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Sazetak

SAZETAK

Demografski rast stanovnistva, Sirenje urbanih sredina, razvoj industrije te
ubrzani nadin zivota, pokretacke su sile za povecanu upotrebu i proizvodnju
farmaceutika. Razliciti su izvori njihova dospijevanja u okolis, a uslijed abiotickih i
bioti¢kih djelovanja mogu promijeniti svoju prvotnu strukturu. Potrebno je pratiti
koncentracije farmaceutika u okoliSu te standardnim metodama odredivati njihov
utjecaj na izlozene organizme. Makrolidni se antibiotici navode kao Stetni po okoli§
uslijed velike potros$nje i duljeg zadrzavanja u okolisu. U svrhu uklanjanja
farmaceutika iz okoliSa, proucavaju se razni postupci, N0 Sve zastupljenije postaje
iskoriStavanje enzimatske sposobnosti mikroorganizama za njihovo uklanjanje. U
ovome je radu provedena procjena utjecaja makrolidnog antibiotika eritromicina na
bakterijsku kulturu Pseudomonas putidu izoliranu iz otpadne farmaceutske vode.
Testovi toksi¢nosti provedeni pomocu bakterije Vibrio fischeri svrstavaju eritromicin
kao slabo toksi¢nu tvar uz moguéi rizik po okoli§. Istrazivan je potencijal
biorazgradnje eritromicina bakterijskom kulturom P. putidom s obzirom na rezultate
testova osjetljivosti koji su pokazali otpornost kulture na raspon koncentracija
eritromicina 0,2-2000 mg L™. Nakon uzgoja stanica baktrerijske kulture na Tryptic
Soy Broth-u, pracena je aktivnost enzima esteraze u uvjetima bez i uz dodatak 0,2 mg
L™ i 200 mg L™ eritromicina. Aktivnost enzima je rasla bez obzira na koncentraciju

eritromicina, ali su pri 200 mg L™ uo&ene morfoloske promjene stanica P. putide.

Kljuéne rijec¢i: eritromicin, Pseudomonas putida, Vibrio fischeri, Tryptic Soy Broth,

esteraza



Summary

SUMMARY

Demographic growth of population, urbanization, industrialization and hectic
lifestyle are driving forces for increasing utilization of pharmaceuticals and their
production. There are different sources of their entry into the environment and due to
abiotic and biotic activity their primary structures can be changed. It is necessary to
control concentration of pharmaceuticals in the environment and determine their
impact on exposed organisms by standard methods. Macrolide antibiotics are harmful
for the environment due to their large consumption and longer environmental
persistence. In order to remove pharmaceuticals from the environment, different
processes are being researched with emphasis on enzymatic capability of
microorganisms. In this study, assessment of the macrolide antibiotic erythromycin on
bacterial culture Pseudomonas putida isolated from pharmaceutical wastewater was
investigated. Bioassays conducted with bacteria Vibrio fischeri classified
erythromycin as low toxic substance with possible risk for the environment.
Biodegradation potential of erythromycin with bacterial culture Pseudomonas putida
was investigated with susceptibility tests which indicated the resistance of bacteria at
range of erythromycin concentration from 0.2 to 2000 mg L™. After cultivation of
bacterial culture on Tryptic Soy Broth, activity of enzyme esterase was determined in
conditions without and with addition of 0.2 mg L™ and 200 mg L™ of erythromycin.
Activity of enzyme increased regardless of erythromycin concentration, while

morphological changes of P. putida were noticed at 200 mg L™ of erythromycin.

Key words: erythromycin, Pseudomonas putida, Vibrio fischeri, Tryptic Soy Broth,

esterase
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1. Uvod

1. UvOD

Farmaceutici, sredstva za osobnu higijenu, kao i mnogi drugi sintetski
proizvodi promijenili su dana$nji nadin Zivota.! Porastom broja stanovnika,
industrijalizacijom i urbanizacijom povecava se potreba za njihovim koriStenjem. Iako
pridonose modernom nacinu zivota, odnosno visokoj kvaliteti Zivota, porastom
proizvodnje i povecane upotrebe farmaceutika dolazi do oneciS¢enja okoliga.?
Dokumentiran je njihov pronalazak u povrSinskim, podzemnim, ali i pitkim vodama te
sedimentu i tlu.*® Tako koncentracije farmaceutika u okolisu >’ iznose nekoliko ng L™
ili pg L*, uslijed njihovog kontinuiranog dospijevanja u okolis, poveéava se
izloZenost organizama u okoliSu zbog ¢ega moze do¢i ozbiljnih posljedica po ljudsko
zdravlje i okolis.®®

Saznanja o eckotoksikoloskim 1 subletalnim utjecajima farmaceutika na
organizme u tlu i u vodi jo$ nisu do kraja istrazena pa je nuzno sagledavanje njihova
utjecaja na organizme u okolisu.'® Navedeno je zakljuceno na temelju projekata koje
je provela Europska komisija na temu farmaceutika u okolisu, no kao veliki problem
prepoznato je one&idéenje i voda i tla farmaceuticima.'* S obzirom na Environmental
Risk Assessment, ERA, dva su gledista za farmaceutske proizvode: rizik i Stetnost.
Prema rizicnosti, identificiraju se produkti i proucava se sudbina 1 utjecaji
farmaceutika u okolisu prema OECD smjernicama. Naglasak na intrizi¢na svojstva
farmaceutika promatra se s gledista Stetnosti, a ukazuje na njihova svojstva: otpornosti
na razgradnju, potencijal bioakumulacije 1 toksi¢nosti. Stoga, farmaceutici ne bi
trebali biti ispusteni u okolig.™

Razni su izvori dospijevanja farmaceutika u okoli$ne sastavnice, a najcesée su
to kompleksni sustavi, medu koje se ubrajaju i otpadne vode iz farmaceutske
industrije. Prema Pravilniku,> moraju se zadovoljiti propisane grani¢ne vrijednosti
emisija otpadnih voda. Da bi se one postigle, upotrebljava se bioloska obrada s
obzirom na jednostavnost izvedbe, isplativost te uéinkovitost.”*** Biorazgradnja se
smatra kao najvazniji proces uklanjanja velikog broja ksenobiotika, ukljucujuéi i
farmaceutike. Mikroorganizmi su vazni razgradivaci organske tvari jer na taj nacin
osiguravaju hranjive tvari za druge organizme u hranidbenom lancu. Stoga se navode
kao vitalni za odrZzavanje funkcionalnosti ekosustava.'® Promjene u sastavu

mikroorganizama povezane su s promjenama u ekosustavu, jer su esencijalni kako za



1. Uvod

funkcioniranje, tako 1 za kvalitetno stanje prirodnog ekosustava. Okolisni
mikoorganizmi su veliki izvor genetske raznolikosti i metabolitickih sposobnosti, a
prisutnost farmaceutika u okoli$u moze utjecati na njihov sastav i aktivnost.*® Sudbina
farmaceutika u tlu ili vodi ovisi o brojnim ¢imbenicima, poput fizikalno-kemijskih
svojstava, okoliSnith  ¢imbenika 1 klimatskih uvjeta te vrsti  prisutnih

mikroorganizama.'>*°

Mikroorganizami imaju sposobnost brze prilagodbe na
novonastale uvjete te posjeduju brojne enzime pomocéu kojih mogu ukloniti
oneciS¢ujuce tvari.

U ovom radu je ispitana toksi¢nost makrolidnog antibiotika eritromicina
pomoc¢u bioluminiscentne bakterije Vibrio fischeri te utjecaj istog antibiotika na

bakterijsku kulturu Pseudomonas putidu izoliranu iz farmaceutske otpadne vode.
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2. OPCI DIO

2.1. Farmaceutici u okoliSu

U vodenim sustavima pronalaze se sredstva za higijenu koja se svakodnevno
koriste, a u znanstvenoj literaturi farmaceutski i kozmeticki proizvodi poput krema,
parfema, gelova, Sampona, losiona, zajedno su obiljezeni kraticom PPCPs —
Pharmaceuticals and Personal Care Products (slika 2.1.).2**" Posljednjih tridesetak
godina zabrinutost znanstvenika izaziva sve CeS¢i pronalazak farmaceutika u
okolisu."® Farmaceutici su tvari sa specificnom biologkom aktivno$éu koje se koriste
u humane i u veterinarske svrhe za lijeCenje i prevenciju bolesti te poboljSanje
zdravstvenog i fizioloskog stanja tijela.>>'® Prema terapeutskoj svrsi dijele se na
analgetike, antibiotike, antiepileptike, antineoplastike, antidepresive, beta blokatore,
komponente koje djeluju na endokrini sustav te na dodatke prehrani (vitamini, dijetni

proizvodi).»"®

A

PPCPs -
Pharmaceuticals
and Personal
Care Products

I

Sredstva za

FEITECELIIE osobnu higijenu

] | ]
Kozmeticki

Ljudska \eterinarska proizvodi (kreme,

upotreba upotreba parfemni, gelovi,

Samponi, losioni)

Slika 2.1. Prikaz podjele PPCPs-a, Pharmaceuticals and Personal Care Products.

Na trziStu postoji od 5000 do 10000 razli¢itih formulacija lijekova po
pojedinim zemljama, a u svijetu se, prema nekim procjenama, za humanu medicinu
koristi oko 4000 aktivnih djelatnih tvari ¢ija godiSnja proizvodnja iznosi vise od
100000 tona.™* Samo u Velikoj Britaniji koristi se vise od 3000 djelatnih tvari, dok se
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2. Opdi dio

u Europskoj uniji koristi oko 26 % djelatnih tvari postoje¢ih na svjetskom trzistu.’
Farmaceutski proizvodi su molekule sastavljene od aktivne djelatne tvari, API, eng.
active pharmaceutical ingredient, i pomo¢nih tvari, eng. excipients. Pomo¢ne tvari se
dodaju u svrhu unaprijedenja proizvodnje, poboljSanja stabilnosti i kontrole opustanja
lijeka te pristupacnosti lijeka pacijentima. Neke od njih su primjerice pigmenti, boje,
Seceri, antioksidansi, anorganske soli.*® API su kompleksne bioaktivne, antropogene
molekule s razli¢itim fizikalno-kemijskim i bioloskim djelovanjima, dobivene
organskim i bioloskim sintezama.”*® Klju&an su dio lijeka koji ima ulogu lije¢enja i/ili
prevencije od bolesti te poboljanja zdravstvenog stanja.®> Proizvode se tako da bi u
niskim koncentracijama, uslijed bioloske aktivnosti, bile djelotvorne u ljudskom
organizmu.

Prva znanstvena upozorenja o bioloskim ucincima lijekova u okolisu
objavljena su pocetkom devedesetih godina proslog stolje¢a kada su znanstvenici

1317 Takva patoloska feminizacija

uocili masovnu pojavu feminiziranih riba muzjaka.
povezana je s djelovanjem sintetskog estrogenog hormona koji se Kkoristi za
kontracepciju. Navodi se da 17-a-etinilestadiol utjee na reproduktivni ciklus riba pri
koncentraciji od 4 ng L™.%® Daljnja potvrda da lijekovi zaista dovode do ekoloskih
katastrofa bio je nestanak supova na indijskom potkontinentu uslijed djelovanja
diklofenaka.™** U vodama su otkriveni i lijekovi poput antiepileptika karbamazepina,
zbog kojeg se naglo smanjila populacija vodenih kukaca te antidepresiva, kao §to je
fluoksetin koji nepovoljno utjee na mrijeStenje ékoljaka.13

Farmaceutici se svrstavaju u posebnu skupinu prioritetnih oneciséujucih tvari,
eng. emerging contaminants, ECs.>?® Takve onecidéujuée tvari definiraju se kao tvari
sintetskog ili prirodnog podrijetla koje su prisutne u okoliSu i imaju potencijal
uzrokovati negativne posljedice po ljudsko zdravlje ili organizme u okoliSu.
Antibiotici 1 hormoni su klasificirani kao ECs zbog njihove ucestalosti u okolisu,
nedovoljnog poznavanja ekoloSkog utjecaja 1 zbog manjka zakona koji kontroliraju
njihova ispustanja.'*®

Europska je komisija 2015. godine utvrdila popis tvari za koje je potrebno
pracenje diljem Unije u podrucju vodnog gospodarstva u skladu s Direktivom
2008/105/EZ Europskog parlamenta i Vije¢a.”® Tvari su svrstane po svojim CAS
brojevima (Chemical Abstracts Service — Sluzba za podatke o kemijskim tvarima) i

EU brojevima te je Komisija utvrdila moguc¢e metode analize uvrStenih tvari, kako je

prikazano u tablici 2.1.



2. Opdi dio

Tablica 2.1. Popis tvari koje su uvrstene na tzv. ,,watch listu®.

Najveca
Naziv tvari/ . . Indikativna prihvatljiva granica
skupine tvari CAS broj EU broj metoda analize detekcije metode
(ng L)
SPE velikog
Etinilestradiol 17- 57-63-6 200-342-2  volumena— LC- 0,035
alfa (EE2)
MS-MS
Estradiol 17-beta 50-28-2,
(E2) 200-023-8 SPE-LC-MS-MS 0,4
X 53-16-7
estron (E1)
Diklofenak 15307-86-5 239-348-5 SPE-LC-MS-MS 10
2,6-diterc-butil-4- 128-37-0 204-881-4 SPE-GC-MS 3160
metilfenol
. . SPE-LC-MS-MS ili

2-etilheksil-4- 5466-77-3  226-775-7 6 000
metoksicinamat GC-MS
Makrolidni 114-07-8 204-040-1
antibiotici—
eritromicin, 81103-11-9 / SPE-LC-MS-MS 90
klaritromicin, 83905-01-5  617-500-5
azitromicin

2032657 2179012 o o MOMSH 10
Metiokarb GC-MS
Neonikotinoidi SPE-LC-MS-MS 9
Oksadiazon 19666-30-9 243-215-7 LLE/SPE-GC-MS 88

LLE/SPE-GC-MS

Tri-alat 2303-17-5 218-962-7 670

ili LC-MS-MS

Na razini EU dostupne informacije ukazuju na to da bi uvrStene tvari mogle
predstavljati znatan rizik za vodeni okolis§ ili znatan rizik koji se putem okolisa, nakon
njihova ulaska, prenosi te su na temelju toga i svrstane na ,,watch listu®. Pracenjem
tvari s popisa trebali bi se dobiti visokokvalitetni podaci o njihovim koncentracijama
u vodnom okoliSu, koji su prikladni za procjenu rizika na kojima se i temelji
utvrdivanje prioritetnih tvari. Potrebno je istraZivati rizik pojedina¢nih komponenti,
ali nadasve, i smjese jer se farmaceutici u prirodi nalaze u kompleksnim smjesama,
tzv. matricama.® Granica detekcije onegis¢ujuéih tvari prema navedenim metodama,
trebala bi biti barem jednako niska kao i koncentracija svake tvari u odgovaraju¢em

mediju, a ispod koje se ne ocekuju Stetni ucinci. Do sada koristene metode detekcije
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2. Opdi dio

su tekucinska i plinska kromatografija s masenom spektroskopijom te ekstrakcija
(SPE),27’28 ali istrazuju se i1 naprednije metode detekcije zbog ogranicenosti postojecih.
U predvidanju kemijske sudbine lijekova u okoliSu i za razumijevanje reakcijskih
mehanizama transformacija primjenjuje kvantnokemijski pristup."’ Kako bi se
globalni problem oneci$¢enja otpadnih i pitkih voda lijekovima i njihovim razgradnim
produktima pokusao rijesiti, u novije se vrijeme pristupa s glediSta farmakoekologije.
Farma-ekologija ili farmakoekologija, pretpostavlja interdisciplinaran pristup
toksikologa, kemicara, farmaceuta, lijecnika, ali i sociologa u rjeSavanju oneciSéenja
okolisa uzrokovano sve ve¢om potroSnjom lij ekova.’

Problematika lijekova u okoliSu postala je dio sluzbenih izvjestaja krovnih
medunarodnih institucija koje brinu o zdravlju ljudi, Svjetske zdravstvene
organizacije, SZO, i Europske agencije za okoli§, EEA.'" Direktive Europske unije
ukljucuju EU Sewage Sludge Directive 86/278/EEC, The Bathing Water Directive
2006/7/EC i The Dangerous Substances Directive 2006/11/EC.° Ulaskom u Europsku
uniju, Republika Hrvatska je uskladila svoje zakone s EU direktivama. Farmaceutski
se otpad ubraja u opasni medicinski otpad, a obveze vezano za gospodarenje
medicinskim otpadom propisane su Zakonom o odrzivom gospodarenju otpadom.
(94/13) i Pravilnikom o gospodarenju medicinskim otpadom (NN 50/15). Takvim se
otpadom smatraju svi lijekovi 1 tvari, ukljucujuéi i njihovu primarnu ambalazu, koji su
postali neupotrebljivi zbog isteka roka valjanosti, prolijevanja, rasipanja, pripremljeni
pa neupotrebljeni ili se ne mogu koristiti zbog drugih razloga.?® Prema podacima iz
2015. godine, farmaceutski se otpad uglavnom izvozi na zbrinjavanje, a manjim se
dijelom zbrinjavanje obavlja u postrojenjima ovlaStenima za oporabu i/ili zbrinjavanje
opashog otpada spaljivanjem.? Sto se tice otpadnih voda iz farmaceutske industrije i
procjednih voda s odlagaliSta otpada, maksimalno dopustene koncentracije propisane

su prema Pravilniku*? koji je donesen temeljem Zakona o vodama (14/14).

2.1.1. Testovi toksiénosti

Studije pokazuju da vecina farmaceutika koja se koristi za ljudsko zdravlje
biva izlu¢ena u vodeni okolis. Tako su pronadeni u okoliSu u niskim koncentracijama,

njihovo kontinuirano dospijevanje u okoli§ predstavlja ekoloski problem globalnih
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razmjera. Razli¢ito se ponaSaju u okoliSu, no predvida se da se u vodenim
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sustavima mogu ponaSati kao postojane molekule s akutnim utjecajem na neciljane
organizme. Monitoring vodenih medija omogucava pronalazak i identifikaciju
prisutnih molekula, a biotestovi su koristan alat koji daju uvid u bioloski ucinak
antibiotika na organizme.®

Biotestovi su standardizirani testovi koji se provode na organizmima izlazuci
ih toksicnim molekulama kako bi se odredio njihov bioloski i ekoloski rizik/utjecaj.
Veéina podataka vezana za toksi¢nost farmaceutika tice se akutnog ucinka na
organizme. Zakonski koncept ERA bazira se na provodenju setova kratkotrajnih
ekotoksikoloskih testova provedenih na tri do Cetiri razlicite vrste organizama. Testni
organizmi su reprezentativni organizmi hranidbenog lanca definirani prema OECD
uputama.®** Biotestovi se mogu provoditi s algama, cijanobakterijama, ra¢iéima
Daphnia magna, biljkama, ribama, miSevima. Ovisno o vremenu izlaganja, moze se
odrediti utjecaj molekula na organizme: akutni - izloZenost traje u minutama (5, 15,
30 min) ili kroni¢ni - izloZenost traje satima/danima (24, 48, 96 h).

