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SAZETAK
BIORAZGRADNJA ANTIPARAZITIKA U VODI

Uporaba farmaceutika je svakim danom u porastu te stoga kontinuirano dospijevaju u otpadne
vode. Zbog sloZene kemijske strukture i postojanosti, iako prisutni u niskim koncentracijama
podlijezu procesu nagomilavanja u okolisu (akumulacije) te zaostaju u vodi nakon obrade u
klasicnom komunalnom postrojenju Upitan je njihov Stetan utjecaj na okolis, a definirani su
kao ,,nove oneciscujuce tvari“. Potrebno je razvijati 1 primijenjivati osjetljive analiticke i
bioanaliticke metode detekcije farmaceutika i njihovih razgradnih produkata. Time je moguce
definirati profil razgradnje i ekotoksi¢ni utjecaj farmaceutika na okoli$ te posredno predvidjeti

njihov ucinak na okolis i zdravlje ljudi.

Cilj ovog rada je motrenje biorazgradnje veterinarskih farmaceutika antiparazitika febantela,
prazikvantela, pirantel pamoata i njihove smjese u Sarznom reaktoru sa aktivnim muljem,
pracenjem fizikalno-kemijskih pokazatelja mikrobne razgradnje odabranih antiparazitika u
aerobnim uvjetima u vodenom mediju. UCcinkovitost biorazgradnje farmaceutika 1
identifikacija transformacijskih produkata biorazgradnje motrena je i odredena analitickim i

bioanalitickim metodama.

U ovom radu postignuta je biorazgradnja antiparazitika u vodi sa aktivnim muljem. No, ne
smije se zanemariti i utjecaj hidrolize i adsorpcije farmaceutika na pahuljicu aktivnog mulja.
Transformacijski produkti su detektirani i identificirani tekuc¢inskom kromatografijom
ultravisoke djelotvornosti pracenu spektrometrijom masa, a procjena toksi¢nosti nakon
provedene  biorazgradnje  odabranih  istrazivanih  antiparazitika  provedena je
bioluminiscentnom metodom odredivanja akutne toksi¢nosti pomoc¢u bakterijske vrste Vibrio

fischeri.

Kljucne rijeci:

farmaceutici, febantel, prazikvantel, pirantel pamoat, biorazgradnja, toksicnost



ABSTRACT
BIODEGRADATION OF ANTHELMINTICS IN WATER

The use of the pharmaceuticals is growing daily and therefore they continuously appear in the
wastewaters. Because of their complex structure and persistence, although present at low
concentrations, they bioaccumulate and are detected in water after treatment in a conventional
wastewater treatment plant. Therefore their harmful environmental impact is matter of further
investigation and they are defined as "new emerging contaminats". Sensitive analytical and
bioanalytical methods of detection of pharmaceuticals and their degradation products need to
be developed and applied. Consequently it is possible to define the degradation profile and the
ecotoxic effect of certain pharmaceuticals in the environment, thus predicting their impact on

the environment and human health.

The aim of this study was to optimize the conditions of biodegradation veterinary
pharmaceuticals from the group of anthelmintics: febantel, praziquantel and pyrantel pamoate
in a batch reactor by monitoring the physical and chemical parameters in water media. The
efficiency of the biodegradation proces and identification of transformation products formed
during the process are monitored by analytical and bioanalytical methods.

In this study the biodegradation of anthelmintics in the water with activated sludge is
achieved whereby the impact of hydrolysis on that process, and also the adsorption on the
flocculae of active sludge it could not be ignored. Transformation products have been
detected and identified by ultrahigh performance liquid chromatography, and toxicity
assessment of biodegradation process was made with bioluminiscent methodology of acute

toxicity determination with Vibrio fischeri bacterial species.

