logKow, pa je tako za
hidroksiklorokin logKq. = 2,51, a za metoklopramid logKo: = 1,75. Prema reCenom, moZe se
pretpostaviti da ¢e hidroksiklorokin biti skloniji sorpciji na sediment i tlo. Na temelju manje
vrijednosti logK,: za metoklopramid, moze se pretpostaviti da ¢e njegova sklonost fotolitickoj
razgradnji biti izraZenija nego u sluc¢aju hidroksiklorokina. Uz spomenuto, potrebno je uzeti u
obzir i vrijednosti pK, hidroksiklorokina (pKa; = 8,27) i metoklopramida (pKa, = 9,4), jer je za
ocekivati da ¢e doprinos sorpcije biti jo§ veci u slucaju kada je pH + 1 od pripadajuce

vrijednosti pK, farmaceutika.
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Vi.

Vii.

viii.

Prva istraZzivanja pokazala su da niti metoklopramid, a niti hidroksiklorokin nisu
podlozni hidrolitickoj razgradnji u vodenom okolisu.

Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina i metoklopramida ispitana je u destiliranoj
deioniziranoj vodi, razli¢itim uzorcima prirodnih voda (izvorskoj, morskoj i rije¢noj),
i sintetskih otpadnih voda (otpadna voda farmaceutske industrije i komunalna otpadna
voda). U svim navedenim uzorcima razgradnja je slijedila reakciju pseudo-prvog reda,
osim za fotorazgradnju metoklopramida u morskoj vodi, gdje je uoceno da kinetika
razgradnje odgovara dvoeksponencijalnoj funkciji.

Rezultati ukazuju da je fotoliticka razgradnja znacajan put razgradnje metoklopramida
i hidroksiklorokina u vodenom okolisu.

Potvrdena je hipoteza istrazivanja prema kojoj: na ponaSanje izabranih farmaceutika u
okoliSu znatno utjece sastav matice uzorka vode. Sukladno tome, detaljno je ispitan
utjecaj pojedine matice na razgradnju pojedinog farmaceutika, Sto je povezano s
nastalim razgradnim produktima (procesima hidroksilacije, fotobromiranja).

Utjecaj vrijednosti pH pokazao se kao izrazito znacajan ¢imbenik koji ne samo da
utjee na brzinu fotoliticke razgradnje nego i na nastanak razliitih razgradnih
produkata kod fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina. Pokazano je da s porastom
vrijednosti pH raste i brzina fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina, te da je utjecaj
vrijednosti pH bilo potrebno provoditi u puferiranim otopinama.

Kod fotoliticke razgradnje metoklopramida pH takoder utjeCe na brzinu razgradnje
(vec¢a vrijednost pH dovodi do sporije razgradnje), ali je izravna fotoliza znacajniji
¢imbenik koji odreduje brzinu razgradnje. Osim toga, kod pH = 11 zamijeceni su
hidrofobniji fotoprodukti od samog metoklopramida pa bi mogli biti skloniji vecoj
bioakumulaciji nego metoklopramid.

Huminske Kkiseline, nitrati i Zeljezovi ioni odgovorni su za ubrzanje razgradnje
hidroksiklorokina, dok su kloridi, bromidi i sulfati odgovorni za smanjenje razgradnje.
Hidrogenkarbonati nisu utjecali na brzinu fotoliticke razgradnje, osim Sto njihovo
prisustvo utjece na povecanje pH pa je i razgradnja hidroksiklorokina indirektno brza.

U slucaju metoklopramida, huminske kiseline, nitrati, bromidi i1 kloridi usporavaju

razgradnju metoklopramida, dok su Zeljezovi(lll) ioni odgovorni za ubrzanje
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Xi.

Xii.

Xiii.

razgradnje. Hidrogenkarbonati usporavaju razgradnju metoklopramida zbog porasta
vrijednosti pH.

Odredeni su kvantni prinosi koji omogucuju usporedbu rezultata i odredivanje utjecaja
drugih ¢imbenika, poput: godisnjih doba, dubine vode itd.

Tijekom fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina odredeno je ukupno pet razgradnih
produkata (ovisno o vrijednosti pH), medu kojima su pojedini otkriveni prvi put.
Njegovi razgradni produkti nastali su kao rezultat hidroksilacije aromatskog prstena i
dealkilacije na amino-bo¢nom ogranku.

U slucaju metoklopramida odredena su Cetiri razgradna produkta (polarnija nego sam
metoklopramid), dok je u morskoj vodi odreden i transformacijski produkt, Koji
nastaje nukleofilnom supstitucijom klora bromom.