Postoje dvije strategije testova: light-off i light-on. U light-off se ubrajaju
testovi mjerenja bioluminiscencije. Biotestovi koji se temelje na smanjenju
bioluminiscencije Siroko su koriSteni za ispitivanje toksi¢nosti pojedinacnih
kemikalija, smjese kemikalija i uzorke iz okoliSa. Prednosti su im jednostavnost
provedbe, osjetljivost 1 brzina jer izloZzenost uzorka traje 15 do 30 minuta. NajceSce
koriStene bakterije za provedbu testova bioluminicencije su Vibrio fischeri, Vibrio
harveyi i Pseudomonas fluorescens. Prema HRN EN ISO 11348-3:2010, test s V.
fischeri je standardizirani test za odredivanje kvalitete vode. Koristi se u raznim
zemljama kako bi se istrazila toksi¢nost molekula, ali primjerice i otpadnih tokova s
odlagalista otpada, na bioluminiscenciju bakterij a. 3%

Vibrio fischeri su Gram negativne, pokretljive, Stapicaste, morske bakterije.
Mogu Zivjeti samostalno, u simbiozi, kao saprofiti ili paraziti. Primjerice, navedena
bakterija s havajskom lignjom Euprymna scolopes tvori simbiozu. Ekspresija
luminiscencije ovisi o gustoci stanica bakterija V. fischeri, koja je veca u simbiozi u
odnosu na samostalan zivot te do emitiranja svjetlosti nee do¢i ukoliko nije velika
gusto¢a stanica. Za sposobnost bioluminiscencije zasluzan je enzim luciferaza.
Luminiscencija je reakcija u kojoj enzim luciferaza oksidira organske molekule, na
primjer aldehid, uz redukciju flavin mononukleotida, FMNH; i otpustanje energije u
obliku plavo-zelene svjetlosti valne duljine 490 nm:*’

FMNH;+ RCOH + O, — FMN + RCOOH + H;0 + hv (490 nm)
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Za ovaj proces potreban je kisik, a reguliran je preko lux gena. ,,Quorum
sensing* regulira ekspresiju gena kod bakterija u korelaciji s gusto¢om stanice.
Proizvodi i otpusta ,,autoinduktere® koji modificiraju ekspresiju gena uslijed promjena
u gusto¢i populacije stanica. Do smanjenja bioluminiscencije, moze do¢i i u slucaju
oksidativnog stresa ili akumulacije reducensa.®®

Kao rezultat provedenih testova toksi¢nosti, dobiva se koncentracija koja
izaziva inhibiciju bioluminiscencije u 50 % populacije, ECso. Ta koncentracija ocitava
se iz koncentracija odgovor krivulje koja je sigmoidalna krivulja oblika slova S,
prikazana na slici 2.2. NOEC ili eng. no — observed efective concentration, predstavlja
najvisu koncentraciju kod koje nema utjecaja na izlozene organizme, dok je LOEC ili
eng. lowest observed efective concentration, najniza koncentracija kod koje je uocen
utjecaj na testirane organizme. Y-0s krivulje ¢ini inhibicija izrazena u postocima, a X-

os koncentracije ispitivane tvari u mg L™

100

Inhibicija / %
50

5 I 15 20 25 3 35

Koncentracija /mgL

Slika 2.2. Koncentracija odgovor krivulja.

Prema EU Direktivi 93/67/EEC molekule se razvrstavaju s obzirom na
vrijednosti izmjerenih efektivnih koncentracija, odnosno koncentracije neke tvari u
povrsinskim vodama, MEC, eng. measured efective concentracion, i s obzirom na
vrijednost ECsy izrazenoj u mg L. Prema podjeli ECs vrijednosti, ispitivana tvar je:
< 1 mg L™ jako toksicna za vodene organizme, 1-10 mg L™ toksicna, 10-100 mg L™
Stetna, >100 mg L™ nestetna za vodene organizme.®* Kako bi se odredio potencijalni
rizik antibiotika na ljudsko zdravlje, ali i mogu¢i rizik i utjecaj ostalih farmaceutika i

na ljude i na okolis, kao vazan alat navodi se procjena rizika.® U te svrhe procjenjuju
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se dvije koncentracije: predvidena ekoloSka koncentracija, PEC, i predvidena
neutjecajna ekoloska koncentracija, PNEC. PNEC vrijednost se moze izraCunati
pomoéu ECsy podijeljene s faktorom 1000. Za farmaceutike, PNEC sluzi kao
indikator za potencijalni rizik na ljudsko zdravlje i ekosustav. No, prema smjernicama
Europske agencije za procjenu medicinskih proizvoda, EMEA, da bi se zapoceo
proces procjene rizika, PEC vrijednost treba biti visa od 0,01 pg L™, koja se navodi
kao koncentracija farmaceutika opasna po okoli§.?>***° Procjena PEC-a gruba je zbog
sloZzenosti sustava, (u okoliSu se nalazi veliki broj komponenti), zbog nedovoljno
pouzdanih podataka o ukupnoj koli¢ini farmaceutika te postoji mnogo putova
farmaceutika u okolisu.?*** Omjer PEC/PNEC ili MEC/PNEC je omjer koji ukazuje
na rizik za okoli$, a oznacava se RQ, eng. risk quotient. Dijeli se na tri razine: 0,01-
0,1 mali rizik; 0,1-1 srednji rizik; >1 visoki rizik.*>** Ukoliko je taj omjer manji od 1
upucuje da ta molekula ne predstavlja opasnost po okoli$, no ukoliko je ve¢i ili jednak
1 ukazuje na rizik i potrebno je, prema smjernicama OECD-a, provesti
ekotoksikoloske testove.®* Istrazivanja pojedina¢nih tvari jednostavnije je provesti u
odnosu na istrazivanja smjesa farmaceutika, koje uvazavaju Cinjenicu sinergizma

medu komponentama, te su takva istraZivanja rijetka i skupa.'’

2.1.2. Fizikalno-kemijska svojstva farmaceutika

Farmaceutici se definiraju kao organski spojevi molekulske mase od 200 do
500 daltona. Vecina ih je bioloski aktivna i hidrofilna, kako bi bili lako podnosljivi
ljudskom tijelu, te postojana, kako bi se izbjegla njihova razgradnja prije djelovanja.
Vecinom su topivi u vodi i1 nehlapivi, neki su polarni i1 teZze taloze. Hidrofobni
farmaceutici imaju tendenciju bioakumulacije i talozenja u sediment, "1344-40

Ponasanje 1 sudbina farmaceutika u vodenom okoliSu ovisi o njihovim
fizikalno-kemijskim svojstvima, kemijskoj strukturi, topljivosti u vodi, koeficijentu
razdiobe (Kow) te 0 Henryjevoj konstanti (He).>"?** Prema vrijednosti log Ko,
molekule mogu imati razligit potencijal sorpcije.® Lipofilnije molekule imaju veéi
potencijal akumulacije na ¢vrstu fazu, a hidrofilnije ve¢u moguénost da se zadrze u
vodenoj fazi.

Koc Vrijednost je parametar koji ukazuje na potencijal gubitka molekule preko
procesa sorpcije. Sto je visa vrijednost log Ko, veca je moguénost da ¢e se molekula

sorbirati na ¢vrste Cestice, sadrzavajuci organski ugljik u obliku suspendiranih Cestica,
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nepolarnih masti i lipida, mineralnih ulja, povrSinski aktivnih tvari koje su prisutni u
kucanskim otpadnim vodama. Farmaceutici s niskom vrijednosti log Kqc, tezit ¢e
vodenoj fazi te ¢e se lakSe izdvojiti iz mulja ili sedimenta. Vrijedi spomenuti da se
procjena PEC-a bazira na koeficijentu razdiobe (mulj-voda), Ko 1 Kiselo-baznoj
konstanti, pKa..*® Vrijednost konstante pK. upuéuje na sposobnost disocijacije
farmaceutika u otpadnoj vodi. Pri nizim vrijednostima pK, u odnosu na pH vode,
molekula ¢e disocirati.

Ovisno o farmakoloskim svojstvima lijeka, mogu se izluCiti kao smjesa
metabolita, nepromijenjena polazna tvar ili kao konjugirana s pomo¢nim tvarima.*
Mogu nastati metaboliti koji se u prisutnosti polarnih molekula hidroliziraju i
transformiraju u bioloski aktivne molekule.® Takvi metaboliti su topivi u vodi pa im je

15,17,31,47

pokretljivost u okolisu veca. Takoder, mogu nastati razgradni metaboliti koji

kao Sto su stabilnost, sposobnost sorpcije, topivost, otpornost na fotokemijsku i
mikrobiolodku razgradnju ili afinitet vezanja na krute estice."®

Farmacetske djelatne tvari predstavljaju opasnost u okoliSu jer su otporne na
razgradnju, a imaju i dugi vijek poluraspada u okolisu. Vrijeme poluraspada DTsy,
eng. degradation half-life, definira se kao vrijeme koje je potrebno da se razgradi pola
od ukupno primijenjene koli¢ine farmaceutika.”#%44%¢  §to je dulje vrijeme
poluraspada farmaceutika, poveéana je mogucnost od prodiranja u podzemne vode te
tako predstavljaju opasnost za oneciS¢enje pitkih voda.** Takoder, ekotoksi¢ni su jer
ve¢ 1 niske koncentracije mogu negativno utjecati po izloZzene organizme, ¢ak vise
kroni¢no nego akutno $to ovisi o njihovoj bioraspoloZivosti, mogucénosti razgradnje 1
o fizikalno-kemijskim svojstvima.*® Zbog navedenog i trajne izlozenosti tim §tetnim

spojevima prevladava zabrinutost za kopnene i vodene organizme.

2.1.3. Izvori farmaceutika u okoliSu

Izvori farmaceutika obuhvacaju ljudsku potro$nju lijekova i dodataka prehrani,
industriju, posebice farmaceutsku industriju, upotrebu lijekova u veterinarske svrhe,
otpadne vode iz bolnica, procjedne vode s odlagalista otpada te komunalni otpad, ali i

groblja, kao to je prikazano na slici 2.3.>"%21:314448
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Slika 2.3. Izvori dospijevanja farmaceutika u okolis.

Studije su pokazale da se farmaceutici izlucuju iz tijela preko urina i fekalija te
tako dospijevaju u komunalne otpadne vode. Sustavom cjevovoda, u kojima mogu
podlijeci razgradnji,6 dolaze na uredaj za obradu komunalnih otpadnih voda. Brojni
farmaceutici prolaze kroz sustav obrade otpadnih voda te uzrokuju oneciScenje
vodenih okoliga.*® Tako mogu dospjeti u povrSinske vode, ali 1 procjedivanjem kroz
tlo u podzemne vode. Nakon bioloske obrade zaostaje mulj koji je potrebno zbrinuti.
U slucaju da farmaceutici zaostaju u mulju, njegovim odlaganjem na poljoprivredne
povrsine ili iskoriStavanjem kao pokrovni sloj na odlagaliStu otpada, takoder, mogu
zavrsiti u okolisu.® No, u Republici Hrvatskoj mulj se od nedavno ne odlaze na
poljoprivredna zemljista, dok je primjerice u Svicarskoj takvo odlaganje mulja

zabranjeno od sijecnja 2003. godine.6
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Izvor farmaceutika u okoliSu je i industrija proizvodnje lijekova i dodataka
prehrani, tj. farmaceutska industrija. Eksponencijalni rast industrije, kao i ljudske
populacije rezultira povecanjem proizvodnje. Stoga, za objekte i postrojenja iz
farmaceutske industrije u Republici Hrvatskoj su prema Pravilniku'? propisane
grani¢ne vrijednosti emisija otpadnih voda za fizikalno-kemijske, ekotoksikoloske,
organske i1 anorganske pokazatelje. S obzirom na propisano, nuzno je da se otpadne
vode iz industrijskih proizvodnji procis¢avaju prije ispustanja u vodene prijamnike.

Jedan od glavnih izvora farmaceutika u okoliSu predstavljaju bolnice. Otpadne
vode iz bolnica sadrzavaju patogene bakterije, ostatke farmaceutika i1 njihove
metabolite, konjugirane molekule, dezinfekcijska sredstva, radioaktivne elemente i
druge kemikalije.*® Jednom kada takve molekule dospiju u okoli§, mogu uéi u
prehrambeni lanac i koncentrirati se pa i akumulirati do vecih ¢lanova hranidbenog
lanca $to se naziva biomagnifikacija.>**> U otpadnim vodama iz bolnica, pronadeni su
farmaceutici ciprofloksacin, penicilini, karbapenemi, beta-laktami u koncentracijama
od nekoliko pg L4

Koristenjem farmaceutika u cilju poboljSanja zdravlja, povecavaju se
koncentracije dospjele u okoli§, a ujedno i odlaganjem ambalaza ili lijekova na
odlagaliSta otpada. Unatoc€ Sto su odlagaliSta osigurana po pravilima struke, moguce je
prodiranje Stetnih tvari preko procjednih voda u podzemne vode ili tlo. Oni se nalaze
u takvim otpadnim vodama zbog neispravnog odlaganja ambalaze iskoristenih
lijekova ili lijekova kojima je istekao rok trajanja. Naime, vecina ljudi odlaze lijekove
u komunalni otpad te na taj nain zavrSe na odlagaliStima otpada.

Nakon ispustanja obradenih otpadnih voda u vodene ekosustave razli¢ite su
moguénosti razgradnje farmaceutika, kako je prikazano na slici 2.4. Moze do¢i do
fotolize uslijed absorbiranja UV zracenja, a hidrolizom dolazi do raspada molekule u
vodenim medijima te daljnjim prijenosom otopljenih oblika komponenti. Moguca je i
sorpcija molekula ili biorazgradnja pomoc¢u prisutnih mikroorganizama. Uslijed
otapanja i difuzijskog prijenosa kroz vodeni medij, neke se molekule mogu
biokoncentrirati u vodenim organizmima. Do isparavanja u atmosferu dolazi u slucaju
hlapljivih oblika molekula. Tako su u vodovodnim vodama lijekovi prisutni u nizim
koncentracijama, a Gesto se pojavljuje anksiolitik meprobamat (50 ng L), analgetik
fenazon (400 ng L™), antiepileptik karbamazepin (260 ng L™) te regulator lipida
klofibri¢na kiselina (300 ng L. 185t
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Slika 2.4. Mogu¢i putovi razgradnje farmaceutika u okolisu.’

Najveca potraznja lijekova od europskih zemalja navodi se za Francusku iza
koje slijedi Poljska.*® Mnogi se lijekovi mogu kupiti bez recepta §to potie njihovu
prodaju, a najviSe se koriste antibiotici, kontracepcijska sredstva i lijekovi iz
terapeutskih skupina za kardiovaskularni, gastrointestinalni sustav te disni, Ziv¢ani i
misiéni sustav."® Predvida se da ¢e se upotreba farmaceutika u sljede¢ih 10 do 50
godina povecavati, a kao ,,pokretacke sile” za proizvodnju novih lijekova navode se

.. . . . " . .. . . . 52
eksponencijalni porast i starenje stanovniitva, urbanizacija te razvoj novih bolesti.”

2.2. Antibiotici

Antibiotici su organski spojevi koji mogu potpuno unistiti bakterije ili
zaustaviti njihov rast i razmnozavanje. Definiraju se kao lijekovi s terapeutskom
svrhom koji inhibiraju i usporavaju rast mikroorganizama (bakterija, gljivica).® Prvi
antibiotik prirodnog podrijetla je penicilin proizveden od gljivice roda Penicillium.’
Antibiotici se mogu dobiti prirodnim putem, kemijskim sintezama ili kemijskim
modifikacijama. Vecina su male molekule s molekulskom masom od manjom 1000
daltona. Navode se kao komponente koje nisu opasne za domacina, a izvrSavaju
kemoterapeutski ucinak u sluéaju infekcija kod ljudi, Zivotinja i biljaka. Tri su glavna

uvjeta kako bi antibiotik mogao djelovati protiv bakterija: 1) antibiotik mora uspje$no
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dospjeti do stanice, 2) antibiotik mora djelovati na ciljanu stanicu u odgovarajucoj
kolicini i 3) antibiotik se ne smije deaktivirati ili modificirati.'®

Mogu se grupirati prema kemijskoj strukturi, mehanizmu i nacinu djelovanja.
Prema kemijskoj strukturi dijele se na 11 skupina: aminoglikozidi, beta-laktami,
glikopeptidi, penicilini, makrolidni, oksazolidinoni, cefalosporini, polimiksini,
streptogramini, tetraciklini, sulfonamidi, fluorokinolini.>*
Prema mehanizmu djelovanja, mogu inhibirati biosintezu stani¢ne stijenke,

sintezu proteina, funkciju stanicne membrane, sintezu nukleinskih kiselina,

metabolitske putove i sintezu ATP-a, kao §to je prikazano na slici 2.5.

Inhibitori staniéne
membrane
Polimiksini
E:ll;gzsm B Inhtbiton sinteze
e pe Lipopepti: 308 podjedinica
—_In.l'nbuon SIS aminoglikozidi
stusnks tetraciklini
D 508 podiedinica
peailth, makrolidi
°ef‘1°5p°‘.‘m linkozamidi
monobakti : e Enkad
Eliesensun oksazolidinoni
Glikopeptidi
vankomicin
Bacitracin
Inhibitori
metabolizma
Inhibitori nukleinskih sinteza folne
kiselina kiseline
DNK sinteza sulfonamidi
fluorokinoloni sulfoni
levofloksacin trimetoprim
moksifloksacin sinteza mokracne
RNK sinteza kiseline
rifamicini - rifampin izoniazid

Slika 2.5. Podjela antibiotika prema mehanizmu djelovanja.

Prema nacinu djelovanja, antibiotici mogu imati bakteriostatsko ili
baktericidno djelovanje. Antibiotici s bakteriostatskim u¢inkom izazivaju reverzibilnu
inhibiciju rasta 1 razmnoZavanja bakterija, dok s baktericidnim izravno utjeCu na
bakterije i ireverzibilno ih ubijaju. Bakteriostatski antibiotici djeluju tako da
inhibiraju, primjerice, sintezu proteina te tako nece nastati novi protein, no bakterija

¢e prezivjeti dok god ima dovoljno proteina za diobu stanice. Snaznije djelovanje
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imaju baktericidni antibiotici te se za bakterijske infekcije kod ljudi takvi antibiotici
vise preporucuju. Bez prisutnosti antibiotika, broj bakterijskih stanica eksponencijalno
raste u kratkom periodu. No u prisutnosti antibiotika s bakteriostatskim djelovanjem
ne dolazi do razmnozavanja bakterija, ve¢ do stagnacije njihova broja, ali ostaju
sposobne za prezivljavanje. Dok baktericidni antibiotici ubijaju bakterije uz smanjenje

broja stanica zbog odumiranja istih, §to prikazuje slika 2.6.>

Logaritam Eksponencijalni rast
broja bez antibiotika
stanica
) Bakteriostatsko djelovanje
/ . Baktericidno djelovanje
vrijeme / h

Slika 2.6. Prikaz bakteriostatskog i baktericidnog djelovanja antibiotika na bakterije u
odnosu na rast bakterija bez antibiotika.

Tri su kljuéna ¢imbenika za lijecenje bakterijske infekcije: domacin, patogen 1
lijek. VaZna je selektivnost antibiotika, odnosno da ubija ili inhibira ciljane patogene
uz minimalnu ili nikakvu $tetu za domacina. Medu baktericidne antibiotike ubrajaju
se vankomicin, metrenidazol, aminoglikozidi, fluorokinoloni, penicilini, cefalosporini,
dok se kloramfenikol, trimetoprim, klindamicin, sulfametoksazol, eritromicin
svrstavaju u bakteriostatske. Visoke koncentracije bakteriostatskih antibiotika, mogu
djelovati baktericidno, dok niske koncentracije baktericidnih antibiotika mogu imati
bakteriostatski ucinak.

Unatoc¢ tome, djelovanje antibiotika razli¢ito je s obzirom na podjelu bakterija
prema Gramu. Na Gram pozitivne bakterije djeluju na citoplazmatsku membranu, a na
Gram negativne na vanjsku membranu. Antibiotici mogu imati uzi ili $iri spektar
djelovanja. Oni uzeg spektra djelovanja djeluju na specificne bakterije, dok Sireg

spektra djelovanja u¢inkoviti su na razne bakterije.
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S obzirom na pH uvjete, mogu se pojaviti u obliku razli¢itih iona: neutralnih,
kationa, aniona i zwitter iona. Fizikalno-kemijska i bioloSka svojstva, kao §to su log
Kow, sorpcija, fotorazgradnja, antibiotska aktivnost, kao i toksi¢nost, odredena su pH-
vrijedno$¢u. O njoj ovisi 1 topivost, odnosno ponasanje u vodenim medijima,
hidrofobnost/hidrofilnost te vrijednost omjera razdiobe log Kow.2*

Nekoliko stotina razli¢itih antibiotika se upotrebljava u humanoj i
veterinarskoj medicini. Koriste se kao promotori rasta prilikom uzgoja zivotinja, kao
dodaci prehrani u ribogojiliStima i kao kortikosteroidi u peradarstvu. Svjetska
godisnja potrosnja seZe izmedu 100 i 200 kilo tona.?’ U Europi se godisnje potrosi
priblizno 13500 tona antibiotika, od toga 65 % u humanoj te 35 % u veterinarskoj
medicini. Klini¢ka potrosnja iznosi oko 10 % od ukupne potro$nje antibiotika. Na
slici 2.7. prikazana je potro$nja razli¢itih vrsta antibiotika, a medu prva tri se ubrajaju
makrolidni antibiotici. Ljudska upotreba antibiotika po stanovniku razlikuje se od
drzave do drzave, no od europskih zemalja najvedu prodaju imaju Francuska,
Spanjolska, Portugal, Belgija dok je najmanja uoena kod Nizozemske, Danske,

Njemacke, Austrije.’