Key words:

pharmaceuticals, febantel, praziquantel, pirantel pamoate, biodegradation, toxicity
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1.UVOD

Farmaceutici ili lijekovi se definiraju kao kemijske tvari ili grupe tvari namijenjene za

uporabu u medicinskoj dijagnostici, lijeCenju ili sprjeCavanju bolesti. To su vrlo sloZene
molekule s to¢no odredenim ciljem djelovanja za Sto je zasluzna aktivna komponenta (eng.
Active Pharmaceutical Ingredient, API). Kao takvi odgovorni su za podizanje kvalitete
zivotnog standarda, ali i produzen zivotni vijek prosjecne osobe. Farmaceutska industrija je u
sve ve¢em porastu proizvodnje na globalnoj razini. Isto tako se izrazito ulaze u razvoj i
formiranje novih farmaceutskih pripravaka. Kako navodi ameri¢ka agencija za hranu i
lijekove FDA (eng. Food and Drug Administration) proces razvoja novog lijeka do njegovog
pustanja na trziSte ukljucuje 5 stadija i u prosjeku traje i do 10 godina. [1]

Treba naglasiti da proces istrazivanja i razvoja novih lijekova ne uklju¢uje procjenu njihovog
utjecaja na okolis$, vodu, tlo. U komunalnim ili u industrijskim otpadnim vodama mogu biti
prisutni kao glavne komponente farmaceutika, ali i metaboliti te time mogu dospijeti i u tlo te
u organizam zivotinja, a na kraju i ljudi. Detekcija farmaceutika kao onecis¢ujucih tvari u
okoliSu je predmet znanstvenog istrazivanja ve¢ nekoliko posljednjih desetlje¢a, a prva
istrazivanja zabiljezena su jo§ 1940. godine. [2]

Kao takvi, farmaceutici su definirani pojmom ksenobiotici, odnosno tvari strane okoliSu.
Otpadne vode se najée$¢e odvode na procis¢avanje u komunalni sustav za obradu otpadne
vode (eng. Waste Water Treatment Plant, WWTP) koji se temelji na primjeni fizikalno-
kemijskih postupaka te aerobne razgradnje aktivnim muljem. Farmaceutici su detektirani u
vodi i nakon ovakve vrste obrade. Zbog slozene strukture, a samim time i postojanosti na
razgradnju, farmaceutici se u okoliSu najces¢e bioakumuliraju. Tako s vremenom u okoliSu
nastaje jedan od klju¢nih problema, a to je stvaranje imunosti patogenih bakterijskih vrsta na
ovakve komponente, kojima je i glavni cilj odredeno terapijsko djelovanje. [3]

Potaknuti tom c¢injenicom, znanstvenici sve viSe istraZzuju potencijal aktivnhog mulja za
biorazgradnju ovakvih vrsta onecis¢uju¢ih tvari. Osim biorazgradnje, sve se viSe daje
naglasak na potencijal adsorpcije tvari na povrSinu pahuljice aktivnog mulja vrlo specifi¢ne
strukture. Kako bi se povecala razina opée osvjeStenosti i povecanje kvalitete okolisnih
segmenata, tla i vode, vazno je istaknuti zakonodavstvo tog podrucja. Provedba zastite voda u
Hrvatskoj regulirana je: Zakonom o vodama (NN 153/09, 130/11, 56/13, 14/14), Strategijom

upravljanja vodama (NN 91/08), Drzavnim planom za zastitu voda (NN 8/99), Pravilnikom o



grani¢nim vrijednostima emisije otpadnih tvari (NN 80/13, NN 43/14, NN 27/15, NN 3/16) i
Uredbom o standardu kakvoce voda (NN73/13). [4]

Okvirna direktiva o vodama (ODV), kao krovni dokument na nivou Europske zajednice u
podrucju vodne politike, uspostavlja, izmedu ostalog, i osnovne principe zastite voda od
onecis¢enja. Strategija spreCavanja onecis¢enja voda ukljucuje 1 listu od 45 prioritetnih tvari
ili grupe tvari koje predstavljaju znacajan rizik za vodni okoli§. Neke tvari sa liste su, zbog
karakteristika kao Sto su postojanost u okoliSu, bioakumuliranje i toksi¢nost, dodatno
oznac¢ene kao prioritetne opasne tvari, a neke od njih su i farmaceutici. Upravo zato je klju¢na
procjena utjecaja farmaceutika na okolis.