Procijenjena je toksi¢nost hidroksiklorokina i metoklopramida te nastalih smjesa
pojedinog farmaceutika s njegovim razgradnim produkatima, kao i smjesa razgradnih
produkata. Prema testu SOS/umu-c ni hidroksiklorokin ni metoklopramid i njihovi
razgradni produkti nisu genotoksi¢ni.

Nastali razgradni produkti nisu pokazali akutnu toksicnost s Vibrio fischeri, osim Sto

su razgradni produkti hidroksiklorokina pokazali blagu inhibiciju.

Prema prethodno navedenim saznanjima, moze se zakljuciti da Suncevo zracenje ima
izrazito vaznu ulogu u odredivanju sudbine 1 ponasanja hidroksiklorokina i
metoklopramida u vodenom okoliSu. Dakle, doprinos fotolize kao abiotic¢kog procesa na
oba farmaceutika vodama od presudne je vaznosti za njihovu nepostojanost. Prije nego li
neki lijek izade na trziSte, predstoje brojna ispitivanja, kao i ona vezana uz ispitivanje
utjecaja na okoliS. Moze se samo pretpostaviti kako bi metoklopramid i hidroksiklorokin
mogli imati prednost u uporabi pred drugim farmaceuticima jednakih farmakoterapijskih
djelovanja. Naime, Svedska je bila prva drzava koja je 2005. omoguéila lije¢nicima da
prepisuju lijekove s najmanjim moguéim utjecajem na okolis. Takoder, i Francuska
preporucuje uporabu onih farmaceutika koji pokazuju nisku: postojanost, bioakumulaciju i
toksi¢nost. Na temelju provedenih istraZzivanja o utjecaju abiotickih procesa na
farmaceutike hidroksiklorokin i metoklopramid te procjene toksi¢nosti, moze se
pretpostaviti da bi oba farmaceutika mogla biti ekoloski prihvatljivi spojevi u okolisu,
posebno metoklopramid.
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7. PRILOZI

Tablica 1.P  Asignirane asporpcijske vrpce huminskih kiselina

Valni broj (cm™) Asignacija

3409 - 3607 OH istezanje karboksilne, fenolne i alkoholne skupine, N—H istezanje
(manjeg inteziteta)

2920; 2849 Vrpca alifatskog CH istezanja

1735 C=0 istezanje karboksilne skupine

1597 C=C istezanje aromatskog prstena (vibracije kostura)

1462; 1410 C—H asimetri¢no savijanje CHs skupine

1372 Simetri¢no C=0 istezanje karboksilne skupine,

C—OH istezanje fenolne skupine and COO. asimetri¢no istezanje

1243 C—O istezanje fenola, estera i arilnih etera
1118 - 1099 C—O0 istezanje sekundarnih alkohola i/ili etera
1021 C—O istezanje ugljikohidrata
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Tablica 2.P Prikaz validacije metode HPLC-PDA za praéenje razgradnje hidroksiklorokina

N Rezultat
Izvedbena Kriterij Koncentracija (destilirana .
. . . .. . . Zadovoljava
znacajka prihvatljivosti (mol LY deionizirana;
izvorska voda)
Spec1ﬁcnost, DA: DA
selektivnost
za radno
Linearnost R?>0,995 podrugje 0,9973; 0,9985 DA; DA
33.10° (1,3; 2,8) % DA; DA
Ponovljivost RSD < 10 % 1,2-10° (4,3;4,8) % DA; DA
c(molL™)
90107 (5,3;15,5) % DA; NE
33-10° (11,6; 4,0) % DA; DA
Medupreciznost ¢ | - ooy 1594 1,2-10° (21,6; 3,7) % NE; DA
(mol L)
9,0-10"7 (10,2; 11,5) % DA; DA
33-10° (97,9) % DA
Iskoristivost 90 - 110 % 1,210 (96,9 ) % DA
9,010 (121,6;) % NE
: N 7,64 -10°%;
Granica detekcije podatak - 172107 podatak
Granica 2,55-107;
e . datak - ’ 4 datak
kvantifikacije pocata 5,76 - 10’ podata
LOQ -
3,0-107;
Radno podrudje podatak - LOO - podatak
30-10°
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Tablica 3.P Prikaz validacije metode HPLC-MS/MS za pracenje razgradnje metoklopramida