Penicilini Sirokog spektra — .
Cefalosporin; M—

Makrolidi

Trimetoprim i kombinacije

Kinoloni

A —
Tetraciklini
Penicilini uskog spekira
Eloramfenilzoli
Aminoglikozidi l.- g'gilg
Ostali
'IIJ 5 1ln 1I5 20 75

Standardne jedinice (milijarde)

Slika 2.7. Usporedba potro$nje antibiotika na svjetskoj razini za 2000. i 2010.

godinu.**

Najveci izvori antibiotika u okolis§ su bolnice, ku¢anstva, farme i farmaceutska
industrija te ribogojiliSta gdje se izravno u vodu ispustaju, ipak, prevelike koliCine

antibiotika.>® Odlaganjem stajnjaka (izlu€evina Zivotinja) na poljoprivredna zemljista
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ili mulja koji zaostaje nakon obrade otpadne vode, farmaceutici i njihovi metaboliti
mogu dospjeti u podzemne vode, u¢i u hranidbeni lanac, taloziti se u tlu, ovisno o
njihovim svojstvima.®

Kao glavni izvor antibiotika u okoliSu, navodi se izlu€ivanje iz ljudskih i
zivotinjskih organizama. Antibiotici koji se koriste u humanoj medicini, zavrSavaju u,
tzv. smedim vodama, tj. komunalnim otpadnim vodama koje mogu sadrzavati vrlo
kompleksne smjese razli¢itih farmaceutika. Kao najucestaliji i naj¢eS¢e pronadeni
navode se cefaleksin, sulfametoksazol, kofein, salicilna kiselina, kloramfenikol,
ibuprofen, eritromicin-H,0O, diklofenak i naproksen.® U povriinskim vodama
nizvodno od uredaja za obradu komunalnih otpadnih voda te u izlaznoj struji nakon
takve obrade, pronadeni su antibiotici u koncentracijama od nekoliko pg L™. Takoder,
vecdina antibiotika se ne metaboliziraju potpuno te se eliminiraju iz tijela izmedu 30 %
i 90 % u nepromijenjenom obliku u otpadne vode.®*’ Ukoliko zaostanu u tlu,
antibiotici su duze vrijeme otporni na razgradnju, a veterinarski antibiotici se
akumuliraju u tlu.® Nakon ispustanja u okolis, antibiotici mogu imati razne utjecaje na
vodene i kopnene ekosustave, a do ¢ovjeka se mogu vratiti preko pitke vode, kako je

prikazano na slici 2.8.

Proéiséivad otpadnih voda
v
S

© Q@
Q‘:-.I/ ‘% f% Stanovnistvo
=S
\@

o j?— Distribucijski
J;%\_;;j*ﬁ sistem

zemljidta
Pitka voda

(©) Razvoj rezistentnih bakterija ‘-i? Antibiotici

Slika 2.8. Ciklicki sustav komunalne vode uslijed ljudske potrosnje antibiotika i

njihov prijenos okolisem uz moguéi razvoj rezistentnih bakterija.?’
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Znanstvenici se najvisSe usredotoCuju na antibiotike jer njihovim
koncentriranjem u vodama dolazi do povecanog rizika od razvoja rezistentnih
bakterija. Nastanak rezistentnih mikroorganizama moZze negativnho djelovati na
ljudsko zdravlje, tj. moze povecati negativne ucinke kao $to su povecanje bolesti ili
epidemija koje je teSko lijeciti. Rezistencija se definira kao svojstvo bakterija koje
imaju sposobnost deaktivirati antibiotike, odnosno kao mehanizam koji blokira
inhibiciju ili ubijanje bakterija $to dovodi do prezivljavanja bakterija unato¢

izlozenosti antibiotika.®'®%°

2.2.1. Makrolidni antibiotici

Kao alternativa penicilinu, 1952. prvi su put upotrjebljeni makrolidni
antibiotici kao lijekovi protiv infekcija uzrokovanih od Gram pozitivnih bakterija.
Najveca dana$nja upotreba im je za respiratorne bolesti poput upale plu¢a. Termin
makrolid odnosi se na strukturu, a oznacava veliki makrociklicki laktonski prsten na
koji su vezani jedan ili viSe deoksi Secera. Njihovo djelovanje moze biti baktericidno
ili bakteriostatsko, ovisno o koncentraciji lijeka i tipu mikroorganizama. Prvi
protuupalni ucinci makrolidnih antibiotika u klini¢koj praksi uoceni su jo§ 80-tih
godina proSlog stoljeCa pri koriStenju eritromicina za lijeenje difuznog
panbronhiolitisa (DPB), a danas postoje brojna klini¢ka izvjeS¢a koja ukazuju na
djelotvornost makrolidnih antibiotika u lije¢enju niza kroni¢nih upalnih bolesti.”>*®

Obzirom na relativno Siroki spektar djelovanja, moguénost oralne primjene i
neskodljivost, makrolidni antibiotici zauzimaju vazno mjesto u lijjeCenju zaraznih
bolesti. U klini¢koj su praksi najzastupljeniji eritromicin, klaritromicin i azitromicin
koji se najcesce koriste u lijeenju izvanbolnic¢kih ste¢enih infekcija diSnih putova.
Polusintetski derivati eritromicina, azitromicin, klaritromicin i telitromicin pokazuju
Siri spektar djelovanja koji ukljuuje Gram negativne bakterije Haemophilus
influenzae i Moraxella catarrhalis. Azitromicin je manje aktivan protiv Gram
pozitivnih bakterija nego eritromicin, a klaritromicin i njegovi metaboliti dvostruko su
aktivniji od eritromicina u terapiji Haemophilus influenzae. Azitromicin je dodatno
aktivan na netuberkulozne bakterije, Bartonella henselae, Rhodococcus equi,
Toxoplasma spp., Cryptosporidium spp. i vrste iz roda Plasmodium. Zanimljivo je
nadodati da je azitromicin jedan od najprodavanijih lijekova na svijetu radi
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jednodnevnog doziranja, visokih tkivnih i stani¢nih koncentracija koje postize te
moguénosti primjene u trudnoé¢i i kod djece.”® Telitromicin ima strukturu koja
poboljsava vezanje na bakterijske ribosome i in vitro aktivnost.>” Ketolidi su nova
grupa makrolidnih antibiotika ¢ija struktura omogucava vecu stabilnost u kiselom
mediju te inducira rezistenciju.’

Makrolidni antibiotici su hidrofobne molekule koje se u okoliSu duze vremena
zadrzavaju, ali se smatraju nedostupnima za biorazgradnju. U odnosu na ostale
skupine lijekova, najces¢e su propisani od strane lijecnika S oko 41 tona, no u
bolnicama njihova upotreba je vrlo mala, samo 2 tone.®** Nadeni su u komunalnim
otpadnim i povr§inskim vodama u koncentracijama od nekoliko pug L™, a eritromicin i
Klaritromicin su pronadeni u rijekama Po i Lambro u Sjevernoj ltaliji u
koncentracijama izmedu 101 100 ng L™

Makrolidi djeluju na bakterije tako da se vezu na 50S podjedinicu ribosoma.
Makrolidi koji imaju **C atoma vezu se preko °C atoma na Seceru dezozaminu tvoreéi
vodikovu vezu, dok *C i 'C makrolidi tvore hidrofobne interakcije s 50S
podjedinicom ribosoma. Makrolidi sa *°C atoma mogu se vodikovom vezom vezati na
aminokiselinu adenin na odredenoj poziciji na ribosomu, a mogu se vezati i pomocu
°C atoma na ribosom stvaraju¢i kovalentnu vezu. To nije moguée za **C i °C

makrolide jer na toj poziciji imaju hidroksilnu ili estersku grupu.3*=%°%>°

etiri su nacina na koje makrolidi postizu inhibiciju proteina:eo
Inhibiraju rast peptidnog lanca tijekom translacije
Ubrzavaju disocijaciju peptidil tRNA iz ribosoma

Inhibiraju stvaranje peptidne veze

A w0 D P Cx

Stvaraju interakcije s 50S podjedinicom ribosoma

Svi mehanizmi djelovanja ovise o strukturi makrolida i mjestu vezanja na
ribosomu. Utjecaj makrolida na stvaranje peptidne veze mogué je zbog vezanja u
blizini centra peptidil transferaze. °C atom makrolida prolazi preko peptidil
transferaze, dok kod °C makrolida prolaze dalje od centra i izravno kataliziraju
peptidnu vezu. Seéer dezozamin u **C makrolida ne dostize peptidil transferazu §to
objasnjava manji inhibitorni utjecaj na reakcije transpeptidaze.

Glavni mehanizam inhibicije sinteze proteina je vezanje makrolida na tunel
kroz koji izlazi peptid. Tunel je sastavljen od 23S rRNA s poc¢etkom u centru peptidil

transferaze koji se proteze duz cijele podjedinice ribosoma (slika 2.9.). Tunel je
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relativno Sirok, a sadrzi suzenja koja tvore proteini smjeSteni na kracoj udaljenosti od
centra peptidil transferaze. Makrolidi se vezu blizu suzenja i blokiraju rast peptidnog
lanca. U prisutnosti **C i *°C makrolida, polimerizacija prvih nekoliko aminokiselina
odvija se neometano, a inhibicija rasta peptidnog lanca dogada se sve dok ne dosegne
mjesto na kojem se makrolid vezao na suZenje tunela. Inhibicija peptida, eventualno,
rezultira disocijacijom peptidil tRNA iz ribosoma. Makrolidi uzrokuju akumulaciju
aminokiselina, ali inhibiraju sintezu peptida. Makrolid se natjee za mjesto na tunelu s
peptidom pa je moguce da zbog veceg afiniteta dode do interakcije te peptid moze

maknuti makrolid s mjesta vezanja.®

rastuci polipeptidni
aminokiseline

308 pedjedinica

308 podjedinica
ribosoma

Slika 2.9. Prikaz djelovanja makrolidnih antibiotika na sintezu proteina.

Makrolidi se nakupljaju u raznim vrstama stanica, ali je njihovo nakupljanje
najjace u fagocitnim stanicama §to se smatra korisnim procesom u kontekstu lijecenja
bakterijskih infekcija.”> Novija istraZivanja pokazuju u¢inak makrolidnih antibiotika
na bakterijske faktore virulencije, posebno na smanjivanje njihove pokretljivosti te
sposobnosti adherencije na stanice domacina.® Od posebnog je interesa inhibitorni
ucinak nekih makrolidnih antibiotika, poput azitromicina i klaritromicina, na
ekspresiju faktora virulencije kod bakterije Pseudomonas aeruginosa te na formiranje
biofilma S$to omogucuje smanjenu osjetljivost ovog patogena na gotovo sve

antibiotike.*"%*

2.2.2.  Eritromicin

Eritromicin je najviSe koriSteni makrolidni antibiotik zbog Sirokog spektra

djelovanja i bioloske aktivnosti.® Prvi je puta izoliran iz Streptomyces erythreus.®
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Sastoji se od makrolaktonskog prstena sastavljenog od 14 ugljikovih atoma i dva
Secera: bazi¢nog dezozamina i neutralne kladinoze.>” Eritromicin se koristi u sto&noj
hrani za uzgoj svinja i peradi.’ Eritromicin A i njegovi polusintetski derivati su tre¢i
najkoriSteniji antibiotici, a najéesc¢e se pronalazi u okoliSu zbog znacajne upotrebe u
veterinarske svrhe gdje se koristi kao promotor rasta i za prevenciju bakterijskih
bolesti. Prvenstveno, eritromicin djeluje na bakterije bakteriostatski, no baktericidno
moze djelovati pri vi§im koncentracijama.®?

Vrlo je ucinkovit u borbi s najucestalijim bakterijskim patogenima diSnog
sustava: Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes i Staphylococcus aureus,
ali pokazuje slabu aktivnost na sojeve Haemophilus inflenzae. U¢inkovit je i protiv
niza drugih bakterija, kao npr. ostalih pripadnika Streptococcus, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia spp., Legionella pneumophila, Neisseria gonorrhoeae,
Bordetella pertusis, Campylobacter jejuni, Treponema pallidum, Ureaplasma
urealyticum, Corynebacterium diphtheriae, Listeria monocytogenes.” No, bakterije iz
obitelji Enterobacteriaceae navode se kao visoko otporne na eritromicin zato §to
proizvode enzime eritromicin esteraze i rRNA metilaze.®

Od 21 antibiotika u humanoj i u veterinarskoj upotrebi, eritromicin i
eritromicin-H,O su najucestalije pronadeni u ¢ak 139 industrijskih i gradskih otpadnih
struja u SAD-u.>®* Eritromicin A se lako adsorbira na komponente tla, posebice na
minerale gline, Sto ga ¢ini nedostupnim za biorazgradnju u sedimentu. Omjer
razgradnje eritromicina A koji je sorbiran na Cestice tla ubrzan je kiselom povrSinom
glinenih Cestica 1 kataliziran glinenim mineralima. Klju¢no je ponasanje eritromicina
A u sedimentu jer sorpcija i razgradnja dovode do njegove inaktivacije. U vodenim
sustavima na biorazgradnju utjecu topivost eritromicina i prisutnost materijala na koji
se moze sorbirati. Ukoliko pKa eritromicina A iznosi, primjerice, 8,36, dolazi do
protoniranog oblika koji se moZe snazno adsorbirati na Cestice gline pri ¢emu takve
molekule postaju nedostupne mikroorganizmima za razgradnju. Stoga, omjer
biorazgradnje ovisi ponajvise o omjeru desorpcije eritromicina sa Cestica tla, jer to
utje¢e na njegovu biodostupnost, te o broju prisutnih mikroorganizama.®*

Moze se otapati u etanolu, smjesi vodikovog peroksida i klorovodicne kiseline,
acetonu, kloroformu, acetonitrilu, etil acetatu.®® Prema literaturi,*® topivost s porastom
temperature opada, ¢ime ga je teZe otopiti. Eritromicin je bazi¢na molekula i lako
tvori soli s kiselinama, a otopine trebaju biti zastiCene od svjetla zbog mogucénosti

fotorazgradnje. U tablici 2.2. dan je pregled fizikalnih-kemijskih svojstava
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eritromicina. Eritromicin moze biti lako deaktiviran u probavnom sustavu preko
ZeluCane kiseline do dehidrirane forme, eritromicin-H,O, uslijed gubitka jedne
molekule vode.”® U ljudskom tijelu poginje djelovati unutar 1,5-2 sata, a oko 60 % se

. . . e . . . 67
izluCuje u nepromijenjenom obliku iz organizma.

Tablica 2.2. Fizikalno — kemijska svojstva eritromicina.>®>%%%¢’
Svojstvo ERITROMICIN
Terapeutska Mak_rqth Kemijska struktura®
vrsta antibiotik
CAS broj 114-07-8
Molekulska_1 733.94
masa / g mol
Formula C37He7NO13
Topivost u slabo topiv do
vodi 2000 mg L™ pri
20 + 5°C®°
1,58 pri 25 °C 1
l0g Kow pH 7,4
PKa 8,36-8,8/8,9
Kq/L kg™ 6000
Vrijeme
poluraspada / 6,8-37,9
dana
vise od 60 %
Farmakoloski izlucuje se u
omjer / % nepromijenjenom
obliku

Eritromicin-H,O je pronaden u povrSinskim vodama 0,1-1,7 ng LY u
podzemnim vodama 0,05 ng L™, u otpadnim vodama u koncentracijama vi§im od 6,0
ng L™.*° Dehidrirana forma eritromicina pronadena je i u povrsinskim i u otpadnim
vodama diljem svijeta.*? Takav oblik eritromicina ima zanemarivo antibakterijsko
djelovanje, ali moze biti ukljucen u stvaranje bakterijske otpornosti prema polaznom

obliku molekule. Otpornost bakterija se procjenjuje prema inhibicijskim
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koncentracijama koje su za Gram pozitivne bakterije u rasponu od 0,01 do 10 mg L™,
dok za Gram negativne iznose 0,1-200 mg L™.%*

Eritromicin djeluje na bakterije tako da inhibira sintezu proteina vezajuéi se na
50S podjedinicu ribosoma tijekom eksponencijalne faze rasta.®’ To¢nije, veze se na
nukleotide iz domene V na 23S rRNA. Veza nastaje izmedu °C atoma 14 makrolidnog
prstena 1 TRNA. Eritromicin se veze na ribosome preko Se¢era dezozamina tvoreci
vodikovu vezu sa dusi¢nim bazama na nukleotidima. Djelovanje eritromicina ovisi 0
peptidu, odnosno eritromicin uzrokuje inhibiciju rasta peptida ovisno o redoslijedu
aminokiselina.®® Nadalje, moZe destabilizirati vanjsku membranu bakterijske stanice
povecavajuci joj permeabilnost s obzirom na interakciju s dvovalentnim kationima

kojom nastaju mostovi izmedu slojeva lipopolisaharida.®*®*

2.2.3.  Sudbina eritromicina u vodenom okoliSu

Eritromicin je nestabilan i u kiselom i u alkalnom podruéju sto ukazuje da je
njegova razgradnja u vodenom okolisu ovisna je o pH-vrijednosti. Razgradnja se
dogada preko dehidratacije na tri forme (slika 2.10.):%4%
e dehidrirani eritromicin A (1V)

e eritromicin A enol (I11)

e pseudoeritromicin A enol eter (VII)

Smanjenjem pH-vrijednosti u vodenim otopinama, raste topivost i razgradnja
eritromicina A (I) na oblik dehidriranog eritromicina A (IV). Navode se dva moguca
puta razgradnje: preko eritromicina A enola etera (IIl) kao intermedijera do
dehidriranog eritromicina A (1V) ili direktnom dehidracijom eritromicina A-6,9-
hemiketala (11).

U kiselim uvjetima, eritromicin A-6,9-hemiketal (I1) prelazi u dehidrirani
eritromicin A (IV) uz povratnu reakciju do forme eritromicina A enola etera (I11). U
blago luznatim wuvjetima, pseudoeritromicin A-6,9-hemiketal (V1) nastaje
kataliziranom hidrolizom eritromicina A-6,9-hemiketala karboksilne kiseline (11) uz
popratne reakcije dehidracije. Dolazi do hidrolize esterske veze eritromicina A-6,9-
hemiketala (V), bazno katalizirane hidroksidnim ionom. Reakcija je popracena

reesterifikacijom karboksilne kiseline s 'C-hidroksilnom grupom i reakcijama
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dehidratacije pseudoeritromicina A-6,9-hemiketala (V1) do pseudoeritromicina A

enola etera (V11).%8%

Eritromicin .-’Hi,:-g

hemiketal (IT)

L e e,

Pseudoeritromicin A
6,9-hemiketal (VI)

Eritromicin A enol 'ﬁg

eter (IIT)

=
Eritromicin .-iaﬁ\‘c;c‘:

LT

hemiketal karhoksilna
kizelina (V)

{

Psendoeritremicin A
enol eter (VII)

Slika 2.10. Prikaz strukture eritromicina i njegovih metabolita u vodenom okolizu.®

8
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2.3. Bioloska obrada otpadne vode s aktivnim muljem

Ucinkovita 1 isplativa bioloska obrada otpadnih voda provodi se pomocu
mikroorganizama, odnosno temeljeno na njihovoj enzimskoj razgradnji prisutnih
aktivnim muljem.***?%7 Odlikuju ga prednosti kao $to su relativno niski investicijski
troskovi, relativno jednostavna izvedba uredaja, visok je stupanj uklanjanja ukupne
od kloriranja. No, velika je potro$nja energije zbog intenzivne aeracije, nastaju povece
koli¢ine mulja koje je potrebno zbrinuti, a moze do¢i i do stvaranja pjene, §to su
nedostaci ovoga procesa. 314"

Tijekom bioloske obrade heterotrofni mikroorganizmi u prisutnosti otopljenog
kisika razgraduju organsku tvar u otpadnoj vodi.” U reaktor se dovodi otpadna voda
te se aeracijom pospjeSuje kontakt izmedu biomase i1 supstrata, ali se i1 sprjeCava
taloZzenje na dnu ili unutra$njosti reaktora (slika 2.11.). Takoder, aeracijom se
osigurava izmjena supstrata i produkata metabolizma, kao i potrebna koncentracija
kisika za odrzavanje aktivnosti mikroorganizama. Dio se aktivnog mulja, koji nastaje

tijekom procesa, vraca u reaktor kako bi se odrzavala razina biomase, a viSak mulja se

izdvaja.”!