Vazno je definirati njihov zivotni ciklus (eng. Life Cycle Assessment, LCA). [5] To je
omoguceno razvojem i primjenom vrlo osjetljivih analitickih metoda sa niskim granicama
detekcije i kvantifikacije. LCA je set tehnika kombiniranih zajedno kao jedna objektivna,
sistemati¢na metoda za identificiranje, klasificiranje i kvantificiranje utjecaja onecis¢ujucih
tvari na okolis, kao i materijalnih i energetskih resursa vezanih za neki proizvod, proces ili
aktivnost od ideje pa sve do kraja zivotnog ciklusa. Naime, farmaceutici su u okolisu
detektirani u vrlo niskim koncentracijama, od nekoliko mg/L (ppm) do nekoliko pg/L (ppb).
Uz to, potrebno je provesti 1 bioanaliticke metode odredivanja utjecaja farmaceutika na okolis,
kao §to je toksi¢nost. Vazno je pritom odabrati dovoljno osjetljivu metodu kojom se moze
ostvariti dobra ponovljivost. Jedna od najces¢e primjenjivanih metoda za procjenu akutne
toksic¢nosti je ona S bakterijskom vrstom Vibrio fischeri. Vrlo je malo podataka o akutnoj
toksi¢nosti antihelmintika. [6]

Farmaceutici se u okoliSu nalaze u smjesi ili ,,koktelu* razli¢itih tvari kao Sto su organska
otapala, boje, pesticidi, tenzidi, ali i neke druge vrste farmaceutika. Pritom, vazno je uzeti u
obzir sinergijski u¢inak kojim razli¢iti farmaceutici mogu medusobno djelovati nepovoljno na
ishodi$ne rezultate analitickih i bioanaliti¢kih metoda. [7, 8]

Sve to ¢e u buducnosti kona¢no rezultirati odredivanjem maksimalno dopustene koncentracije
ovakvih komponenata u vodi §to omoguéuje bolju kontrolu nad kvalitetom vode i tla odnosno

opceg stanja okolisa.



2.0PCI DIO

2.1. Farmaceutici-antiparazitici

Farmaceutici se definiraju kao tvari ili skupina tvari koje zbog svoje specificne strukture i
fizikalno-kemijskih obiljezja djeluju terapeutski ili kao prevencija mnogim bolestima za $to je
odgovorna farmaceutska aktivna tvar (API). Upravo zbog toga svoju Siroku upotrebu
pronalaze u medicinskoj primjeni. Pri tome farmakokinetika definira najvaznije mehanizme
djelovanja farmaceutika odnosno proucava sudbinu lijekova u organizmu, njihovu resorpciju,

raspodjelu, izmjenu tvari zbog fizikalno-kemijskih procesa u organizmu i izlu¢ivanje. [9]

Time su odredeni parametri kao $to su: koeficijent raspodjele oktanol/voda, biodostupnost,
konstantna disocijacije kiseline, topljivost u vodi i drugo, pomoc¢u kojih se moze predvidjeti
kako ¢e se i1 zaSto farmaceutska tvar kretati u organizmu sve do izlu¢ivanja. Nadalje, ti
parametri nam mogu posluziti i za definiranje sudbine farmaceutika u okolisu. U okoli§ mogu
dospijeti u nepromijenjenom obliku ili u obliku metabolita. Osim metabolita, u okoliSu se
mogu detektirati i razni oblici razgradnih produkata glavne komponente farmaceutika.
Farmaceutici mogu biti podlozni procesima kao §to su: hidroliza, fotorazgradnja te procesi
biorazgradnje. Upravo iz tog razloga vazno je ispitati kakav je utjecaj tih procesa na pojedine
komponente simulacijama u laboratorijskim uvjetima. Vrlo Cesto spojevi nastali reakcijama
redukcije, oksidacije ili hidrolize u okoliSu jednaki su metabolitima koji nastaju u tijelu

domacina. [10]

Osnovna podjela farmaceutika je na prirodne, polusintetske i sintetske. S obzirom na upotrebu

dijelimo ih na humane i veterinarske farmaceutike. [11]