N Rezultat
Izvedbena Kriterij Koncentracija (destilirana Zadovoliava
znacajka prihvatljivosti (mol L) deionizirana; )
izvorska)
Specifi¢nost, DA: DA
selektivnost ’
—6
zaradna (LOQ-251-10°7) DA; DA
: > .. 0,9992; 0,9984
Linearnost R“>0,995 podrucja 5
(LOQ-3,30-107) DA: DA
0,9975; 0,9991 ’
1,84 -107° (2,51; 1,70) % DA; DA
PONOVIVOSt | oo < 1006 7,52 10° (3,29; 1,70) % DA; DA
c(molL™)
3,01-10 (5,62; 6,29) % DA; DA
1,84 -10°° (3,08; 2,54) % DA; DA
Medupreciznost | popy 1505 752.10°° (3,87: 2,17) % DA: DA
c(mol L)
3,01-107 (4,86; 6,38) % DA; DA
1,84 -10° (108,13) % DA
90-110%
Iskoristivost (izvorska 7,52-10° (100,71) % DA
voda) -
3,01 - 10 (97,91) % DA
Granica 1,73 -10°%;
detekcije podatak 2,04.10° podatak
Granica 5,23 -10°%;
e datak ' g datak
kvantifikacije pocata 6,18 - 10°® podata
Radno LOQ-3,3-10;
tak _ tak
podrugje podata LOQ-33-10° podata
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!

Slika 1.P Fotoliticka razgradnja hidroksiklorokina za vrijeme sun¢anog dana pod utjecajem

prirodnog Sunceva zracenja

t (h)
4

0 10 20 30 0 50 60

*pH4
mpH7
pH9

Slika 2.P Utjecaj pocetne vrijednosti pH na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina
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=)
o1
1

In (c/cy)
=
($)]

3 6 9 th 12 15 18 21

-3,5 -

+ HA (15 mg/L)
A HA (15 mg/L) s IPA

Slika 3.P Utjecaj izopropanola (IPA) (c = 25 mmol L™) na kinetiku fotoliticke razgradnje

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

S (300-360 nm) (%)

hidroksiklorokina s huminskim kiselinama

10 15 20 25 30 35
c (HA) (mg L)

Slika 4.P Odnos izmedu faktora zasjenjenja i koncentracije huminskih kiselina
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3 6 t) o 12 15

< nitrati (6 mg/L)

e nitrati (95 mg/L)
= nitrati (190 mg/L)
+ nitrati (380 mg/L)

x HCQ u destiliranoj
deioniziranoj vodi

Slika 5.P Utjecaj koncentracije nitrata na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina

t(h)
9 12 15 18 21

¢ nitrati (190 mg/L)

A nitrati (190 mg/L) s
25 mM IPA

= nitrati (190 mg/L) s
100 mM IPA

Slika 6.P Utjecaj dodatka izopropanola na kinetiku fotoliticke razgradnje

hidroksiklorokina s nitratima
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9 th 12

15 18 21

e kloridi (10 mg/L)
4 kloridi (1000 mg/L)

= kloridi (22000 mg/L)

In (c/cy)

+ HCQ u destiliranoj
deioniziranoj vodi

-1,2 -

Slika 7.P Utjecaj klorida na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina

t (h)
0 3 9 12 o ' .
0 ‘ | | | |
02 -
23
—~ -0’4 )
S
o 06 -
= 9 > bromidi (66 mg/L) :
-0,8 - « sulfati (3200 mg/L)
-1 - + HCQ u destiliranoj
L deioniziranoj vodi

Slika 8.P Utjecaj bromida i sulfata na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje hidroksiklorokina
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t (h)
0 3 6 9 12 15 18 21
-2 + hidrogenkarbonati (25 mg/L)
\\; 3 - = hidrogenkarbonati (160 mg/L )
o=
4 » hidrogenkarbonati (320 mg/L )
x HCQ u destiliranoj deioniziranoj
-5 vodi
-6 -

Slika 9.P Utjecaj hidrogenkarbonata na kinetiku fotoliticke razgradnje hidroksiklorokina

0 05 1 15t 25 3

0 T T T 1
+HCQ + hidrogenkarbonati (25 mg/L)
0.5 7 HCQ+ hidrogenkarbonati (160 mg/L)
1 HCQ + hidrogenkarbonati (320 mg/L)
—~ = HCQ bez hidrogenkarbonata
S 15 -
=
-2 -
-2,5 -
-3

Slika 10.P Utjecaj hidrogenkarbonata na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje hidroksiklorokina u

puferiranim otopinama
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0 2 4 6 t() s 10 12 14
0
-0,5
~ -1 + HCQ u destiliranoj
O . .. - -
S deioniziranoj vodi
= .15 = Zeljezovi(lll) ioni (10 mg/L)
-2 -
-2,5 -