— Taloznik —> m

Dovodenje zraka

‘

Povratni mulj Visak mulja

Slika 2.11. Prikaz aerobne bioloSke obrade otpadnih voda.

Tijekom procesa bioloske razgradnje, farmaceutici se vezu na pahuljice
aktivnoga mulja ili prelaze u otopljeni oblik §to ovisi o njihovoj hidrofobnosti. Za to

svojstvo, kljucan je koeficijent raspodjele koji ukazuje na raspodjelu promatrane
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molekule izmedu organske i vodene faze.”® Primjerice, vece vrijednosti koeficijenta
imaju ibuprofen, ketoprofen, naproksen, mefenamicna kiselina i gemfibrozil, te se
pretpostavlja da ée do¢i do njihova vezanja na pahuljice aktivnoga mulja.”> Manja
ucinkovitost uklanjanja karbamazepina objaSnjava se njegovom otpornoséu i
topivo$¢éu u vodi, $to upucuje na nisku pK, vrijednost. Triklozan se navodi kao
biorazgradiv, ali ima veliku vrijednost koeficijenta raspodjele tako da adsorbira na
aktivni mulj.”
Razli¢iti su navodi o u¢inkovitosti uklanjanja farmaceutika za proces bioloske
obrade jer proces ovisi o brojnim &imbenicima:®1>#4472
a) vrsti, koncentraciji i fizikalno-kemijskim svojstvima farmaceutika
b) karakteristikama aktivnog mulja kao §to su Starost, talozivost,
prilagodljivosti, kompaktnost pahuljica aktivnoga mulja
€) hidrauli¢kom vremenu zadrzavanja, HRT, i vrijeme zadrzavanja aktivnoga
mulja, SLR
d) procesnim uvjetima poput temperature, intenzitetu svjetlosti, pH-
vrijednosti te koncentraciji otopljenog kisika
e) toksi¢nom ucinku prisutnih farmaceutika

f) geografskom podrucju, tj. lokaciji uredaja, kao i o godisnjem dobu

Na mehanizam bioloske obrade utjeCe temperatura i pH-vrijednost. Porast
temperature utjeCe na proces hidrolize, te na vrijeme poluraspada onecis¢ujuce tvari.
Prema istraiivanju,6 povecanjem temperature, vrijeme poluraspada farmaceutika se
smanjuje pri konstantnoj pH-vrijednosti i u prisutnosti nitritnih iona u vodenim
medijima.” pH-vrijednost ima kljuénu ulogu na ponasanje molekula tijekom obrade
otpadnih voda jer odreduje njihovu topljivost, tvorbu veza, izmjenu iona. U slucaju da
molekule tvore anione, do¢i ¢e do smanjenja efektivne vrijednosti Koy Uz porast
potencijala sorpcije.’>* Neki se farmaceutici uginkovitije uklanjaju smanjenjem
vremena zadrzavanja mulja, sludge loading rate, SLR, i/ili pove¢anjem hidraulickog
vremena zadrzavanja, hydraulic retention time, HRT. Oba ¢imbenika su odredena
staroS¢u mulja. Povecanje starosti mulja rezultira smanjenjem SLR-a i porastom
HRT-a. Tako dolazi do povecanja populacije bakterija koje sporije rastu, odnosno
njihove brze prilagodbe na novonastale uvjete te su tada komponente izlozene

velikom broju bakterija i njihovim enzimima 3to utje¢e na njihovu razgradnju.™
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Ucinkovitost bioloske obrade s aktivnim muljem razli¢ita je s obzirom na vrstu

farmaceutika, a prikaz je dan u tablici 2.3.

Tablica 2.3. Ucinkovitost uklanjanja razli¢itih farmaceutika s aktivnim muljem iz

komunalnih otpadnih voda.

Farmaceutik Ucinkovitost Literatura
uklanjanja
Norfloksacin 85%
Ciprofloksacin 83% s
Harris i sur.
Ibuprofen 55%
Triklozan 45-90%
Bisfenol A >80 % s
) Zrmcevié 1 Sur.
Estradiol, estron >75%
Diklofenak <20 %
Eritromicin 23,8-26% Onesios i sur.*°
Fluoksetin >70%
Sulfonamidi 25 % Watkinson i sur. 4

Biorazgradnja je bioloski proces koji obuhvaca obradu farmaceutika pomocu
mikroorganizama do ugljikovog dioksida i vode.® Visoke koncentracije antibiotika
pronadene u mulju ukazuju da ne dolazi do biorazgradnje, ve¢ koncentriranja na
aktivni mulj.® Biosorpcija antibiotika na mulj ovisi o pH-vrijednosti, lipofilnosti,
povrsinskom naboju antibiotika/aktivnog mulja i kemijskoj strukturi molekule. Ipak,
nije poznato tijekom kojih uvjeta dolazi do sorpcije na aktivni mulj i uslijed nastanka
kojih veza te da li su te molekule biodostupne i aktivne i nakon sorpcije.®
Mineralizacijom ili biotransformacijom smatra se kompletna eliminacija antibiotika i
njihovih metabolita iz nekog izvora oneciS¢enja, odnosno potpuna konverzija u
ugljikov  dioksid, wvodu i anorganske ione. Kemijske reakcije procesa
biotransformacije dijele se u dvije grupe. U prvu grupu reakcija se ubrajaju oksidacija,
redukcija i hidroliza, a u drugoj fazi, fazi konjugacije, dolazi do reakcije s polarnim

grupa i formiranja neaktivnih metabolita koji su topljivi u vodi.>*®
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Farmaceutici tijekom bioloske razgradnje mogu podlij e¢i: 208

e mineralizaciji do ugljikovog dioksida i vode
e transformaciji na hidrofobnije komponente koje ¢e se onda adsorbirati na
aktivni mulj

e transformaciji na hidrofilnije komponente koje su topivije u vodi

No, znanstvenici su uocili jedan fenomen, to¢nije da se koli¢ina nekih
farmaceutika u aktivnom mulju povecava. Koncentracija farmaceutika je na izlazu
veca nego na ulazu u sustav za obradu vode te se to naziva negativnom bilancom
mase. Proizlazi da u aktivhom mulju neki lijekovi nastaju. Prema istraZzivanju u kojim
se pratilo 48 farmaceutika tijekom bioloske obrade, za antiepileptik karbamazepin i
antibiotik ofloksacin, izlazna koncentracija bila je poveéana za 80 do 120 % u odnosu
na ulaznu. Mehanizam nastajanja nije razjasnjen, ali se pretpostavlja da
mikroorganizmi koji se nalaze u aktivhom mulju spajaju raspadnute dijelove
farmaceutika i tako obnavljaju strukturu karbamazepina i ofloksacina. Neocekivana
ponasanja u vodenom okolisu pokazuju i drugi lijekovi poput sintetskih hormona jer

se njihove strukture danju razgraduju, a noéu obnavljaju.’

Razumijevanje
biokemijskih procesa pregradivanja lijekova u okolisu, ipak je nedovoljno za to¢no
predvidanje njihove sudbine ili za procjenu ucinka lijekova na vodene organizme i
okoli§. Nepredvidljivost 1 iznenadujuce ponasanje lijekova otezava 1 dizajn

postrojenja za obradu otpadnih voda.’

2.3.1.  Aktivni mulj

Posto se uklanjanje organskih tvari iz otpadnih voda ostvaruje pomocu
aerobnih mikroorganizama, upravo aktivni mulj ima klju¢nu ulogu u ovome procesu.
Bitno je posti¢i stabilnu mikrobnu zajednicu koja ¢e biti sposobna prilagoditi se
razli¢itim procesnim uvjetima. Aktivni mulj ¢ini skup mikroorganizama, a
najzastupljenije su bakterije, koje ¢ine oko 95 % ukupne populacije.” Uz bakterije,
nalaze se i protozoe (slobodno plivajuce, pri¢vrséene ili puzece), metazoe te alge i
kvasci.”t Kako se aktivni mulj sastoji od raznih vrsta mikroorganizama, tijekom

procesa dolazi do njihove smjene. Smanjenjem koncentracije supstrata, povecava se
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broj mikroorganizama, kako je vidljivo na slici 2.12. Prisutnost pojedinih

mikroorganizama ukazuje na stupanj procis¢enosti otpadne vode.

Supstrat

L - e -,‘Tmﬁna} . Ba erije
. L

Relativni broj

Vrijeme

Slika 2.12. Prisutnost i relativna brojnost pojedinih grupa mikroorganizama tijekom

razgradnje organske tvari u otpadnoj vodi.”

Tijekom bioloske obrade nastaju povecane koli¢ine mulja te je teznja postici

§to manji rast mikroorganizama, odnosno njihovu stacionarnu fazu rasta.

stacionarna faza

faza
odumiranja

Logaritamski
broj stanica

eksponencijalna
faza

ag faza

vrijeme / h

Slika 2.13. Krivulja rasta mikroorganizama.”

Na slici 2.13. prikazane su Cetiri su faze rasta mikroorganizama: lag faza, log
faza ili eksponencijalna faza, stacionarna faza i faza odumiranja stanica. Tijekom prve
faze ne dolazi do razmnoZavanja mikroorganizama, ve¢ samo do povecavanja
njihovog volumena. U pocetnoj fazi mikroorganizmi sintentiziraju enzime i
intermedijere potrebne za rast i razmnozavanje. SljedeCa faza je faza najbrzeg

razmnoZzavanja mikroorganizama i1 proizvodnje metabolita vezanih za rast. Broj
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stanica se povecava geometrijski dok koncentracija toksic¢nih produkata metabolizma
nije previsoka. Tijekom stacionarne faze, uravnoteZzeno je nastajanje i odumiranje
mikroorganizama, a odumrle stanice oslobadaju hranjive tvari za stanice koje dalje
rastu i razmnozavaju se. U fazi odumiranja stanica nagomilavaju se toksi¢ni otpadni
produkti, smanjuje se koncentracija hranjivih tvari, broj zivih stanica se smanjuje
geometrijski, a mrtve stanice bivaju lizirane pomocu autolitickih enzima.”

Pahuljice aktivnog mulja sastoje se od razli¢itih organskih i anorganskih tvari,
veli¢ine su od 500-1000 pm i posjeduju veliku povriinu zbog spuzvaste grade.”* Da bi
nastale pahuljice aktivhoga mulja, nuzno je da neke bakterije izlucuju na povrsinu

S."M™ Taj zelatinozni

svoje stanicne stijenke ekstracelularnu polimernu supstancu, EP
polimer sastavljen je od 90 % proteina i polisaharida te ga lu¢e mikroorganizmi
svojim metabolizmom. Ispunjavaju¢i mostove izmedu mikroorganizama, povezuje ih
u cjelinu te tako funkcioniraju kao mikrobna zajednica.

Ponasanje biomase prema tvarima koje imaju toksi¢ni utjecaj na biomasu
moze biti ispitano preko EPS-a koji €ini 70 % aktivhoga mulja. Mreza polimera
omogucuje mikoorganizmima veliku gusto¢u stanica, njihovo prezivljavanje te
adsorpciju oneéis¢ujucih tvari, nutrijenata i minerala. Bakterije koje tvore biofilm su
1000 puta otpornije na antibiotike u odnosu na mikoorganizme u suspenziji.
Mikroorganizmi ispustaju i topljivi mikrobni produkt, soluble microbial products,
SMP, koji sa EPS-om djeluje kao pufer prilagodavaju¢i se tako promjenjivim
okolnostima. Pretjerano njihovo luc¢enje, EPS-a i SMP-a, moze biti kao odgovor na
stresnu situaciju ili kao indikator bakterijske osjetljivosti na okolisne promjene.”
Tako se izlaganjem bakterija oneciS¢uju¢im tvarima i1 proucavanjem lucenja EPS-a
uocCava ponasanje biomase, a moze se pratiti i Sposobnost biomase za razgradnju

onegis¢ujuéih tvari (npr. mjere¢i KPK-vrijednost).”

2.3.2.  Utjecaj antibiotika na aktivni mulj

Dospjeli antibiotici na aktivni mulj djeluju tako da mogu povecati bakterijsku
rezistenciju. Tijekom bioloske obrade otpadnih voda, moze doé¢i do proliferacije
rezistentnih bakterija na antibiotike. Nastaju uslijed transfera rezistentnih gena na
nerezistentne bakterije. Transfer se gena ostvaruje preko tri koraka: 1) konjugacije

preko kontakta izmedu stanica, 2) transdukcije gena pomocu virusa i 3) transformacije
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rezistentnog plazmida DNK u bakterije. Procesni uvjeti u otpadnoj vodi mogu
poboljsati prijenos gena, a tada dolazi i do povecanja organskih tvari i1 rasta
bakterija.?’

Prema literaturi, koncentracije farmaceutika od 50 pug L™ utje¢u na strukturu
bakterijske zajednice.”® Smanjenjem raznolikosti zajednice, umanjuje se moguénost
da se mikroorganizmi prilagode specifi¢cnim okoliSnim promjenama $to moze utjecati
na kljuéne funkcije aktivnog mulja.”® U slugaju inhibicije bakterija, moze do¢i do
ozbiljnih posljedica za razgradnju organskih tvari, a prilikom skupljanja otpadnih
voda iz bolnica uoeno je reduciranje broja bakterija te starenje mulja. Rod
Pseudomonas ima sposobnost razgraditi antibiotik ofloksacin i to ¢ak od 37,5 % do
46,7 % u 24 sata, bez obzira da li se radi o razgradnji samoga ofloksacina ili o smjesi
ofloksacina i nekoliko farmaceutika.”” No, rezultati pokazuju da moze doé¢i do
inhibicije rasta bakterija, upravo u prisutnosti smjese farmaceutika $to izravno utjece i

na razgradnju oneciS¢ujucih tvari i na smanjenje ucinkovitosti bioloskog procesa.

2.3.3.  Utjecaj eritromicina na aktivni mulj

Mogu¢i mehanizmi utjecaja eritromicina na aktivni mulj su inhibicijski utjecaj
na biorazgradnju supstrata, utjecaj na kineticki odgovor mikrobne zajednice i moguci
uéinak na sastav mikrobne zajednice. Eritromicin utjeCe na raznolikost i gustocu
biomase, odnosno uzrokuje promjene u strukturi mikrobne zajednice $to upucuje na
mogudi inhibicijski ucinak eritromicina ili njegove dehidrirane forme. Eritromicin
utjece na aktivni mulj narusavajuci strukturu pahuljica aktivnoga mulja pri izloZenosti
10 mg L eritromicina tijekom 24 sata.”®

Dok se akutni uéinak ocituje kroz kratko kontaktno vrijeme inhibitora i
aktivnog mulja te neprilagodenosti kulture, kroni¢ni se ucinak dogada uslijed
konstantne 1izlozenosti aktivnoga mulja inhibitorima. Eritromicin ima akutno
djelovanje na kineticko ponaSanje mikrobne zajednice, odnosno mijenja brzinu
potros$nje supstrata §to izravno utjece na rast biomase. Uslijed kontinuiranog uvodenja
eritromicina, njegov se ucinak na mikrobnu zajednicu iskazuje inhibicijom mikrobne
zajednice, redukcijom hidrolize, blokiranoS¢u za skladiStenjem supstrata te ubrzanim

procesom endogene respiracije. Konstantnim kontaktom od 50 mg L™ eritromicina u
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periodu od 30 dana, dolazi do znaajnog smanjenja aktivnosti biomase, odnosno,
eritromicin zaustavlja metabolitske funkcije mikrobne zajednice 1 to za vise od 30
%.>° Uslijed pada enzimskih aktivnosti mikrobne zajednice, inhibira se djelovanje
biomase $to zna¢i da ne dolazi do razgradnje supstrata. Doziranjem eritromicina
smanjuje se 1 relativna potrosnja kisika Sto dodatno ukazuje da razgradnja supstrata
nije moguca preko metabolitskih reakcija. I akutni 1 kroni¢ni utjecaj utjeCu na kinetiku
procesa. Uslijed tih ucinaka, posljedi¢no dolazi do promjene sastava mikrobne
zajednice, kao i u¢inkovitosti procesa.”®"

Koncentracije eritromicina veée od 100 ug L™ utjetu na proizvodnju EPS-a.
Eritromicin je pri koncentraciji od 10 mg L™ utjecao na sposobnost biomase da
razgradi one&idéujuée tvari, a pri koncentraciji od 10 pg L™, eritromicin je slabo
utjecao na lucenje EPS-a. No, njegov znacajan utjecaj uocen je uslijed povecanog
izlu¢ivanja EPS-a, §to je potvrdeno pracenjem biomase koja je bila osjetljivija na
eritromicin pri viSim koncentracijama. Eritromicin se moze smatrati biorazgradiv jer
se nije nasao adsorbiran na aktivnom mulju. Djeluje na aktivni mulj tako da pri
koncentraciji od 0,1 mg L™ inhibira heterotrofne bakterije. Takoder, uzrokuje
parcijalnu inhibiciju nitrificiraju¢ih bakterija pri 5 mg L™, ali i potpunu inhibiciju

nitrificiraju¢ih bakterija pri 50 mg | D

2.4. Bakterijska kultura Pseudomonas putida

Bakterijska kultura Pseudomonas putida je Gram negativna nefermentirajuca
bakterija. Saprofitski je pokretljivi bacil prirodno prisutan u tlu i vodi.® Predstavlja
veliki interes za istrazivanja U podru¢ju medicine, prehrambene tehnologije, okolisne
mikrobiologije i fitopatologije.®* Za bakterije roda Pseudomonas navodi se da su
proizvodaci velikog broja ekstracelularnih enzima, primjerice lipaza.80 Stoga je
prepoznata mogucénost primjene ove bakterije u procesima biorazgradnje zbog brojnih
enzima te ima Siroku primjenu u bioremedijaciji jer moze razgraditi razne
oneciScujuce tvari. Koristi se u podrucjima onecis¢enima teSkim metalima jer pomocu
enzima krom reduktaze uklanja krom. Nadalje, razgraduje molekule i alifatskih i
aromatskih ugljikovodika izluéivanjem enzima dioksigenaze. Sposobna je
metabolizirati molekule toluena, naftalena, stirena, benzena, 4-nitrofenola, azo bojila,
halogene fenole, triklorbenzene, klorkatehole, antibiotik triklozan.®>®® Bakterija

Pseudomonas putida ima potencijal razgradnje molekule benzena i to s visokom
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ucinkovito§¢u pri razli¢itim koncentracijama. Moze razgraditi i polistirensku pjenu za
koju se smatralo da je bioloski nerazgradiva, kao i molekulu pirena. Podnosi
ekstremne uvjete, primjerice nisku temperaturu i nedostatak hranjivih tvari pa ima
mogucnost enzimske aktivnosti i na Arktiku. Moze se Koristiti i za bioremedijaciju
izgorjelog tla. Rod Pseudomonas ima sposobnost razgraditi diuretik kofein s
uc¢inkovito$¢u od 80 % tijekom 48 sati. Razgraduje herbicid atrazin u tlu koriste¢i ga
kao izvor dusika za rast, a metabolizira ga i nakon §to se potrosi sav izvor dusika. Rod
Pseudomonas je otporan na Siroki raspon antibiotika te primjerice moze razgraditi
molekulu antibiotika cefaleksina.®*

Ova bakterijska kultura striktni je aerob §to znaci da u uvjetima bez kisika ne
moze opstati te lu¢i EPS Sto pospjeSuje stvaranje pahuljica aktivnoga mulja. Ima

45,61 rod

razvijenu rezistenciju na fluorokinolone i karbapeneme. Prema literaturi,
Pseudomonas je otporan na eritromicin pri koncentraciji od 50 mg L™. Glavni
regulatorski protein u metabolizmu Pseudomonas putide je protein katabolicke
represije, eng. Catabolite repression control, Crc. Ukljuéen je u nekoliko katabolickih
puteva - za razgradnju Secera, ugljikovodika, aromatskih komponenti, amino kiselina,
kao 1 komponenti koje sadrze dusik. Crc moZe inhibirati razgradnju alkana kod
Pseudomonas putide. Ima ulogu i u metaboli¢kom putu prenosSenja signala tako da
moze promijeniti metabolizam ugljika, a ima utjecaj i na stvaranje biofilma kod
Pseudomonas putide. Istrazivanje je pokazalo da je ekspresija Crc-a najvecéa tijekom
eksponecijalne faze rasta bakterije te se smanjuje kako bakterija ulazi u stacionarnu
fazu rasta (tri do Cetiri puta manja). Ekspresija ovoga proteina ovisi 0 uvjetima rasta,

tj. izvoru ugljika i fazi rasta bakterije.®

2.4.1. Otpornost bakterijske kulture P. putide na makrolide

Mehanizmi bakterijske rezistencije na makrolide su ciljana mutacija,
izbacivanje pomocu crpki, modifikacija antibiotika i razgradnja antibiotika.®
Enzimski Kkatalizirana deaktivacija podrazumijeva hidrolizu laktonskog prstena preko
ere gena, a pomocu enzima: eritromicin esterazama, makrolidnim fosfotransferazama

58,66,87

i linkosamid nukleotidiltransferazama. Eritromicin esteraze pronadene su u

Staphylococcus aureus i u Pseudomonas sp.®
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Osim enzimske razgradnje, postoji i podjela rezistencije bakterija prema
biokemijskom i genetskom aspektu.®? U biokemijske ubrajaju se crpke za izbacivanje
I vanjska membrana, outer membrane, OM, pomoc¢u kojih se smanjuje koncentracija
lijeka promjenom permeabilnosti membrane, ali bez modifikacije antibiotika.>* Crpke
za izbacivanje nadene su skoro u svim bakterijskim vrstama, a dijele se u pet
obitelji.** U Gram negativnih bakterija prisutna je RND obitelj.2® Crpke za izbacivanje
su membrane sastavljene od proteina koje izbacuju antibiotike izvan stanice i
odrzavaju unutarstanicnu koncentraciju niskom. OM smanjuju propusnost membrane
Sto rezultira manjim protokom antibiotika. Takve crpke imaju Sirok spektar djelovanja
§to omogucava bakterijama viSeantibiotsku rezistenciju ili MDR, multidrug
resistance. Gram negativne bakterije, u koje se ubraja Pseudomonas putida, imaju
mehanizam djelovanje preko vanjske membrane. Takav sustav obrane omogucava
bakterijama otpornost na antibiotike, biocide, boje, deterdzente, inhibitore

. . : . . o . . 87
metabolizma, aromatske ugljikovodike, toksi¢ne zasi¢ene kiseline te Zu¢ne soli.