Veterinarski lijekovi najve¢im dijelom dolaze u okoli§ sa Zivotinjskih farmi 1 ribogojilista,
gdje se farmaceutici koriste ne samo u lijeCenju bolesti stoke, peradi i riba nego 1 za
prevenciju bolesti, protiv parazita te kao promotori rasta i dodaci hrani. U veterinarskoj praksi
najvise se upotrebljavaju antibiotici i antiparazitici (antihelmintici). Antiparazitici il
antihelmintici su grupa farmaceutika koja se koristi u lije¢enju crijevnih nametnika u ljudi i
zivotinja, parazita iz skupine Nematoda i Cestoda. Benzimidazoli su selektivno toksi¢ni
antihelmintici koji se vezu na f-tubulin parazita i inhibiraju polimerizaciju tubulina i stvaranje
mikrotubula ¢ime naruSavaju funkciju diobenog vretena. Na taj nacin uzrokuju smrt

parazitskih stanica.



Antiparazitici su detektirani u vodi, ali i tlu pri vrlo niskim koncentracijama. Stalnom
emisijom odredene koli¢ine takvih molekula u okolis, dolazi do razvoja rezistentnosti nizih
organizama, $to moze dovesti do nepredvidivih posljedica. Razlog povecanja brzine
rezistencije je 1 specificna bioloSka aktivnost te specificna struktura koja osigurava

postojanost.

U zivim organizmima lijekovi se metaboliziraju kroz metaboliticki put jedne od dviju faza
(faze 1 ili faze I1). Metaboliticki put faze I ukljucuje oksidaciju, redukciju ili hidrolizu, a

obi¢no ukljucuje nastajanje neaktivnih spojeva.

Febantel je predlijek, koji se in vivo metabolizira u benzimidazolni antihelmintik fenbendazol.
Febantel se koristi za lijeCenje i kontrolu gastrointestinalnih glista, pluénih nametnika i

trakavica.

Fenbendazol sulfid se vrlo lako oksidira u sulfoksidni metabolit oksfendazol, koji je isto tako
vrlo vazan antihelmintik. Sulfoksid se dalje moze oksidirati u sulfon, manje aktivan metabolit.
Osim njega kao produkt oksidacije na polozaju 4 fenolnog prstena nastaje p-
hidroksifenbendazol za kojeg se smatra da isto tako posjeduje slabu antihelminti¢nu aktivnost.
Fenbendazol oksidira u aktivni fenbendazol sulfoksid poznatiji kao oksfendazol. Flubendazol
posjeduje keto-grupu koja se moze reducirati u hidroksilnu grupu, karbamatnu grupu koja se
moze hidrolizirati. Zbog svoje kemijske strukture, svi benzimidazolni lijekovi osjetljivi su na
svjetlo. Glavni produkti fotorazgradnje su aminski derivati nastali demetilacijom esterske

grupe i dekarboksilacijom karbamatne grupe kao §to je prikazano na Slici 1.
R i R R
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Slika 1.Fotorazgradnja benzimidazolnih antihelmintika [12]

Neki antihelmintici su u¢inkoviti tek nakon §to se biotransformiraju u aktivne metabolite u

zivotinjskom organizmu. [12, 13]



Osim toga, zanimljiva su i istrazivanja kojima se detektiraju metaboliti koji su nastali u
biljkama koje rastu na pasnjacima i tako preko tretiranih zivotinja dolaze u direktan kontakt sa
antihelminticima. U biljnim stanicama se odvija metabolizam odnosno biotransformacija
prisutnim enzimima. Tako je ispitana fitotoksi¢nost i biotransformacija albendazola,
flubendazola i fenbendazola kod vrste Campanula rotundifolia te je detektirano 24 (Slika 2.),
18 i 29 metabolita. Takva istrazivanja su od velike pomo¢i pri detekciji razgradnih produkata

tih farmaceutika nastalih nekim drugim procesima u tlu i vodi. [14, 15]
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Slika 2. Shema metaboli¢kog puta albendazola u stanicama Campanula rotundifolia (u podebljanim okvirima navedeni su metaboliti koji dosad nisu zabiljeZeni)
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2.1.1. Febantel