2] 145

&

[X=F 172
24T

64
0.2 s |
o n JJ_A.\A._._HM._,.L Lisa' b J"- ». — a ——
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Slika 12. P Spektri masa za detektirane razgradne fotoprodukte hidroksiklorokina u pozitivnom
nacinu rada (a, b pH =4, 18 h osvjetljavanja; ¢ za 36 h osvjetljavanja ; d, e za pH = 9 nakon 10

min osvjetljavanja; Xe svjetiljka, 500 W m™)

UTJECAJ ABIOTICKIH PROCESA NA FARMACEUTIKE U VODENOM OKOLISU 157



PRILOZI

t (min)
0 5 10 15 20 25 30 35
0 T T T T T T 1
¢ destilirana deionizirana voda
_0’5 i
m jzvorska voda
S - X rije¢na voda
L
=
_1’5 i
_2 .
-2,5 -

Slika 13.P Prikaz fotoliticke razgradnje metoklopramida u destiliranoj deioniziranoj,

izvorskoj i rijecnoj vodi

t (min)

70

In (c/cy)

Slika 14.P Utjecaj vrijednosti pH na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida u

puferiranim otopinama
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Slika 15.P Apsorpcijski spektri metoklopramida pri razli¢itim vrijednostima pH
(co=33-10"mol L™}, b=1cm)
0 10 g0 t(min) 54 40 50
01 a
0,4 -
-0,9 -
S a4
=)
= L9 + huminske kiseline (30 mg/L)
- = huminske kiseline (15 mg/L)
24 huminske kiseline (5 mg/L)
’ huminske kiseline (1 mg/L)
29 xbez huminskih kiselina

Slika 16.P Utjecaj huminskih kiselina na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida
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=
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Slika 17.P Utjecaj nitrata na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida
t (min)
0 20 40 60 80 100 120 140
0 %
-0,5 -
—~ -l Il
S -
S + kloridi (2,2%)
£ -15 -
= kloridi (1000 mg/L)
-2 Kloridi (10 mg/L)
. bez klorida
-2,5 -

Slika 18.P Utjecaj klorida na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida
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Slika 19.P Utjecaj sulfata na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida

t (min)
0 5 10 15 20 25 30 35
0 #
-0,5 - + bromidi (66 mg/L)
1 = bez bromida
oy
"=
= -15 -
-2 -
-2,5 -

Slika 20.P Utjecaj bromida na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida
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0 5 10 15 20 25 30 35
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0.4 - = hidrogenkarbonati (160 mg/L)
09 hidrogenkarbonati 25 (mg/L)
e bez hidrogenkarbonata
314 -
£
-19 -
24 - *
-2,9 -

Slika 21.P Utjecaj hidrogenkarbonata na kinetiku fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida

t (min)

25 30 35

« zeljezovi(ll) ioni
(20 mg/L)
= bez zeljezovih(lll) iona

Slika 22.P Utjecaj Zeljezovih(III) iona na kinetiku fotoliticke razgradnje metoklopramida

UTJECAJ ABIOTICKIH PROCESA NA FARMACEUTIKE U VODENOM OKOLISU 162



PRILOZI

«io 2 [FTICScan pH11SPEmCp.d

Hp

0.14

0.4

0.0

o
T

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 23.P Kromatogram fotoliticke razgradnje metoklopramida nakon 60 min osvjetljavanja
s Xe svjetiljkom na 250 W m 2 pri pH = 11 snimljen nakon provedene ekstrakcije &vrstom
fazom zbog prekoncetriranja uzorka (50 mL uzorka propusteno je kroz sorbens C18 te je 20
mL metanola koriSteno kao eluens). Nakon uparavanja na rotacijskom isparivacu pri 25 °C,

uzorak je otopljen u 1 mL metanola i snimljen na instrumentu HPLC-MS/MS
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Slika 24.P Spektri masa snimljeni na instrumentu HPLC(ESI)-MS/MS u svrhu identifikacije

razgradnih produkata metoklopramida (a-e)
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Slika 25.P Spektar masa visoke razlucivosti (to¢nosti) razgradnog produkta metoklopramida

snimljenog na instrumentu Q-ToF

Slika 26.P Primjer promjene boje otopine metoklopramida nakon fotoliticke razgradnje iz

bezbojne (prije razgradnje) u Zuto-smedu (nakon 60 min razgradnje)
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