24.2. Enzimi

Izraz enzim dolazi od grcke rije¢i enzim $to znaéi zakiseliti, a po prvi put je
upotrijebljen pri opisu tvari koju su pronasli u ekstraktu kvasca, a koja je dovela do
fermentacije Secera. Nazivi enzima daju se prema tvari (supstratu) na koju djeluju,
primjerice amiloza, osnovni sastojak Skroba, supstrat je za enzim amilazu. Takoder,
enzimi se imenuju na osnovi njihova zajednickog djelovanja, npr. dehidrogenaze
premjestaju vodik sa supstrata na koenzim, dok dekarboksilaze premjestaju ugljikov
dioksid. Nastavak -aza na kraju ozna¢ava imena svih enzima.®

Bioloski materijal koji se koristi u bioprocesima je stanica mikroorganizma, a
aktivni dio stanica su enzimi. Enzimi ili biokatalizatori su bioloski katalizatori koji
ubrzavaju reakcije u zZivim organizmima i u to¢no odredenim uvjetima. Po kemijskoj
strukturi su proteini, a njihova kompleksna struktura organizirana je u Cetiri strukturna
nivoa. Prema gradi mogu se podijeliti na jednostavne 1 konjugirane enzime, a razlika
je $to su jednostavni enzimi samo proteini dok konjugirani sadrZze i neproteinske
skupine.*® Konjugirani se enzimi sastoje od koenzima — neproteinskog i apoenzima —

proteinskog dijela te tako zajedno ¢ine potpun enzim — holoenzim, slika 2.14.
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Aktivno mjesto

v
Holoenzim

Slika 2.14. Prikaz grade konjugiranog enzima.

Vezivanjem supstrata za aktivno mjesto po sistemu klju¢ — brava, nastaje
kompleks enzim — supstrat, a iz reakcije izlaze nepromijenjeni uz izdvajanje produkta
(slika 2.15.). Nekim enzimima za aktivnost su potrebni kofaktori. To su organske
molekule male molekulske mase koje se reverzibilno vezu na enzim, npr. metalni ioni
magnezija, cinka, Zeljeza, bakra.” Najcesce sluze kao nosaci elektrona, specifi¢nih

atoma ili funkcionalnih skupina koje se prenose tijekom reakcije.

supstra

ey ‘;":A .
mjesto\ iy
enzim

kompleks enzim-supstrat enzim

Slika 2.15. Prikaz mehanizma enzimskog djelovanja.

Enzimi su visoko aktivni, selektivni-enantioselektivni, stereospecifi¢ni,
proizvedeni iz obnovljivih izvora, a djeluju u blagim uvjetima. Temeljem visoke
aktivnosti kataliziraju reakcije, a selektivno$cu kataliziraju to¢no odredene reakcije.

Stabilnost katalizatora je kljuan parametar za volumetrijsku produktivnost
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bioreaktora. Zbog navedenih svojstava, zamjenjuju opasne kemikalije, smanjuju
u odnosu na sintetske katalizatore te kataliziraju veliki broj reakcija. No, nestabilni su
izvan prirodnog okruzenja, uslijed promjene reakcijskih uvjeta moguca je njihova

deaktivacija, a cijena njihove izolacije i pro¢ii¢avanja je visoka.”>"*

2.43. Podjela enzima

Prema katalitiCkom djelovanju, enzimi se razvrstavaju na Sest skupina:92

1) Oksidoreduktaze - kataliziraju oksidacijske ili redukcijske reakcije uz primanje ili
otpustanje vodikovih atoma ili elektrona. Dijele se na Cetiri glavne skupine:
dehidrogenaze, oksidaze, peroksidaze i oksigenaze.

2) Transferaze - kataliziraju reakcije u kojima dolazi do prijenosa funkcionalne
skupine od donora do akceptora. Isklju¢ivo Su unutarstani¢ni enzimi i zahtijevaju
prisustvo kofaktora.

3) Hidrolaze - kataliziraju reakcije hidrolize, odnosno sudjeluju u reakcijama
cijepanja veze dodavanjem molekula vode. Postoje 12 podskupina hidrolaza, a za
njihovu aktivnost prisustvo kofaktora nije nuzno. Vecina ih je izvanstani¢na i
dovoljno robusna da bi mogli provoditi reakcije pa su najée$ce koriSteni enzimi u
industriji. U ovu skupinu ubraja se i enzim eritromicin esteraza.

4) Liaze - kataliziraju reakcije u kojima se dodaju i oduzimaju skupine u svrhu
stvaranja dvostruke veze.

5) lzomeraze - kataliziraju reakcije promjene supstrata u njegov izomer.

2.4.4. Aktivnost enzima

Aktivnost ispravne konformacije enzima snazno ovisi o okoliSnim
¢imbenicima: pH-vrijednosti, temperaturi, mijeSanju, ionskoj jakosti, prisustvu
detergenata, antibiotika, teSkih metala, koncentraciji supstrata, kao i koncentraciji
enzima.” Svaki enzim ima svoje optimalno pH-podru¢je, kao i temperaturni
optimum, te se pri tim uvjetima postize maksimalna kataliticka aktivnost. Ta dva
¢imbenika utjeCu po istome trendu na aktivnost enzima. Naime, porastom pH-

vrijednosti/temperature do maksimalne vrijednosti, aktivnost enzima raste, ali
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daljnjim porastom, dolazi do pada aktivnosti enzima. Brzina enzimske reakcije moze
se opisati prema Michaelis — Mentenicinoj kinetici gdje porastom koncentracije
supstrata, raste i brzina reakcije do najviSe vrijednosti. Koncentracija enzima i brzina
reakcije su u linearnoj ovisnosti, odnosno povecanjem koncentracije enzima, linearno
raste i brzina reakcije.

Enzimska aktivnost moze biti inhibirana tvarima koje nalikuju supstratima, a
koje se natjeCu za aktivno mjesto na enzimu. Ovakav se oblik inhibicije naziva
kompetitivna inhibicija pri kojoj kompetitivni inhibitor sprje¢ava vezanje enzima sa
supstratom. U nekompetitivnoj inhibiciji, inhibitor se moze ireverzibilno vezati na
aktivno mjesto enzima ili na alostericko mjesto na enzimu te tako uzrokuje promjenu
oblika aktivnoga mjesta ¢ime se ometa povezivanje supstrata. S obzirom na strukturu,
enzimi su osjetljivi na procesne uvjete te stoga s enzimima treba pazljivo postupati jer
aktivnost enzima utjece na konverziju supstrata.”*%

Poznato je iskoriStavanje Pseudomonas spp. kao obecavajucih proizvodaca
enzima. Potencijalna je bakterija kao biokatalizator u dvofaznim fermentacijskim
sistemima za sintezu finih kemikalija u visokim prinosima i ekonomski isplativim
procesima. Pogodna je za ovakve vrste bioprocesa jer ima mogucénost prilagodbe na
toksi¢na otapala.”® Pseudomonas putida posjeduje, izmedu ostalih, i enzime:
eritromicin esterazu i karboksilesterazu. Esteraze, ali i lipaze, upotrebljavaju se za
dobivanje optic¢ki ¢istih sekundarnih alkohola. Ekstracelularni enzimi su veéinom
termostabilni, zadrzavaju svoju aktivnost i nakon pasterizacije, ¢ak i nakon
ultrazvuénih tretmana pri visokim temperaturama.®® Odlikuje ih visoka regio- i stereo-
selektivnost uz dobru stabilnost, ¢ak 1 u organskim otapalima, kao i1 neovisnost o
kofaktorima. S obzirom na navedena svojstva, atraktivni su biokatalizatori za

proizvodnju &istih kemikalija.**

2.45. Enzim eritromicin esteraza

Makrolidne esteraze, EreA i EreB, deaktiviraju eritromicin preko hidrolize
makrolaktonskog prstena. EreA se povezuje s Gram negativnim bakterijama, dok se
EreB, originalno otkrivena u E. coli, povezuje s Gram pozitivnim bakterijama.®’
Eritromicin esteraze su enzimi koji imaju hidroliticko djelovanje. Napadaju

eritromicin na esterskoj skupini pa dolazi do raspadanja **C laktonskog prstena na 6-
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deoksieritinolid B koji se sastoji od °C atoma. 1984. godine je po prvi puta izolirana
eritromicin esteraza iz izolata E. coli, koji je otporan na makrolidne antibiotike. EreA
je protein sastavljen od 406 aminokiselina mase 44,8 daltona, a EreB od 419
aminokiselina mase 48,2 daltona. Strukturna sli¢nost izmedu esteraza, EreA i EreB,
iznosi oko 25 %. Oba proteina mogu razgraditi makrolaktonski prsten napadom na
estersku grupu Sto je popra¢eno s neenzimatskom unutarmolekulskom razgradnjom.
Pri tome nastaje hemiketal te sekundarnom ciklizacijom dolazi do unutarmolekulske

kondenzacije uz dehidrataciju, kako je vidljivo na slici 2.16.
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Slika 2.16. Razgradnja eritromicina enzimom eritromicin esteraza.®’

Nadalje, strukturnom analizom EreA 1 EreB, utvrdeno je da nemaju sli¢nosti s
homolozima drugih biokemijskih enzima koji imaju sposobnost hidrolize. One tvore
jedinstvenu tzv. ,eritromicin esteraza obitelj*. EreB ima moguénost razgradnje Sireg
spektra supstrata,”’ nego EreA, jer je sposobna metabolizirati ne samo prirodan
eritromicin, ve¢ i njegove polusintetske derivate. No, nijedan enzim ne moZe
hidrolizirati ketolide telitromicina. Imaju razliite inhibitore jer dok EreB nije
osjetljiva, EreA je osjetljiva na kelatne metalne spojeve.®’” Predlaze se da se
eritromicin esteraze ne bi trebale tako nazivati, ve¢ makrolidne esteraze jer su

pokazale djelovanje na sve makrolidne antibiotike.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Makrolidni antibiotik — eritromicin

U radu je koristen eritromicin koji se ubraja u skupini makrolidnih antibiotika.
Visoke je Cistoc¢e (>99 %) 1 dobiven je iz farmaceutske tvrtke Pliva, Hrvatska d.o.o.

Masene koncentracije eritromicina su oznacene s oznakom yg / mg L™.

3.1.2. Farmaceutska otpadna voda

Za izolaciju bakterijske kulture koriStena je otpadna voda iz farmaceutske
industrije dopremljena s postrojenja Savski Marof iz tvrtke Pliva, Hrvatska d.o.o.
Pripremom decimalnih razrjedenja i uzgojem na hranjivoj podlozi Tryptic Soy Broth,

TSB (Liofilchem, Italija), izolirana je najucestalija bakterijska kolonija.

3.1.3. Priprema otopine eritromicina

Za pripremu temeljne otopine eritromicina koncentracije 2000 mg L™ u
odmjernoj tikvici od 100 mL odvagano je 200 mg eritromicina. MijeSajuc¢i Uz
postupno dodavanje demineralizirane vode, sadrzaj je otopljen pomocu ultrazvuéne
kupelji te je tikvica nadopunjena do oznake demineraliziranom vodom. Potom je
prireden niz pocetnih koncentracija: ¥z91=0,2 mg L™, ¥z02,=2 mg L™, y£03=20 mg L™,

Y£04=200 mg L™, y05=2000 mg L™

3.1.4. lzolirana bakterijska kultura

Za provedbu testova osjetljivosti, procesa biorazgradnje, krivulje rasta te
uzgoja bakterijske kulture za odredivanje aktivnosti enzima koriStena je bakterijska
kultura izolirana iz farmaceutske otpadne vode. Bakterijska kultura uzgojena je
nacjepljivanjem na tekucu hranjivu podlogu TSB, na rotacijskoj termostatiranoj

tresilici, pri 160 o min™, 25+2°C, 24 sata te potom precjepljena na &vrstu hranjivu
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podlogu u Petrijevim zdjelicama koje su inkubirane pri 37 °C, 24 sata. Od uzgojene
kulture priredena je suspenzija ¢ija je opticka gustoca u hranjivoj podlozi iznosila 0,02
pri A = 600 nm za pokuse krivulje rasta te uzgoja za odredivanje enzimatske

aktivnosti.

3.1.5. Proces biorazgradnje

Fosfatni pufer
Fosfatni je pufer pripremljen je u odmjernoj tikvici od 100 mL tako da je
odvagano 2,18 g K;HPO,, 0,85 g KH,PQO,, 2,218 g Na,HPO4x2H,0. pH-vrijednost

pufera podesena je na 7,55. Pripremljeni fosfatni pufer stavljen je na sterilizaciju.

Hranjiva podloga

Hranjiva se podloga sastojala od hranjivog bujona i natrijevog acetata. Za
pripremu hranjive podloge u 200 mL destilirane vode izvagano je 1,6 g hranjivog
bujona i 1,2 g natrijeva acetata. Nakon priprave, hranjiva se podloga sterilizirala.

BPK voda

Za pripremu BPK vode vagano je 1,15 g MgSO4x7H,0, 1,4 g CaCl,, 0,0125 g
FeCl3x6H,0, 0,085 g NH4CIl u odmjernim tikvicama od 50 mL. Zatim se iz svake
odmjerne tikvice izuzima volumen od 0,5 mL i prenosi se u tikvicu s 500 mL

destilirane vode. Pripremljena BPK voda stavljena je na sterilizaciju.

3.1.6. Fosfatni pufer za ispiranje stanica bakterijske kulture

Za ispiranje bakterijskih stanica Pseudomonas putide za odredivanje aktivnosti
enzima, koriSten je 50 mM fosfatni pufer pripravljen od dviju soli: 2,62 g kalijevog
dihidrogenfosfata, KH,PO,4, (Gram-mol, Zagreb) i 5,36 g dikalijevog hidrogenfosfata,
K,HPO,, (Lach-Ner, Ceska, Fischer Chemical, UK) u 1000 mL destlirane vode. U
svrhu podeSavanja pH-vrijednosti fosfatnog pufera na vrijednost od 7,00, koriStena je
30 % fosforna kiselina, HaPO,.
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3.1.7. Mjerni instrumenti i oprema

U radu je koriStena rotacijska termostatirana tresilica Heidolph unimax 1010,
Heidolph inkubator 1000, Njemacka, za provedbu pokusa u Sarznim uvjetima. Za
sterilizaciju hranjivih podloga, Cistog staklenog posuda, kao i onecis¢enog posuda,
koristen je autoklav Sutjeska, Jugoslavija. Za homogeniziranje priredenih razrjedenja
uporabljen je homogenizator EV-100, Tehnica, Slovenija. Bakterijska kultura
Pseudomonas putida uzgajana je u termostatu Termomedicinski aparati, Hrvatska.
Vrijednost pH odredivana je pH-elektrodom SenTix® 940 pomocu prijenosnog
mjeraca WTW Multi 340i. Instrument je prije svake upotrebe kalibriran. Opticka
gusto¢a odredivana je spektrofotometrijski pri A=600 nm, Hach, Model DR/2400,
USA. Centrifuga Sigma 3K15, Njemacka, koristila se za ispiranje i ugus$civanje
biomase. Prilikom priprave otopina eritromicina koriStena je ultrazvuéna kupelj
Bandelin, Sonorex Digitec DT 52/H, Berlin, Njemacka. Za razbijanje bakterijskih
stanica koristena je ultrazvu¢na sonda Bandelin Sonopuls, Njemacka. Centifugiranje
uzoraka za odredivanje aktivnosti enzima, radeno je na centrifugi Universal 320 R,
Hettich, Njemacka. Promjena apsorbancije u vremenu, odredivana je na
spektrofotometru Shimadzu UV-1800, SAD. Za precizno vaganje uporabljena je vaga
Sartorius AG, Njemacka. Test toksi¢nosti je proveden na Lumistox 300, Dr Lange
GmbH, Njemacka. Bakterijska kultura Pseudomonas putida mikroskopirana je
pomocu svjetlosnog mikroskopa (Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan)

opremljenog kamerom za snimanje mikrofotografija (Olympus DP 10 kamera).

3.2. Metode rada

3.2.1. Odredivanje toksi¢nosti eritromicina pomoc¢u Vibrio fischeri

Provedeni su testovi toksi¢nosti pomocu bioluminiscentne bakterije Vibrio
fischeri. Inhibicija bioluminiscencije izmjerena je nakon inkubacije od 30 min prema
standardnoj metodi HRN EN SO 11348-3:2010 koriste¢i linearni niz.** Metoda se
temelji na procjeni smanjenja fizioloSke aktivnosti Ciste kulture Vibrio fischeri u
prisutnosti toksi¢nih tvari, u ovom slucaju antibiotika eritromicina. Kao myjera
fizioloSke aktivnosti koristi se prirodno svojstvo luminiscencije ove vrste bakterija.

Mjeri se intenzitet luminiscencije na pocetku testa i nakon 30 minuta. Instrument
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oc¢itava dva rezultata efektivne koncentracije: EC, i ECso koji predstavljaju volumni

udio (%) uzorka pri kojemu dolazi do 20 %-tnog i 50 %-tnog pada luminiscencije.