Febantel je farmaceutik koji spada u skupinu probenzimidazola koji se nakon resorpcije iz
crijeva u jetri prevodi u djelatne metabolite (fenbendazol i oksfendazol) koji djeluju protiv
nametnika odnosno helmintatako da koce resorpciju i razgradnju hranjivih tvari endoparazita
(Slika 3.). Veze se na p-tubulin i time sprjecava razvojni proces helminta. Febantel se Koristi
za lijeCenje i kontrolu gastrointestinalnih glista, parazitskih glista (Cyathostomins, Toxocara),
pluénih nametnika i trakavica kod Zivotinja. Fenbendazol sulfid se vrlo lako oksidira u
sulfoksidni metabolit oksfendazol, koji je isto tako vazan antihelmintik. Upotrebljavaju se

uglavnom u veterinarskoj terapiji. [16]

Spesay

Slika 3. Molekulska struktura febantela

2.1.2. Prazikvantel

Prazikvantel je antihelmintik Sirokog spektra djelovanja (Slika 4.). Djeluje povecéavajuéi
permeabilnost nematoda za kalcij i tako izaziva miSiéne kontrakcije i eventualno paralizu i
smrt parazita. Takoder povecava osjetljivost parazita na imunoloski obrambeni sustav
domacina. U€inkovit je protiv ehinokokoze. Dobro se metabolitizira te se brzo izlucuje iz
organizma, uglavnom u mokra¢i i to kao glukuronid ili sulfat. Upotrebu pronalazi u
veterinarskoj, ali i humanoj medicinskoj praksi. [17]
OH
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Slika 4. Molekulska struktura prazikvantela



2.1.3. Pirantel pamoat

Pirantel pamoat je antiparazitik iz $iroke skupine benzimidazola koji djeluje protiv nametnika
(Strongylus vulgaris, S. edentatus) (Slika 5.). Djeluje kao depolarizacijsko neuromuskularno
blokirajuce sredstvo ¢ime izaziva miSi¢nu paralizu kod helminta nakon Cega se izluCuju iz
organizma. U terapijskim dozama nema farmakolosko djelovanje kod ljudi. U upotrebi je u

veterinarskoj praksi. [18]
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Slika 5. Molekulska struktura pirantel pamoata

2.2. Zakonodavstvo u podrucju zastite okolisa

Zakon o vodama Republike Hrvatske onecis¢enje definira kao izravno ili neizravno unosSenje
tvari ili topline u vodu 1 tlo izazvano ljudskom djelatno$¢u, $to moze biti Stetno za ljudsko
zdravlje ili kakvocu vodnih ekosustava ili kopnenih ekosustava izravno ovisnih o vodnim
ekosustavima, koje dovodi do Stete po materijalnu imovinu, remeti znacajke okoliSa, zasti¢ene

prirodne vrijednosti ili utjece na druge pravovaljane oblike koristenja okolisa. [19]

Postoje razlicite vrste oneciséenja: fizikalno, biolosko, kemijsko te radiolosko. Oneciscujuce
tvari su s druge strane definirane kao tvari koje mogu izazvati onecis¢enje, a ukljucuju

opasne, prioritetne i druge oneciS¢ujuce tvari.

Do pocetka 21.stolje¢a u srediStu pozornosti bila su postojana organska onecis¢ivala (eng.
Persistant Organic Pollutants, POPs) i teski metali zbog naglog povecanja njihove
koncentracije u prirodi uslijed njihovog intenzivnog koriStenja. 2001. godine potpisana je
Stockholmska konvencija prema kojoj zemlje potpisnice moraju smanjiti ili ukloniti
proizvodnju, uporabu ili ispustanje najopasnijih kemijskih spojeva. U tu skupinu spojeva
ubrojeni su: aldrin, klordan, DDT, dieldrin, endrin, heptaklor, heksaklorbenzen, mirex,

toksafen, poliklorirani bifenili, poliklorirani dioksini i furani. [20]