TU ili toksi¢ne jedinice se racunaju prema formuli 3.1.:

TU:( L j-lOO% (3.1)

50
TU predstavljaju relativnu toksi¢nost te se prema njenoj vrijednosti neka tvar
moze smatrati: 0 netoksicna (NT), <1 slabo toksicna (ST), 1-10 toksicna (T), 11-100
jako toksicna (VT) i >100 ekstremno toksicna (ET). Sto je veéa TU vrijednost, veéa je

toksiGnost ispitivane tvari.®

3.2.2. ldentifikacija bakterijske kulture Pseudomonas putide

Za provedbu svih pokusa, u ovome je radu koriStena bakterijska kultura
Pseudomonas putida izolirana iz farmaceutske otpadne vode. Za uzgoj bakterije
prireden je hranjiva podloga TSB u Petrijevim zdjelicama koje su inkubirane pri 37
°C, 24-48 sati. Klasifikacija bakterije u jednu od dviju velikih skupina: Gram
pozitivne i Gram negativne bakterije, provedena je metodom bojanja po Gramu®® i
testom s kalijevim hidroksidom. Takoder je ispitana enzimska aktivnost kulture
biokemijskim testovima za prisutnost enzima oksidaze, katalaze i enzima za redukciju
nitrata.®’

Za odredivanje roda i vrste bakterije koriSten je API strip (eng. Analytical
profile index) koji se sastoji iz viSe razli¢itih biokemijskih testova temeljenih na
enzimatskoj aktivnosti kulture mikroorganizma. Cista bakterijska kultura inokulirana
je na propisani nac¢in u za to predvidene jaZice stripa. Tako pripremljen strip inkubiran
je u termostatu pri 37 °C tijekom 24-48 sati. Ocitavanje rezultata provedeno je uz

pomo¢ dopunskih reagensa i tablice s rezultatima.”
3.2.3. Testovi osjetljivosti
Disk difuzijski testovi osjetljivosti imaju prednosti nad ostalim metodama

zbog jednostavnosti, niskih troSkova, moguénosti testiranja vefeg broja

mikoorganizama i antibiotika te lakoce interpretiranja rezultata. Antibiotik se nanosi
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na disk gdje difundira u agar i inhibira rast testnog mikroorganizma. Na taj nain se
moze uociti kolika je ucinkovitost ispitivanog antibiotika za odredenu bakteriju.
Ukoliko se vide zone inhibicije, mjere se promjeri svake zone kako bi se odredila
veli¢ina zone oko diskova u kojima nema rasta mikrobnih stanica. Prema promjeru
zone inhibicije, slijedi klasifikacija antibiotika prema jacini djelovanja: 6-8 mm (jako
slabo), 8-12 mm (slabo), 12-16 mm (dobro) i >16 mm (jako).”

Prilikom provedbe testova osjetljivosti, pripremljena je otopina eritromicina
(poglavlje 3.1.3.) i suspenzija bakterijske kulture P. putida (poglavlje 3.1.4.).
Primjenom sterilne tehnike rada pripremljena je suspenzija bakterijske kulture P.
putida. Na Petrijeve zdjelice sa ¢vrstom sterilnom hranjivom podlogom TSB
otpipetira se 0,1 mL homogenizirane svjeze pripremljene bakterijske suspenzije
opticke gustoce 0,02 te se Stapicem po Drigalskom ravnomjerno rasporedi uzorak po
povrSini  hranjive podloge. Nakon toga slijedi postavljanje sterilnih diskova
steriliziranom pincetom po sredini Petrijeve zdjelice. Diskovi se natapaju s 30 pL
otopine eritromicina, svake iz niza razrjedenja. Stavlja se i slijepa proba tako da se na
disk doda 30 pL otapala u kojem je otopljena ispitivana tvar, u ovom slucaju

demineralizirana voda. Uzorci se stavljaju na inkubaciju pri 37 °C, 24-48 sata,*®

3.2.4. Proces biorazgradnje s bakterijskom kulturom P. putidom

Proveden je proces biorazgradnje eritromicina s bakterijskom kulturom

Pseudomonas putidom.**

Pokus biorazgradnje je oznacen oznakom P1. Eritromicin se
pripremio prema opisu u poglavlju 3.1.3., a koriStene su radne otopine sljedecih
koncentracija: ¥z01=0,2 mg L, ¥£02=2 mg L, ¥£03=20 mg L™, y£0,=200 mg L,
YE05=2000 mg L™.

Proces biorazgradnje proveden je u Erlenmeyerovim tikvicama volumena 100
mL na termostatiranoj rotacijskoj tresilici (slika 3.1.) pri 26+2 °C, 160 o min™ tijekom
24 sata.’®*1% Kako bi se uklonila mogucénost fotorazgradnje eritromicina, tikvice su
bile oblozene zastitnom folijom. Pokus se provodio u ukupno 12 tikvica (T1-T12), a
tikvice su sadrzavale suspenziju P. putide, fosfatni pufer, BPK vodu, hranjivu
podlogu, opisanima u poglavlju 3.1.5., te otopine eritromicina pripremljenih radnih

koncentracija. Sadrzaj pojedine tikvice prikazan je u tablici 3.1.
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Slika 3.1. Provedba pokusa biorazgradnje na termostatiranoj rotacijskoj tresilici.

Tablica 3.1. SadrZaj tikvica T1-T12 u pokusu biorazgradnje.**?

N Pocetna Dodani Suspenzija | Hranjiva | Fosfatni | BPK
Tikvica | koncentracija volumen .
g S . . P. putida/ | podloga/ | pufer/ | voda/
# eritromicina/ | eritromicina /
1 mL mL mL mL
mg L mL
1,2 0 0 1 10 4 25
3,4 0,2 4 1 10 4 21
5,6 2 4 1 10 4 21
7,8 20 4 1 10 4 21
9,10 200 4 1 10 4 21
11,12 2000 4 1 10 4 21

Ispitivano je pet razli¢itih pocetnih koncentracija eritromicina u duplikatima.

Kontrolne tikvice su omoguc¢avale usporedbu i pracenje promjene mutnoce, boje i

taloga u odnosu na ostale tikvice te u njih nisu dodane otopine eritromicina. Tijekom

provedbe pokusa biorazgradnje, uzimani su uzorci za praenje opti¢ke gustoce
tijekom 16. i 24. sata.

3.2.5. Kirivulja rasta bakterijske kulture P. putide

Proveden je pokus rasta bakterijske kulture Pseudomonas putida, oznac¢en P2,

u svrhu dobivanja krivulje raste navedene bakterijske kulture bez i uz dodatak

eritromicina. Pokus je proveden u Erlenmeyerovim tikvicama od 1000 mL na

44




3. Eksperimentalni dio

rotacijskoj termostatiranoj tresilici s brzinom vrtnje od 125 o min™ i temperaturi od
25+2 °C tijekom 312 sati.'®® Kontrolna tikvica je sadrzavala 180 mL tekuée hranjive
podloge TSB, 355 uL suspenzije bakterijske kulture P. putide i 20 mL sterilne
demineralizirane vode. U tikvice s eritromicinom dodana je hranjiva podloga i
suspenzija bakterijske kulture uz 20 mL otopine eritromicina koncentracije 2 mg L™,
odnosno 20 mL otopine eritromicina koncentracije 2000 mg L™. Tijekom provedbe

pokusa pracena je opti¢ka gustoca, broj zivih stanica (CFU) te mikroskopska analiza.

3.2.6. Mikroskopska analiza

Mikroskopskom su analizom pra¢ene morfoloske karakteristike bakterijske
kulture P. putide. Od uzorka suspenzije bakterijske kulture P. putide i hranjive
podloge bez i uz dodatak eritomicina, prireden je trajni preparat koji je obojan po
Gramu. Tako prireden preparat mikroskopiran je na ukupnom povecanju od 1000x.
Uzorci su uzimani u odredenim vremenskim intervalima te pripremljeni na opisan

nacin, nakon ¢ega su mikroskopirani (slika 3.2.).

" i T U U[D” e i
W - : ¢ b -

Slika 3.2. Svjetlosni mikroskop s ugradenom kamerom.
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3.2.7. Uzgoj bakterijske kulture P. putide

Proveden je pokus uzgoja bakterijske kulture Pseudomonas putide bez i uz
dodatak eritromicina, uz oznaku pokusa P3, u svrhu odredivanja aktivnosti enzima.

Sterilna hranjiva podloga TSB se inokulirala s 295 uL suspenzije bakterijske
kulture P. putide, a ostali uvjeti su isti opisanim kao i u poglavlju 3.2.5.1% Biomasa je
uguscena i isprana fosfatnim puferom opisanim u poglavlju 3.1.6. pomoc¢u centrifuge
pri 5500 0 min™, 10 min i 0 °C, 3 puta. Svrha centrifugiranja je izdvojiti biomasu od

hranjive podloge. Uzorci su ¢uvani u zamrzivacéu pri temperaturi od -70 °C.

3.2.8. Odredivanje aktivnosti enzima esteraze

Nakon uzgoja bakterijske kulture i centrifugiranja dobivene su stanice koje su
razbijene ultrazvu¢nom sondom tijekom 10 minuta uz hladenje na ledenoj kupelji s
ciljem dobivanja unutarstani¢nih enzima razaranjem strukture stani¢ne stijenke.
Uzorci su potom centifugirani pri 14000 o min™, 4 °C tijekom 20 minuta, kako bi se
odvojile stanice te se supernatant koristi za odredivanje aktivnosti enzima. AKtivnost
enzima esteraze bakterije P. putide odredivana je spektrofotometrijski pri valnoj

duljini od 405 nm tijekom 100 sekundi, praéenjem promjene apsorbancije u vremenu,

AABS

— odnosno kao nagib dobivenog pravca ovisnosti apsorbancije o vremenu.®’

Postupak pracenja aktivnosti proveden je za svaki uzorak tri puta. Mjerenja su
provodena u 50 mM HEPES puferu, pH 7,5, 2 mM p-nitrofenol butiratu, p-NPB, kao
supstratu, te uz 0,2 % neionski detergent Triton X-100. Jedna jedinica (U) aktivnosti
esteraze definirana je kao udio enzima potrebnog za nastajanje 1 pmol p-nitrofenola u
jednoj minuti pod specificnim uvjetima. Komponente testa pomijeSane su u kvarcnim
kivetama te je na spektrofotometru pracena promjene apsorbancije u vremenu pa se

prema jednadzbi 3.2. odreduje volumna aktivnost, V.A.

Vy  AABS
Ehpsd-Vg At

V.A =

(3.2.)

gdje je Vuk ukupni volumen uzorka u kiveti u mL, Ve volumen dodanog enzima u mL,

€405 ekstincijski koeficijent pri valnoj duljini 405 nm iznosi 0,0123 cm? umol™, d

. . . AABS v . ..
predstavlja promjer kivete, d = 1 cm, a —, OznaCava promjenu apsorbancije u
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3. Eksperimentalni dio

vremenu izrazenu u min™. Prema jednadzbi 3.2., volumna aktivnost se izrazava u U
mL™, no rezultati su pomnoZeni s volumenom te je V.A. u U, odnosno pmol min™.
Odredivanje aktivnosti enzima provodeno je na Zavodu za reakcijsko inzenjerstvo i
katalizu Fakulteta kemijskog inzenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu u sklopu

izrade diplomskog rada.®*

3.2.9. Obrada rezultata

Test toksi¢nosti
Provedbom testova toksi¢nosti dobivene su vrijednosti luminiscencija za
pocetne uvjete (0 minuta) i nakon 30 minuta. Za svako su se razrjedenje, po linearnom

nizu, radile dvije paralele te se rezultati raGunaju upotrebljavajuci srednje vrijednosti

luminiscenicija. Inhibicija, izrazena u postotku, ra¢una se prema formuli 3.3.1%°
LU, - LU
INH =100—-|100- —=——= |[% 3.
o0 Jos 63)

gdje je LUy luminiscencija uzorka na pocetku provedbe procesa u t=0, LU;
luminiscencija uzorka nakon inkubacijskog vremena, t=30 min. LUy i LU;
predstavljaju srednje vrijednosti luminiscencija kontrola u t=0 i nakon inkubacijskog
vremena, t=30 min. ECs vrijednost u mg L™ je dobivena preko uredaja Lumistox
nakon provedbe testa pomocu bakterije Vibrio fischeri. Prema formuli 3.1. racunata je
TU vrijednost. Najniza koncentracija kod koje je uocena inhibicija kulture Vibrio

fischeri, LOEC umg L™, procjenjena je prema krivulji na slici 4.1.

Gompertz model

Na temelju eksperimentalnih podataka procijenjeni su kineti¢ki parametri
Gompertzovog modela. Pomoc¢u eksperimentalnih podataka, vrijednost umax je
procjenjena prema nagibu pravca na krivulju tijekom eksponencijalne faze rasta.
Asimptotski porast predstavlja najviSu postignutu vrijednost broja zivih stanica
izrazenih preko omjera In(N/N,). Procjenjene su vrijednosti b i ¢ konstanti prema
jednadzbama 3.4.13.5.:

p=Hme € o g (3.4)
a
Hmax “€
c=-—"— 3.5.
- (35)
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3. Eksperimentalni dio

gdje je umax — maksimalna specifi¢na brzina rasta, h™, e — prirodni logaritam, a —
asimptotski porast broja zivih stanica, A - trajanje lag faze rasta, h. Trajanje lag faze,
A, za sva tri sustava procjenjeno je pomocu jednadzbe 3.6.:

b-1
A=—>= 3.6.

Parametri modela procijenjeni su nelinearnom regresijom prema simpleks
metodi u programskom paketu Scientist.”® Rezultati dobiveni simulacijom pomocu
matematickog modela usporedeni su s eksperimentalnim podacima, ponovno
proracunati u optimizacijskom potprogramu sve dok nije postignuta minimalno
odstupanje izmedu eksperimentalnih podataka i1 vrijednosti izracunatih pomocu
modela. Skup optimalnih parametara modela upotrijebljen je za simulacije koje su
usporedene s rezultatima pokusa.

Za usporedbu je provedeno testiranje hipoteze o jednakosti varijanci F-testom,
uz nivo signifikantnosti od 0,05. Fischer-Snedecorov F-test je statisti¢ki test koji
omogucuje usporedbu eksperimentalnih podataka i podataka dobivenih matemati¢kim
modeliranjem. Nulta hipoteza testa uzima u obzir da su varijance dvaju setova
podataka jednake dok kontrahipoteza uzima u obzir da su razli¢ite. Test se provodi

stavljanjem varijanci u omjer prema jednadzbi 3.7.:
F=— (3.7.)

gdje su s;2i s,? varijance koje se usporeduju. Test se provodi uz pretpostavku da je ;2
manje od 822, ¢ime se dobiva vrijednost F-testa u rasponu izmedu 0 i 1. Priblizno ista
vrijednost varijanci rezultira vrijednostima F blizim 1 i ukazuje na valjanost nulte

hipoteze.'®
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje toksi¢nosti eritromicina pomocu Vibrio fischeri

Postupkom opisanim u poglavlju 3.2.1. proveden je test toksi¢nosti za
vodenu otopinu eritomicina pocetne koncentracije 2000 mg L™* pomoéu
luminisicentne bakterije Vibrio fischeri. Rezultati su prikazani slikom 4.1. i
vrijednosti parametara prikazani u tablici 4.1. procjenjene su prema opisu u

poglavlju 3.2.9.

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 T
102 200 2000

Inhibicija/ %

e/ mg L*
Slika 4.1. Koncentracija-odgovor krivulja za eritromicin provedbom akutnih testova

toksi¢nosti pomocu bakterije Vibrio fischeri.

Tablica 4.1. Rezultati testova toksi¢nosti za eritromicin.

ECso/mgL? | LOEC/mgL™ TU/-

428,80 166,67 0,23
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4. Rezultati

4.2. ldentifikacija bakterijske kulture Pseudomonas putide

Postupkom opisanim u poglavlju 3.2.2. provedena je identifikacija
bakterijske kulture Pseudomonas putide. Rezultati su prikazani slikama 4.2.- 4.4. te
tablicom 4.2.

Slika 4.2. Fotografski snimak izrasle bakterijske kulture Pseudomonas putide

dobivene tehnikom iscrpljivanja na Tryptic Soy Broth-u.

. o .
-t - $ P! ' . \

Slika 4.3. Mikrofotografija bakterijske kulture Pseudomonas putide obojane po

Gramu snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.
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4. Rezultati

Tablica 4.2. Rezultati provedenih testova za bakterijsku kulturu P. putidu.

KOH Oksidaza Katalaza Enz_!m 2a
redukciju nitrata

+ + + -

H wcAopc o HesAuRe ToA  IND ALvey

/ 7 . -~ % p Y ; / p;
I 3 i
IGELS 5oR & RHA  SAC meL ® amy  ARA

GLuAman  INO s

Slika 4.4. Fotografska snimka API 20E stripa pri 37°C nakon 24 sata inkubacije za
bakterijsku kulturu P. putidu.

4.3. Testovi osjetljivosti

Postupkom opisanim u poglavlju 3.2.3. provedeni su testovi osjetljivosti za

P. putidu na Cetiri koncentracije eritromicina. Rezultati su prikazani slikom 4.5.

Slika 4.5. Rezultati testovi osjetljivosti bakterijske kulture Pseudomonas putide na

koncentracije eritromicina yeo1, Ye02, Yeo4 | YEos.
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4. Rezultati

4.4. Proces biorazgradnje eritromicina bakterijom P. putidom

Postupkom opisanim u poglavlju 3.2.4. proveden je proces biorazgradnje
eritromicina bakterijskom kulturom P. putidom. Rezultati su prikazani slikom 4.6.

120

100

80 A

60

% od kontrole

40

20

16 h 24 h

0 T T T T
0,02 0,2 2 20 200 2000

ye/ mgL?

Slika 4.6. Promjene postotka od kontrole opticke gustoce bakterijske kulture P.

putide za koncentracije eritromicina ygo1 - yeos4 U P1.

4.5. Kirivulja rasta bakterijske kulture P. putide

Postupcima opisanima u poglavljima 3.2.5. i 3.2.9. proveden je pokus rasta
bakterijske kulture Pseudomonas putide. Rezultati su prikazani slikama 4.7.-4.10. te

tablicom 4.3.
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4. Rezultati

12

10

OG /Abs

¢ kontrola #0,2mg/L 200 mg/L

O‘. T T T

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312

t/h

Slika 4.7. Promjena opti¢ke gustoce P. putide tijekom 312 sati u P2, u kontroli te uz

koncentracije eritromicina ygo1 i yeoa.

Tablica 4.3. Parametri Gompertz modela.

PoKUS | e/ 0 | b1 - c/ht | ke/h? | Fotest/-
Kontrola 0,17 0,73 0,1096 | 0,0017 0,96
0,2mg L™ 0,25 0,74 0,0994 0,0020 0,94
200 mg L™ 0,22 0,86 0,0572 | 10,0049 0,93
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4. Rezultati

In(N/No) / -

1 - & kontrola ——model

0 T T T T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312

t/h

Slika 4.8. Promjena logaritamskog broja zivih stanica P. putide tijekom 312 sati u

P2 za kontrolu. Usporedba rezultata pokusa i modela.

In(N/No) / -
N

1 ¢ 02mg/L  ——model

O T T T T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312

t/h

Slika 4.9. Promjena logaritamskog broja zivih stanica P. putide tijekom 312 sati u

P2 za yen1. Usporedba rezultata pokusa i modela.
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4. Rezultati

In(N/N,) / -

1 A ¢ 200 mg/L  ——model

O T T T T T T T T T T T T
0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 288 312

t/h

Slika 4.10. Promjena logaritamskog broja zivih stanica P. putide tijekom 312 sati u

P2 za yeos. Usporedba rezultata pokusa i modela.

4.6. Mikroskopska analiza

Postupkom opisanim u poglavlju 3.2.6. provedena je mikroskopska analiza

P. putide tijekom pokusa rasta. Rezultati su prikazani slikama 4.11.-4.22.
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4. Rezultati

Slika 4.11. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 8. satu u P2 za kontrolu

snimljene u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x%.

Slika 4.12. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 8. satu u P2 za yeo;

eritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.
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4. Rezultati

Slika 4.13. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 8. satu u P2 za ygps

eritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

/
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Slika 4.14. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 16. satu u P2 za kontrolu

snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.
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4. Rezultati

SN Ty
N \ak i 4&/. i
Slika 4.15. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide obojane u 16. satu u P2 za

yeo1 €ritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

4 o FeR LN, {
Slika 4.16. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide obojane u 16. satu u P2 za
yeEo4 €ritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.
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4. Rezultati

Slika 4.17. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 24. satu u P2 za kontrolu
snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

Slika 4.18. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 24. satu u P2 za ygo;

eritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

59



4. Rezultati

Slika 4.19. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 24. satu u P2 za ygps
eritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

Slika 4.20. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 36. satu u P2 za kontrolu
snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.
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4. Rezultati

Slika 4.21. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 36. satu u P2 za yen
eritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.

Slika 4.22. Mikrofotografija bakterijske kulture P. putide u 36. satu u P2 za ygos

eritromicina snimljena u prolaznoj svjetlosti, P = 1000x.
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4. Rezultati

4.7. Aktivnhost enzima esteraze

Postupcima opisanima u poglavljima 3.2.7. i 3.2.8. provedeno je odredivanje
aktivnosti enzima esteraze bakterijske kulture P. putide. Rezultati su prikazani
slikom 4.23.
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e kontrola 0,2 mg/L «200 mg/L @

25000
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t/h

Slika 4.23. Promjene aktivnosti enzima esteraze bakterijske kulture P. putide

tijekom 312 sati uzgoja bez i uz koncentracije eritromicina ygoa I yeoa.
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5. RASPRAVA

Kako zahtjevi potrosaca rastu, posebice u razvijenim drzavama, konstantno se
proizvode moderniji i u¢inkovitiji API-ji. Svjetska zdravstvena organizacija upozorila
je na vaznost razumne potro$nje lijekova jer se vise od 50 % lijekova prepise, izda ili
proda na neprimjeren nacin. Lijekovi se mogu razgraditi na konjugirane ili
hidrolizirane oblike molekula te time mogu nastati metaboliti vec¢e bioloske aktivnosti
nego pocetne molekule.®

Od velikih koli¢ina farmaceutika koje dospijevaju u okolis, najcesce se
pronalaze antibiotici. Eritromicin je antibiotik sa znatnom potro$njom jer se koristi i u
humanoj i u veterinarskoj medicini, a tako se povecavaju izvori njegova dospijevanja
u okoli$ u kojem se moze duze zadrzavati zbog svojstva hidrofobnosti. Navodi se kao
najéesce pronaden antibiotik u vodenim sustavima. lzmjerena koncentracija
eritromicina u izlaznoj struji iz bolnica iznosi od 6000 ng L™ do 7545 ng L™ U
povrsinskim vodima maksimalna koncentracija eritromicina iznosi 3,98 pg L™*" a
pronaden je i u moru u rasponu koncentracija 0,10-16,70 ng L1 S obzirom na
ucestalost pronalaska eritromicina u okoliSnim sastavnicama, uvrSten je na listu
prioritenih tvari Cije se koncentracije u okoliSu trebaju pratiti te provedbom
standardiziranih testova odredivati moguci utjecaj na vodene organizme. Akumulacija
I otpornost antibiotika na razgradnju u okoliSu moze Stetno utjecati na vodene i
kopnene ekosustave, ¢ak 1 pri niskim koncen‘uracijama.108’109

Upravo zbog navednog, potrebno je istraZzivati procese uklanjanja
farmaceutika, posebice antibiotika, iz okolisa. Njihovom uklanjanju pristupa se s
gledista fizikalnih, kemijskih i bioloskih procesa. No zbog visoke cijene troskova
ostalih procesa, bioloski se procesi obrade navode kao najkoristeniji.'® Eritromicin se
brzo razgraduje u tlu zahvaljujuci biorazgradnji pomocéu bakterije Ochrobactrum
sp.'® Bakterija Pseudomonas putida okolidni je mikroorganizam koji ga, takoder,
moze razgraditi.“o Istrazivanjima je potvrdeno da bakterije roda Citrobacter sp.,
Klebsiella sp. i Vibrio sp. pokazuju manju osjetljivost na eritromicin, a tijekom
izlozenosti 0,1 mg L™ eritromicina, otpornost su stekle bakterije Campylobacter coli i

Enterococcus faecium te Campylobacter jejuni pri 0,25 mg L™/ 12
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5.1. Testovi toksi¢nosti

Svojstvo akutne toksi¢nosti ispitano je standardnim testom s bakterijom Vibrio
fischeri. Smanjenje bioluminiscencije iskazano je preko postotka inhibicije u ovisnosti
0 ispitivanim koncentracijama eritromicina, ¢ime je dobivena koncentracija odgovor
krivulja, prikazana na slici 4.1., odnosno o krivulja koja je uobicajena koncentracija
odgovor krivulja za toksi¢ne tvari.**® Pomoéu krivulje moZe se ustanoviti djelovanje
ispitivane tvari, sigurnost te toksi¢nost po vodene organizme. Porastom koncentracija
eritromicina povecéava Se inhibicija. Pri nizim koncentracijama eritromicina uocava se
odstupanje od ocekivanog postotka inhibicije jer krivulja kre¢e od negativne
vrijednosti inhibicije sto ukazuje na efekt hormeze. Hormezu karakterizira stimulacija
za testne organizme pri niskim koncentracijama toksi¢ne tvari, a inhibicija pri vi§im
koncentracijama.'*® Pretpostavlja se da dolazi do porasta luminiscencije uzorka s
eritromicinom u odnosu na kontrolu te se tako dobiva negativni postotak inhibicije.
Razli¢iti su navodi o stimulacijskom ucinku eritromicina na Vibrio fischeri. Prema
literaturi,"® eritromicin moZe uzrokovati izmedu 100-1000 puta interspecijskih
razlika, $to zna¢i da razliCito utjeCe na testne organizme. Utjecaj eritromicina na
bakteriju Vibrio fischeri uocava se preko smanjenja bioluminiscencije uslijed
inhibicije enzima luciferaze koji je odgovoran za to fiziolosko svojstvo i djelovanja
eritromicina na regulacijski mehanizam koji kontrolira ekspresiju gena, tzv. ,,quorum
testni organizmi na eritromicin navode se alge i dafnije.’***® Bakterija Vibrio fischeri
ubraja se u proteobakterije te se oCekuje da ¢e zbog prokariotske grade biti osjetljivija
na eritromicin. No, Vibrio fischeri se navodi kao slabije osjetljiv testni organizam na
ispitivani makrolid, $to objasnjava dobivene visoke koncentracije toksi¢nosti. Slabija
osjetljivost se objasnjava s obzirom na to da je Vibrio fischeri Gram negativna
bakterija, a eritromicin djeluje na Gram pozitivne bakterije.”> Vibrio fischeri

posjeduje i enzim esterazu,™

¢ime se pretpostavlja otpornost i prilagodljivost
bakterije uslijed izloZenosti na eritromicin.

U tablici 4.1. prikazani su rezultati testova toksi¢nosti, koji su dobiveni prema
opisu u poglavlju 3.2.9. Inhibicija 50 % izlozene populacije Vibrio fischeri ili ECsg
vrijednost za eritromicin, iznosi 428,80 mg L™. Prema podjeli ECso vrijednosti,
napisanoj u poglavlju 2.1.1., eritromicin se klasificira kao neStetan za vodene

organizme jer je ECso vrijednost veéa od 100 mg L™. Akutna toksinost za eritromicin
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5. Rasprava

iznosi u rasponu od 10 do 30 mg L™ za alge, rotifere, racice, no za bakteriju Vibrio
fischeri nije primijeéen utjecaj ni pri maksimalnoj koncentraciji od 100 mg L™*3!
Stoga se za Vibrio fischeri navodi ECsy vrijednost veéa od 100 mg L™ tijekom
povodenja akutnog testa toksi¢nosti unutar 5, 15 i 30 minuta. Navodi se da je
potreban duzi period izlaganja bakterije Vibrio fischeri eritromicinu kako bi se dobio
relevantniji podatak o u¢inku eritromicina kao kada bi se nasao u okolisu. Upitno je
da li se akutnim testovima toksi¢nosti ukazuje na mehanizam djelovanja eritromicina
na organizme ili predstavljaju baznu liniju toksi¢nosti. Naime, akutna toksi¢nost
podrazumijeva vrijeme provedbe testa toksicnosti u trajanju od 5, 15 ili 30 minuta, Sto
ipak nije dovoljno duga izlozenost da bi se dobili relevantni rezultati toksi¢nosti.®
Relativna se toksi¢nost, TU, racuna prema formuli 3.1. i dobiva se vrijednost 0,23 te
se eritromicin moze klasificirati kao slabo toksican (tablica 4.1.). Eritromicin je,
prema provedenim testovima na algama i cijanobakterijama, klasificiran kao vrlo
toksi¢an za vodeni svijet.** TU je proporcionalna s toksi¢no$éu i ukazuje kakav moze
biti utjecaj ispitivane tvari na vodene organizme ukoliko dospije u okoliS. Naime, $to
je visa vrijednost TU, veca je i toksi¢nost ispitivane tvari. Najniza koncentracija kod
koje se uocava utjecaj eritromicina na bakteriju Vibrio fischeri je LOEC. Pocetna se
koncentracija od 2000 mg L™ razrijedivala prema linearnom nizu te je LOEC ona
koncentracija od koje krec¢e linearni porast inhibicije. Prema slici 4.1. i tablici 4.1.,
radi se o koncentraciji 166,67 mg L™ uz inhibiciju od 2,84 %. LOEC za eritromicin na
Vibrio fischeri iznosi >100 mg L™ §to upucuje na visoku toksiénu koncentraciju, koja
se slaze s dobivenim rezultatima.** Usporedbe radi, LOEC za cijanobakterije i zelene
alge iznosi 0,02 mg L™ *! sto potvrduje razliGitu osjetljivost testnih organizama na istu
tvar.

Rezultati dobiveni po standardnim akutnim testovima toksi¢nosti
podrazumijevaju rizik eritromicina na okoliSne mikroorganizme. S obzirom na
dostupne podatke za toksiCnost, eritromicin se ubraja medu najviSe istrazivane

molekule.**’

Makrolidi su toksi¢ni i za racice Daphnia, koji su bioindikatori
oneciS¢enja voda, $to ukazuje na znacajan rizik za okolis. Prema literaturi dobiven je
RQ u iznosu od 3,10, sto je vrijednost ve¢a od 1 te predstavlja visoki rizik po
okoli$, odnosno ukazuje na moguci toksian utjecaj eritromicina na vodene organizme
u okolizu.***® Prema vrijednostima RQ makrolidi se navode kao najstetniji u
okolizu.®* U svrhu cjelokupnog djelovanja eritromicina, posebice pri niZim

koncentracijama na vodene organizme, pozeljno je istrazivanjem biomarkera uocavati
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novonastale promjene. Takoder, u vodenom okoliSu prevladava smjesa farmaceutika
razli¢itih terapeutskih svrha, njihovih metabolita i transformacijskih produkata. Tako
su moguci sinergisticki i aditivni ucinci, kao i veca toksi¢nost u odnosu na same

komponente 33

5.2. ldentifikacija bakterijske kulture Pseudomonas putide

Bakterijska kultura Pseudomonas putida izolirana je iz otpadne vode
farmaceutske industrije. Uzgojena je na Tryptic soy broth-u na kojem je tehnikom
iscrpljivanja dobivena ¢ista bakterijska kultura (slika 4.2.) koja je koriStena za daljnje
testove identifikacije. Provedeno je bojanje po Gramu gdje se standardiziranim
postupkom provedbe utvrdilo kako se radi o gram negativnoj bakteriji.**® Razliciti
sojevi bakterija reagiraju drugacije tijekom bojanja po Gramu, a najcesée zbog
razliCite debljine stani¢ne stijenke. Tako je postignuta Klasifikacija prema strukturi
stanic¢ne stijenke jer Gram pozitivne imaju deblju stani¢nu stijenku sacinjenu od 95 %
peptidoglikana, dok Gram negativne bakterije tanju od samo 5 % peptidoglikana. Iz
tog razloga prilikom bojanja, kod gram negativnih bakterija etanol razara vanjski
lipopolisaharidni sloj pri ¢emu se kristal violet-jod kompleks ispire kroz tanki sloj
peptidoglikana te se stanice odboje 1 ponovno oboje safraninom, nakon cega Su
obojane crveno.’”**® Mikroskopskom analizom uoéene su stanice §tapiéastog oblika
Sto se moze vidjeti iz slike 4.3.

Proveden je i KOH test kojim se ispituje da li je istrazivana bakterijska kultura
gram negativna ili gram pozitivna. Budu¢i da je prilikom mijeSanja mikrobne kulture
s 3 % KOH na predmetnici s mikrobioloskom uSicom i njenim podizanjem doslo do
nastanka vlakana, rezultat navedenog testa je pozitivan (tablica 4.2.), ¢ime se
potvrduje da je ispitivana bakterijska kultura gram negativna.”'® U tablici 4.2.
prikazani su i rezultati provedenih biokemijskih testova kako bi se odredila prisutnost
ili odsutnost enzima oksidaze, katalaze i enzima za redukciju nitrata u ispitivanoj
bakterijskoj kulturi. Testovi oksidaze i katalaze dali su pozitivan rezultat buduci da se
prilikom ispitivanja oksidaze pojavilo purpurno obojenje, dok su se prilikom testa na
katalazu pojavili mjehuri¢i plina. Test enzima za redukciju nitrata bio je negativan
budu¢i da nije doslo do pojave ruziCastog obojenja §to je znak odsutnosti nitratazne

aktivnosti.®’
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Za identifikaciju bakterijske kulture koriSten je API strip 20E. Na slici 4.4.
prikazani su dobiveni rezultati nakon inkubacije iz kojih je utvrdeno da se radi o
bakterijskoj kulturi Pseudomonas putida s visokom vjerojatnoséu od 96,7 %. S
obzirom na bogati enzimatski sustav bakterije Pseudomonas putida, posjedovanje
enzima eritromicina esteraze, kao 1 mehanizam viSestruke obrane, smatra se

pogodnom za biorazgradnju eritromicina.****

5.3. Testovi osjetljivosti

Prije provedbe pokusa biorazgradnje, provedeni su testovi osjetljivosti
izlaganjem bakterijske kulture Pseudomonas putide eritromicinu. Uslijed izlaganja
bakterijske kulture Pseudomonas putida koncentracijama eritromicina yeo1, yeoz, Yeos |
ve05 nisu uocene zone inhibicije, §to se moze vidjeti na slici 4.5. To ukazuje da je
Pseudomonas putida otporan na djelovanje eritromicina.’*® Bakterija Pseudomonas
putida je Gram negativna bakterija, a eritromicin je antibiotik koji djeluje na Gram
pozitivne bakterije. Otpornost bakteriji omogucava i enzim eritromicin esteraza, kao i
crpka koja sluzi za regulaciju koncentracije antibiotika unutar stanice. Smanjenje
permeabilnosti staniéne membrane Pseudomonas putida postize izlu¢ivanjem EPS-a
te i na taj nacin regulira koncentraciju eritromicina unutar stanice. Maksimalna
inhibicijska koncentracija eritromicina za Gram negativne bakterije je 100 puta veéa
nego kod Gram pozitivnih $to ukazuje na njihovu nepropusnost membrane za

eritromicin.*?

5.4. Proces biorazgradnje eritromicina bakterijom P. putidom

S obzirom na rezultate testova osjetljivosti prikazanima u poglavlju 4.3.,
proveden je proces biorazgradnje eritromicina u Sarznim i submerznim uvjetima. Slika
4.6. pokazuje postotak od kontrole opticke gustoce u ovisnosti s logaritamskim
koncentracijama eritromicina. Prac¢ena je opti¢ka gustoca tijekom 16. i 24. sata
izlozenosti Pseudomonas putide rasponu koncentracija eritromicina ygo1- yg04. UoCava
se da porastom koncentracija eritromicina nema izraZzene inhibicije Pseudomonas
putide Sto ukazuje na mogucu biorazgradnju eritromicina. Na slici 4.6. prikazane su
vrijednosti smanjenja optickih gustoa za 16. 1 24. sat. Vrijednost opticke gustoce u

16. satu se nije znacajno mijenjala za ispitivane koncentracije eritromicina. U 24. satu
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provedbe procesa biorazgradnje, opti¢ka gusto¢a kontrole bila je niza usporedno sa
16. satom. U ovome satu, prema slici 4.6., vidljivo je smanjenje opticke gustoce, pri
koncentraciji yeos kada je postignuto najvece smanjenje opticke gustoé¢e u odnosu na
kontrolu te je postoak od kontrole za navedenu koncentraciju eritormicina iznosio
91,73 %, §to je s obzirom na 16. sat manje za 7,60 %.

Najvecée smanjenje opticke gustoce od kontrole zbilo se pri dvije koncentracije
eritromicina i to u 16. satu pri ygos, @ U 24. satu pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji
eritromicina od ygps. Usporedujuéi 16. i 24. sat, vise vrijednosti postotka opticke
gusto¢e od kontrole su postignute u 16. satu, dok su vrijednosti nize u 24. satu za sve
ispitivane koncentracije eritromicina. Koncentracije eritromicina ygo1 | yeo2 S€
ponasaju priblizno jednako kontroli u svim satima, $to upucuje da su to ipak preniske
koncentracije da bi uzrokovale znacajne utjecaje na bakteriju Pseudomonas putidu.
Vecée smanjenje opti¢ke gustoce pocinje se dogadati pri yeo3 i Y04, @ najveca razlika,
izmedu ova dva sata uoCava se pri koncentraciji eritromicina ygos. Dakle, duljim
izlaganjem P. putide eritromicinu i pri vi$oj koncentraciji dolazi do blago toksi¢nog
utjecaja. Usporedujuci ova dva sata provedbe procesa biorazgradnje nije doslo do
znacajnog pada opticke gustoce, odnosno do odumiranja bakterijske kulture. Stoga se
pretpostavlja da eritromicin bakteriostatski djeluje na P. putidu.*?® Eritromicin joj
moze sluziti kao izvor ugljika koji joj je neophodan za rast, ali i kao izvor dusika s
obzirom na njegovu strukturu (tablica 2.2.).%2* Rezultati ukazuju na otpornost

bakterijske kulture, kao i na prilagodljivost uslijed izlaganja eritromicinu.

5.5. Kirivulja rasta bakterijske kulture P. putide

Proveden je pokus krivulje rasta bakterijske kulture Pseudomonas putide u
Sarznim i submerznim uvjetima tijekom 312 sati (poglavlje 3.2.5.). Iz raspona
koncentracija eritromicina ispitivanih u procesu biorazgradnje izabrane su dvije
koncentracije yeo1 i yeos kako bi se uvidio utjecaj eritromicina na rast Pseudomonas
putide pri vrlo niskoj i visokoj koncentraciji.

Promjena opti¢ke gustoce i broja zivih stanica za kontrolnu otopinu prate isti
trend, Sto je prikazano na slikama 4.7. 1 4.8. Nakon 8. sata kre¢e eksponencijalna faza
rasta Pseudomonas putide i rast vrijednosti opti¢ke gustoce do 48. sata.”®* Nadalje
dolazi do pada opticke gustoCe do 168. sata te ponovni rast opticke gustoce od 192.

sata. Eritromicin je antibiotik koji djeluje na bakterije u njihovoj eksponencijalnoj fazi
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rasta te nakon te faze dolazi do smanjenja opticke gustoce. Procesom biorazgradnje je
prikazano da se bakterija uslijed duzeg izlaganja eritromicinu prilagodava
novonastalim uvjetima, $to mozemo primijetiti i u ovome pokusu. Naime, nakon pada
opticke gustoce slijedi njen porast $to se moze protumaciti raspadom biomase, koji se
uocava 1 po mikrofotografijama jer se nakon 36. sata uocavaju vrlo sitni Stapici
bakterijske kulture, $to je opisano u poglavlju 5.6.

Prema slici 4.7., usporedujuc¢i kontrolu u kojoj nema eritromicina i nizu
koncentraciju eritromicina ygo1, uocava se da su male razlike u vrijednostima optickih
gusto¢a. Odnosno, vrlo su mala odstupanja, Sto ukazuje da je to navedena
koncentracija eritromicina nema toksi¢ni utjecaj na bakteriju Pseudomonas putidu.
Usporedujuci kontrolu, ygo1 | yeos, najnize vrijednosti opticke gustoce vidljive su u
sustavu s yeos. Nadalje, usporedujuéi sustav yeos s kontrolom uocavaju se vece razlike
izmedu opti¢kih gustoéa. Prosjecno se razlikuju za 1,63. Takoder, bitno je spomenuti
da opti¢ka gustoca U sustavu s yeps, raste do 36. sata nakon ¢ega slijedi pad vrijednosti
uz manje varijacije do 168. sata. Porast optickih gusto¢a u druga dva sustava traje do
48. sata. Time eksponencijalna faza traje 24 sata krate u sustavu s najviSom
koncentracijom eritromicina. To upucuje na toksi¢ni utjecaj eritromicina na
Pseudomonas putidu te potvrduje i rezultate procesa biorazgradnje jer se najvece
smanjenje postotka od kontrole uocava pri koncentraciji eritromicina ygos.

Proucavanje dinamike promjena broja zivih u sustavima postize se
matematickim modeliranjem. U svrhu lakSeg prikazivanja i razumijevanja bioloSkih

promjena, koji su rezultat medusobnih djelovanja razli¢itih ¢imbenika, Koriste se

kineticki modeli.”*** Koristeni kineticki model za prikaz rasta broja zivih stanica je
Gompertz model, prikazan jednadzbom (5.1.) :*41%
N=N_ .= 5.1)

o

gdje je N — broj zivih stanica u vremenu t izrazena preko In(N/N,), N, — pocetna
vrijednost broja zivih stanica u t=0, b — konstanta koja je procjenjena prema formuli
3.4., ¢ — konstanta za &iju je procjenu koristena formula 3.5., ™, umax — maksimalna
specifiéna brzina rasta, h™', a - asimptotski porast vrijednosti broja Zivih stanica, 1 —

vrijeme trajanja lag faze rasta, h, i ky — konstanta odumiranja zivih stanica, h™.
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Promjena broja Zivih stanica, odnosno In(N/N,), izraZena je jednadzbom 5.2.:

dN (eb
—=r,=(c-e
ekl (

_g(b-ct)

V)~ (k, -N) (5.2

gdje su ry — brzina rasta broja Zivih stanica, g L™ h™, t— vrijeme, h.