Nove onecis¢ujuce tvari se mogu definirati kao one koje trenutno nisu ukljué¢ene u redoviti

nadzor, a mogu¢i su kandidati za buduce ozakonjenje, ovisno o rezultatima istrazivanja



njihove Stetnosti te mogucim utjecajima na zdravlje 1 ekosustave. Farmaceutici su zabiljezeni
kao jedna od glavnih grupa novih onec¢is¢ujuéih tvari budué¢i da je identificirana i
kvantificirana njihova prisutnost u okoliSu. Kako literatura navodi oni svojim fizikalno-
kemijskim karakteristikama i prisutnosti u prirodnim vodama ugrozavaju okoli§ te biljni i
zivotinjski svijet kao i kvalitetu Zivota. Nepotpuno uklanjanje u postrojenjima za obradu
otpadnih voda navodi se kao glavni put njihova ispustanja u okoli§. Zbog toga su svrstani u
kategoriju ,,novih oneciS¢ujucih tvari“. Humani i veterinarski farmaceutici se kontinuirano
unose u okoli$§ kao rezultat proizvodnog procesa, odlaganja neupotrijebljenih farmaceutskih

proizvoda ili kao izlucevine. [21, 22]

Europska komisija je u kolovozu 2013. godine usvojila novu Direktivu 2013/39/EU o
prioritetnim tvarima koja dopunjava i mijenja Okvirnu direktivu o vodama (ODV)
2000/60/EZ i Direktivu 2008/105/EZ. Strategija sprjeCavanja oneciS¢enja ukljucuje listu od
45 prioritetnih tvari koje predstavljaju rizik za vodni okolis. Neke tvari su zbog karakteristika
poput postojanosti u okoliSu, bioakumulativnosti 1 toksi¢nosti dodatno oznacene kao
prioritetne opasne tvari. ODV propisuje reviziju liste prioritetnih tvari svake Cetiri godine.
Novom Direktivom bi se emisije u vodeni okoli§ prioritetno opasnih tvari trebale obustaviti
unutar sljedec¢ih 20 godina. Takoder, uvodi se i tzv. ,,Watch lista“, odnosno popis od 10 novih,
do sada neidentificiranih opasnih i oneciS¢ujucih tvari koje bi, ukoliko su prisutne, mogle
Stetno djelovati na vodni okoli§ i ljudsko zdravlje. Europska komisija ¢e do rujna 2017.
godine trebati odrediti mjere koje ¢e se poduzimati na razini Unije ili drzave ¢lanice, a kojima

¢e se smanjivati ispustanje i gubitci ovih tvari u vodni okolis. [23]

Zahtjev za odobrenje novih lijekova za ljudsku primjenu mora sadrzavati ocjenu rizika koju
taj farmaceutik moze imati za okoli§ (eng. Environmental Risk Assessment, ERA). Ocjena
rizika koju farmaceutik moze imati za okoliS je proces koji se sastoji od dvije faze. U fazi I se
ispitivanja temelje iskljucivo na djelatnoj tvari, neovisno o nacinu primjene, farmaceutskom
obliku, njegovom izlu¢ivanju ili metabolizmu lijeka. Ukoliko se u fazi | utvrdi da farmaceutik
predstavlja rizik za okoli§, provodi se faza II u kojoj se rade analize postojanosti lijeka u

okoli$u i njegovog utjecaja na okolis.

U Republici Hrvatskoj je potreba ocjene rizika za okoli§ tijekom davanja odobrenja za
stavljanje lijeka u promet regulirana Zakonom o lijekovima i Pravilnikom o davanju
odobrenja za stavljanje lijeka u promet. Propisuje se i da u sazetku opisa svojstva lijeka i na

vanjskom pakiranju gotovog lijeka moraju biti navedene posebne mjere za uklanjanje



neupotrijebljenog farmaceutika ili ostataka farmaceutika, a kada je potrebno, s uputom o

prikladnom sustavu prikupljanja koji se primjenjuje. [24]

Vazno je odrediti i kontinuirano provoditi proces odredivanja moguceg rizika negativnog
utjecaja ksenobiotika, odnosno u ovom slucaju farmaceutika na okolis. Integrirano upravljanje
okolisem (eng. Integrated Environmental Management, IEM) jest sveobuhvatan proces
planiranja i gospodarenja prirodnim resursima koji ukljucuje okoliSne, druStvene i ekonomske
ciljeve. Uzima u obzir medusobnu zavisnost i utjecaje izmedu razli¢itih sastavnica okolisa i
elemenata ekosustava. Osnovne karakteristike se ostvaruju primjenom raznih alata, a jedan od
najvaznijih jest procjena rizika (eng. Environmental Risk Assessment, ERA). Postoji i

priru¢nik u svrhu procjene rizika za okoli$ veterinarskih farmaceutika. [25]

2.3. Obrada otpadne vode

Razvoj naselja i povecanje Zivotnog standarda stanovniStva rezultiralo je izmedu ostalog i
oneciS¢enjem okolisa. Medu najbitnije oblike oneciS¢enja ubraja se onecis¢enje vode. Izbor
postupaka procis¢avanja kojima ¢e se podvrgnuti otpadna voda prije nego se ispusti u
prirodnu sredinu ovisi o koli¢ini i sastavu otpadne vode, kao i zahtijevanoj kakvoci vode na
mjestu ispusStanja. Obicno je rije¢ 0 kombinaciji niza postupaka kako bi uc¢inak svakog od

pojedinih postupaka i njihova kombinacija dali $to bolje rezultate obrade. [26]

U fizikalne procese obrade otpadne vode spadaju sedimentacija, flotacija, ultrafiltracija,
reverzna osmoza. Sedimentacija je proces uklanjanja ¢vrstih Cestica iz otpadne vode pomocu
gravitacijske sile. Flotacija je proces u kojem se ¢vrste tvari iz tekucine izdvajaju izdizanjem
na povrSinu. Ultrafiltracija je proces filtriranja vode kroz filtar sa odredenom veli¢inom pora
0,01-0,10 um pri ¢emu se iz vode uklanjaju mikroorganizmi, virusi, proteini i pigmenti.
Reverzna osmoza je postupak suprotan osmozi, §to zna¢i da primjenom tlaka veéeg od
osmotskog na otopinu dolazi do protiskivanja molekula otapala iz otopine u ¢isto otapalo ili iz
otopine vece koncentracije u otopinu nize koncentracije kroz membranu. Tehnike

ultrafiltracije i reverzne osmoze svrstavaju se u napredne tehnike obrade voda.

Fizikalno-kemijski procesi su: adsorpcija na aktivnom ugljenu, ionska izmjena, koje se jo$
nazivaju napredne tehnologije. Adsorpcija je proces koji se osniva na sposobnosti da
(adsorbensi) neke Cvrste tvari mogu na svojoj povrSini vezati (adsorbirati) molekule plina
ilimolekule i ione iz otopine. lonska izmjena je proces u kojem neke tvari (ionske smole)

imaju sposobnost zamjene svojih iona s ionima iz otpadne vode. Procesom
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koagulacija/flokulacija izdvajaju se suspendirane ¢estice dodatkom sredstva za

koagulaciju/flokulaciju.

Kemijske metode obrade voda ukljucuju kemijske pretvorbe tvari, razgradnju prisutnih
oneciséujucih tvari procesima oksidacije i redukcije. Bioloske metode obrade otpadne vode
uglavnom podrazumijevaju obradu upotrebom aktivnog mulja koji se sastoji od bakterija,
protozoa, algi, kvasaca i metazoa povezanih sa suspendiranim cesticama u nakupine koje se
zovu flokule (pahuljice aktivnog mulja). Glavni cilj obrade otpadnih voda bioloskim
postupcima je pretvaranje biorazgradivih organskih tvari u mikrobiolosku biomasu, koja se
zatim moze odvojiti nekom od prikladnih separacijskih tehnika. NajceS¢e upotrebljavani
bioloski postupci pro¢i§¢avanja svrstani su u tri skupine, a to su: uredaji s aktivnim muljem,

bioloski filtri ili prokapnici, te proc¢iséavanje otpadne vode u lagunama.