Gompertzovim modelom su procijenjeni parametri. Optimiranjem parametara
dobivene su vrijednosti umax b, C i kg (tablica 4.3.). Dobivene vrijednosti parametara
dalje su koriStene zajedno s pretpostavljenim modelom (jednadzbe 5.1. i 5.2.) za
simulaciju promjene broja zivih stanica u Sarznom reaktoru. Dobivene vrijednosti
procijenjenih parametara za umax, b i C priblizne su vrijednostima prema literaturnim

podacima.*?®1?’

Kako bakterije rastu eksponencijalno, moze se u ovisnosti prikazati
IN(N/No) 1 vrijeme. Model obuhvada cetiri faze rasta bakterije koje su opisane
parametrima: lag faza preko A koje oznaCava vrijeme trajanja lag faze, umax KOji je
definiran kao nagib tangente na tocku infleksije na eksponencijalni dio krivulje,
odnosno log fazu rasta, a je najvisa postignuta vrijednost broja Zivih stanica $to
ukazuje na stacionarni rast i kq koja podrazumijeva zadnju fazu, smanjenje broja zivih
stanica.’**'?® Prema tablici 4.3., vrijednost smax je Najniza za kontrolu, umax = 0,17 h™.
Najvisa se postiZe u sustavu s ygo1, tmax = 0,25 h™, dok je vrijednost ovog parametra za
0,03 h™ niza za sustav s vE04 U 0dNOSU Na yeo1. To se moze objasniti boljim rastom P.
putide pri niZim koncentracijama toksi¢nih tvari.’® Na vrijednosti maksimalne
specifi¢ne brzine rasta, utjecaj imaju i uvjeti provedbe pokusa. Bakterija P. putida je
uzgajana na TSB-u, na izrazito bogatoj podlozi hranjivim tvarima, medu kojima je i
glukoza, a takvi uvjeti poticu proizvodnju enzima.™ Glukoza, kao laksi i alternativni
supstrat, predstavlja za P. putidu izvor ugljika i energije, Sto povecava njenu
metabolicku aktivnost pa i uéinkovitost razgradnje eritromicina.*****! Po principu
kometabolizma, nakon razgradnje glukoze, stanice su potaknute na iskoriStavanje
eritromicina kao supstrata te brze odumiru zbog njegovog moguceg toksicnog utjecaja
ili prisutnosti razgradnih produkata. Uslijed toksi¢nog utjecaja moze do¢i do inhibicije
rasta zivih stanica, kao i smanjenja aktivnosti enzima, ovisno 0 uvjetima u sustavu
(temperaturi i pH-vrijednosti koji se tijekom razgradnje mijenjaju).**"*** Vrijednosti
konstante b od 0,73 za kontrolu, tablica 4.3., i yeo1 koncentraciju eritromicina b = 0,74
neznatno se razlikuju, dok je najvisa vrijednost postignuta u sustavu s ygos eritromicina
u kojem je iznosila 0,86. Za vrijednosti konstante c vrijedi suprotno. Najniza se

vrijednost od 0,0572 h™ uocava pri yeo4 eritromicina, a priblizni su iznosi postignuti za

70



5. Rasprava

kontrolu, ¢ = 0,1096 h™ i yg; eritromicina u iznosu 0,0994 h™. S obzirom na
navedeno, kontrola i niza koncentracija eritromicina ponaSaju Se sli¢no. Veca
odstupanja u odnosu na te sustave uocavaju se pri vi$oj koncentraciji eritromicina, $to
dodatno upucuje na toksi¢ni utjecaj eritromicina na Pseudomonas putidu. S obzirom
na jednadzbe 3.4. i 3.5., na vrijednosti konstanti b i ¢ utjeGu umax I @, ali dodatno b
ovisi i 0 vremenu trajanja lag faze. Sto je dulje vrijeme lag faze, to je ¢ manji jer je
ovisnost obrnuto proporcionalna, kakva je i medusobna ovisnost konstanti b i ¢, kako
se moze uociti u tablici 4.3. Nadalje, na njihove vrijednosti utjece i promatrani sustav.
Treba napomenuti da vrijednosti parametara ovise o vrsti mikroorganizma, trajanju
lag faze, modifikaciji Gompertz modela, kao i eksperimentalnim podacima (opticka
gustoca ili broj zivih stanica) koji se koriste za procjenu parametara. Da se broj zivih
stanica brze smanjuje u sustavima uz dodatak eritromicina, ukazuju vise vrijednosti
konstante odumiranja, kg, S$to ujedno i indicira na brzu izmjenu faza rasta
mikroorganizama.”* Najvisa vrijednost konstante odumiranja, kg = 0,0049 h*,
postignuta je pri viSoj koncentraciji eritromicina, dok je najniza u kontroli, kg = 0,0017
h. Pri ygo; eritromicina, konstanta odumiranja je za 0,0029 h™ niZa usporedno s
najviSom vrijedno$¢éu. Najvisa vrijednost Kg U sustavu S pgos eritromicina, takoder,

129,130 havodi se

potvrduje inhibicijski utjecaj na bakteriju P. putidu. Prema literaturi,
inhibicijski utjecaj na Pseudomonas putidu i bakterije roda Pseudomonas pri visim
koncentracijama organskih oneciS¢ujucih tvari.

Na slikama 4.8.-4.10. prikazani su grafovi ovisnosti logaritamskog omjera
zivih stanica bakterijske kulture Pseudomonas putide tijekom 312 sati. Vidljivo je
smanjenje broja zivih stanica tijekom provedbe pokusa krivulje rasta u sva tri sustava.
Usporedujuci promjenu broja zivih stanica i opticke gustoce u sustavu s yeos, (Slike
4.7.14.10.), uocava se isti trend. Unutar prvih 36 sati, broj zivih stanica raste, nakon
Cega slijed pad do 96. sata, u kojem je postignuta najvisa vrijednost zivih stanica, ali i
opticke gustoce. Ponovni rast opticke gustoce postize se u 192. satu, kao i1 broj Zivih
stanica. To ukazuje da eritromicin djeluje na bakteriju Pseudomonas putida tijekom
njenog logaritamskog rasta, odnosno tijekom prvih 36 do 48 sati te nakon toga slijedi
pad zivih stanica. Ponovni rast opticke gustoce uz daljnje smanjenje broja zivih
stanica oznadava odumiranje biomase. Prema literaturi,% uslijed izloZenosti toksi¢nih
tvari na bakterije, moguci je i gubitak stani¢nog adenozin tri fosfata, ATP-a, koji je
energetski pokreta¢ stanice. NaruSavanjem energetskog potencijala, bakterije

aktiviraju obrambene crpke koje izbacuju toksi¢ne tvari iz stanice. Za njihov je rad
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potrebna energija te tako ona ne moze biti iskoriStena za rast bakterije te dolazi do
pada opticke gustoce, kao i broja zivih stanica. U sustavu bez eritromicina, takoder,
dolazi do pada opticke gustoce. Pri brzem rastu bakterijske kulture, smanjuje se
proizvodnja ATP-a §to upucuje na visoko energetsko iskoriStavanje supstrata kao
izvora ugljika. Supstrat u ovome sustavu je izri¢ito bogata podloga TSB.%

Na slikama 4.8.-4.10. vidljivo je kako su rezultati pokusa dobro opisani
Gompertzovim modelom. Visoke vrijednosti F-testa (jednadzba 3.7.) prikazane su u
tablici 4.3. Vidljivo je kako su rezultati testa blizu vrijednosti 1 na temelju Cega se
moze ustanoviti kako model dobro opisuje promjenu broja Zivih stanica U Svim

pokusima.

5.6. Mikroskopska analiza

Mikroskopska analiza provedena je kako bi se uocile promjene morfologije
bakterijskih stanica. Tijekom praéenja kontrole i dvije koncentracije eritromicina, ygo;
I 7e04, UOCen je utjecaj eritromicina na morfologiju bakterije Pseudomonas putide.
Prikazane su mikrofotografije u 8., 16., 24. i 36. satu, §to su sati eksponencijalne faze
rasta bakterije tijekom koje su zamijecene znacajne promjene u morfologiji stanica
bakterije Pseudomonas putide.

U 8. satu kre¢e eksponencijalna faza rasta bakterije Pseudomonas putide, gdje
se na slici 4.11. uocavaju kratke bakterijske stanice $tapicastog oblika. U istome satu,
ali pri izloZenosti koncentraciji eritromicina ygo1, Na slici 4.12. vidljivi su veéi $tapici.
U sustavu S ygos, Stapici su znatno veci, stanice su izduzenije i tanje U odnosu na
kontrolu (slika 4.13.).

U kontroli tijekom 16. sata (slike 4.14.-4.16.) uoCavaju se manji Stapici, ali uz
prisutnost vec¢ih koji nalikuju kao da su spojeni u lance. U sustavu s pgop Vidljivo je
povecanje gustoCe stanica te uz ponesto manjih Stapica, prevladavaju izduZene stanice
bakterijske kulture Pseudomonas putide. Izduzene stanice prevladavaju pri
koncentraciji eritromicina ygos. Zabiljezeno je produzenje stanice Pseudomonas

aeruginosa nakon kontakta s eritromicinom.**3*34

Do izduZenja bakterijskih stanica
dolazi jer eritromicin djeluje na proteine koji reguliraju sastavljanje stani¢ne stijenke
bakterija. Pri tome dolazi do rupiCaste stani¢ne stijenke, odnosno do povecane
permeabilnosti iste, Sto dopusta da eritromicin lakSe ude u stanicu i veze se na

ribosome. Opcenito, pri izlozenosti nizoj koncentraciji eritromicina, nastaju
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udubljenja na bakterijskim stanicama, dok su pri vi§im koncentracijama uocene
izduZene stanice bakterija.*>* Na vanjskoj strani membrane Gram negativne bakterije,
uocCavaju se lokalizmi, odnosno udubljenja. Stanice izgledaju kao da su spojene u
lance, ali zapravo su ometane pri dijeljenju. Takve se stanice nazivaju dimeri. Rezultat
toga je filamentacija kulture koja nastaje kada je metabolizam nedovoljan da
nadoknadi nedostatak kisika u mediju. Moze se pretpostaviti da zbog veceg izvora
hranjivih tvari, podloge i eritromicina, Pseudomonas putida ima brzu izmjenu faza
rasta i pri tome mu je neophodan kisik. Ukoliko ga nema dovoljno, odnosno Kisik je
limitirajuéi faktor, primijeéeno je izduZenje bakterijskih stanica bez dijeljenja.*?2*%
Eritromicin se veze na proteine, odnosno ometa translokaciju te nastaju proteini
nenormalne veli¢ine. Inhibira sintezu proteina te primarno, uzrokuje produzenje Gram
negativnih bacila uz smanjenje ribosoma.****3!3" Dolazi do inhibicije peptidoglikana
i izlazni proteini se ne slazu pravilno u vanjskoj membrani.

Pocetak stvaranja pahuljica zamijeCen je u 24. satu provedbe pokusa krivulje
rasta. Na slici 4.17. prikazane su povezane stanice bakterijske kulture Pseudomonas
putide u kontroli, koje formiraju ¢vrste i kompaktne pahuljice. Manji $tapic¢i nego u
16. satu vidljivi su na slici 4.18. za ygo1. Pri izloZenosti Pseudomonas putide najvisoj
koncentraciji eritromicina, u 24. satu i dalje prevladavaju vrlo dugacke i tanke stanice,
ali vidljivo je i njihovo uvijanje (slika 4.19.). Nisu ravni S$tapic¢i, ve¢ zavinuti i
medusobno isprepleteni.135 U ovome sustavu je, takoder u 24. satu, zamijeéeno

stvaranje nakupina.**®

Vanjska membrana je dobra barijera za hidrofobne molekule,
ali dolazi do modifikacije svojstva povrSine promjenom sastava vanjskog sloja
lipopolisaharida Gram negativnih bakterija.”® U prisutnosti toksi¢nih tvari moze do¢i
do porasta hidrofobnosti stanice i promjene naboja. Promjena povrSine stanice
objaSnjava se porastom adhezije na povrSinu slabije topljivih molekula, Sto vodi do
povecanja biodostupnosti takvih molekula. Hidrofobna povrSina djeluje kao izvor
akumulacije za molekule 1 na taj se nacin olakSava njihov ulaz u stanicu. Posljedi¢no
se povecava luéenje EPS-a, koji pomaze u formiranju pahuljica, odnosno povezivanju
bakterijskih stanica.®

Slike 4.20.-4.22. prikazuju bakterijske stanice Pseudomonas putide u 36. satu.
U kontroli su vidljivi sitni Stapici, slicni onima iz 8. sata. Uz ygp eritromicina
uocavaju brojni sitni $tapi¢i koji su vrlo onima u kontroli. No s obzirom na one u 16.
satu, vidno su prisutni manji S$tapi¢i, nego u 36. satu. Pri viSoj koncentraciji

eritromicina i dalje su vidljivi jako izduZeni Stapici koji su najduzi usporedujuci ih s
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ostala dva sustava u 36. satu. No nakon ovoga sata, primjeceni su sitni Stapici za sva
tri sustava. Bakterija Pseudomonas putida prezivljava u uvjetima s eritromicinom §to
Joj omogucuje kratko generacijsko vrijeme te moguénost prilagodbe nepovoljnim
uvjetima. Osim navedenih utjecaja eritromicina na bakteriju, zabiljezeno je 1 da
eritromicin djeluje na pokretljivost bakterije roda Pseudomonas jer smanjuje lucenje
alginata (proteina koji sudjeluje u izgradnji flagele ili bi¢a) utjee na pile, stvaranje
biofilma. Takoder, djeluje na QS tako da deaktivira autoinduktore, molekule zaduzene

za kemijske signale koji sudjeluju u stani¢noj komunikaciji.

5.7. Aktivnost enzima esteraze

Provedeni su pokusi uzgoja bakterije bez i uz dodatak eritromicina, yeo1 i yeo4,
kako bi se odredilo u kojoj fazi rasta bakterije Pseudomonas putida dolazi do najvece
aktivnosti enzima esteraze.

Na slici 4.23. prikazan je graf promjene aktivnosti enzima tijekom 312 sati.
Uocava se da porastom vremena dolazi do porasta aktivnosti enzima do 72 sata te se
daljnjim porastom vremena uocava pad aktivnosti enzima. Aktivnost enzima najvisa
je za kontrolnu tikvicu u 168. satu. Trend ponaSanja aktivnosti enzima isti je za sva tri
sustava, ali najnize vrijednosti aktivnosti enzima, tijekom 312 sati, uocavaju se za
sustav s ygos4 eritromicina. Za pocetne sate uocava se porast aktivnosti enzima, kako je
vidljiv 1 rast opticke gustoce prema slici 4.7. lako opticka gustoca pada nakon 48.
sata, aktivnost enzima raste do 72. sata. Najveca aktivnost enzima postignuta je u 72.
satu za sva tri sustava. Postignuta je aktivnost od 20308,94 U u kontrolnoj tikvici, Sto
je za 39,02 U veca aktivnost u odnosu na sustav s ygoz1 eritromicing, a u sustavu s yegos
eritromicina V.A. je iznosila 16648,78 U. Mnogi enzimi pokazuju veci raspon
moguéih supstrata, a u ovome se radu p-NPB pokazao kao dobar supstrat za
odredivanje aktivnosti enzima esteraze.’’ Esteraze hidroliziraju estere visemasnih
kiselina s kratkim lancima i preferiraju supstrate topive u vodi. Upotrebljavanje takvih
supstrata ima prednosti zbog kratkog reakcijskog vremena i lakog ocitavanja rezultata
pomocu spektrofotometra. S obzirom da na aktivnost enzima utjecu razni ¢imbenici,
navedeni u poglavlju 2.4.4., potrebno je sagledati i te uvjete. Maksimalna aktivnost
enzima esteraze je pri temperaturi od 35 °C bez obzira na upotrebljeni supstrat.
Smanjenjem temperature na oko 20 °C, dolazi do pada (20-35 %) aktivnosti esteraze,

a pri 55 °C dolazi do denaturacije enzima. Takoder, ponasanje enzima oVisi i 0 vrsti
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mikroorganizma iz kojeg je enzim izoliran. Primjerice, esteraza iz Bacillus sp.
stabilna je na 65 °C, §to je Cini prikladnom za primjenu u industrijskim procesima.
Prihvatljivi raspon pH-vrijednosti za hidrolizu **C makrolida je 6-9, no optimalna pH-
vrijednost za esterazu je 7,5. Porastom pH-vrijednosti na 10, aktivnost enzima
drasti¢no pada. Relativna aktivnost enzima visa je od 70 % pri pH-vrijednosti od 7,4
do 8 na p-NPB.**** S obzirom na osjetljivost enzima na pH-vrijednost, uzgoj stanica
se provodio pri pH 7,0; a mjerenja aktivnosti enzima pri pH 7,5, kako je opisano u
poglavlju 3.2.8. Esteraze ¢ine raznoliku skupinu hidrolaza koje su Siroko
rasprostranjene u  zivotinjama, biljkama 1 mikroorganizmima, primjerice,
Pseudomonas spp. Vec¢inom se ovi enzimi koriste u prehrambenoj, agronomskoj
industriji, no malo je informacija koje podrazumijevaju ove enzime u razgradnji estera
one&idéujuéih tvari prisutnih u okolidu. No to je moguée jer prema literaturi,®’ jedna
stanica bakterije roda Pseudomonas ima oko 1380 molekula eritromicin esteraze, $to
joj omoguéuje razgradnju 90000 molekula eritromicina A. Makrolidi inhibiraju
sintezu proteina tvoreci stabilni kompleks s bakterijskom 50S podjedinicom ribosoma,
tako da eritromicin esteraza ima klju¢nu ulogu u razgradnji makrolida unutar stanice.
Vanjska se membrana Gram negativnih bakterija ponaSa kao primarna prepreka
pasivnom transportu makrolida u stanicu, a enzimatska razgradnja makrolida moze
biti ometana uslijed interferencije s kompetativnim vezanjem makrolida na ribosome.
To oznacava da bakterije roda Pseudomonas trebaju imati ne samo visoku razinu
eritromicin esteraze, ve¢ bi se enzim trebao vezati i na unutarnji sloj membrane s
obzirom na hidrofobnu interakciju. Ovi podaci predstavljaju dobar temelj za buduca

istrazivanja.
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Na temelju provedenog istrazivanja havedene procjene utjecaja eritromicina na
bakterijsku kulturu Pseudomonas putidu moze se zakljuciti sljedece:

U Testovi toksi¢nosti pomoc¢u bakterije Vibrio fischeri klasificiraju eritromicin
kao slabo toksian prema vrijednostima ECs, = 428,80 mg L™ i TU = 0,23 uz
moguci rizik po okolis.

O Bakterijska kultura Pseudomonas putida izolirana je iz otpadne farmaceutske
vode.

O Testovi osjetljivosti pokazuju da eritromicin ne djeluje na bakteriju
Pseudomonas putidu s obzirom na izostanak zona inhibicija.

O Pokusom biorazgradnje eritromicina bakterijom Pseudomonas putidom nije
postignuta inhibicija kulture jer je postotak od kontrole za najveéu
koncentraciju eritormicina iznosio 91,73 %.

O Pseudomonas putida prezivljava u uvjetima s eritromicinom, a najvisa
vrijednost umax upucuje na njen brzi rast pri koncentraciji eritromicina od 0,2
mg L™

O Gompertz model dobro opisuje promjenu rasta zivih stanica bakterije S
vrijednostima F-testa visim od 0,93.

O Mikroskopskom analizom je utvrdeno da pri koncentraciji eritromicina od 200
mg L™ dolazi do morfoloskih promjena stanica Pseudomonas putide.

O Aktivnost enzima esteraze bakterijske kulture Pseudomonas putide, za sustave

bez i uz dodatak eritromicina uz uzgoj na TSB-u, najveca je u 72. satu.
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