U novije vrijeme sve viSe se paznje posvecuje razvoju novih metoda obrade vode kojima se
ostvaruje razgradnja postojanih organskih onecis¢ujucih tvari odnosno ksenobiotika. Najcesca
je primjena naprednih vrsta filtracije. U jednom istrazivanju naveden je Visoki stupanj
ucinkovitosti procesa fotorazgradnje antihelmintika albendazola, levamisola, febantela i
prazikvantela te primjene reverzne osmoze (RO) i nanofiltracije (NF). Fotorazgradnjom pod
utjecajem UV svjetlosti nastaje nekoliko razgradnih produkata koji su uspjesno izdvojeni
primjenom RO/NF membrana. [27] S druge strane navodi se i primjena naprednih

oksidacijskih procesa za razgradnju nekih antihelmintika. [28]

2.3.1. Bioloska obrada otpadne vode aktivnim muljem

Konvencionalni sustav za obradu otpadne vode (eng. Waste Water Treatment Plant, WWTP)
temelji se na aerbnoj biorazgradnji organskog opterec¢enja. Naime, farmaceutici i njihovi
metaboliti i razgradni produkti su detektirani u vodi i nakon obrade. Vazno je imati na umu da
je na taj nacin ugrozena i kvaliteta vode za pice te opcu uporabu Sto dugoro¢no moze imati

znatne negativne posljedice za zdravlje ljudi. [29, 30]

Aerobni postupak uklanjanja organskih sastojaka iz otpadne vode s aktivnim muljem
podrazumijeva primjenu mjeSovite mikrobne zajednice koja uz prozracivanje kisikom koristi
organske tvari kao hranu i tako ih razgraduje. Ucinkovitost procesa ovisi o vise ¢imbenika:
kakvoci otpadne vode kao hranjivog supstrata, temperaturi, otopljenom kisiku, pH vrijednosti

izvanstanicnog okoliSa, koncentraciji toksi¢nih sastojaka u otpadnoj vodi, odrzavanju
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mikrobioloske kakvoce i biokemijske aktivnosti mikroorganizama aktivnog mulja te provedbi
1 pracenju procesa. Aerobnu biolosku razgradnju organskih sastojaka iz otpadne vode prate
reakcije: oksidacije, sinteze i endogene respiracije.

Mikroorganizmi aktivnog mulja pomocu kojih se tijekom aerobne obradbe uklanjaju otopljeni
sastojci iz otpadne vode odrzavaju se: rasprSeni u vodenom okoliSu u obliku pahuljica
aktivnog mulja ili na nosa¢ima kao slojevi biomase aktivnog mulja nazvan biofilm ili
bioobrastaj (Slika 6.). U pahuljici i biofilmu aktivnog mulja nije ujednacen raspored vrsta
mikroorganizama. MjeSovita mikrobna zajednica temelji se na zakonitostima: simbioze,

komensalizma, mutualizma, kompeticije, neutralizma, amensalizma, parazitizma i predacije.
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Slika 6. Shematski prikaz moguéih reakcija razgradnje otopljenih sastojaka iz otpadne vode koje se odvijaju u
pahuljici ili biofilmu aktivhog mulja [31]

U povrsinskom sloju zastupljene su one vrste mikroorganizama koje upotrebljavaju vise
kisika za razgradnju sastojaka iz otpadne vode kao supstrata, a srediSnje (dublje) slojeve
pahuljice ili biofilma ¢ine mikroorganizmi koji razgraduju produkte razgradnje
mikroorganizama povrSinskog sloja ili one sastojke iz otpadne vode za Ciju razgradnju je

potrebno manje kisika.

2.3.2. Biorazgradnja farmaceutika

Vazno je razlikovati dva procesa: biorazgradnju pomoc¢u metabolizma i enzimatskog sustava
mikroorganizama koji €ine sustav aktivnog mulja te biosorpciju na pahuljici aktivnog mulja.

Kod farmaceutika, s obzirom na njihovu specifi¢nu strukturu te fizikalno-kemijska obiljezja,
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Cesto se Uz proces biorazgradnje naglaSava i velika vjerojatnost biosorpcije. Jedan od primjera
istrazivanja jest biosorpcija antibiotika sulfametazina kojom je odredeno dobro poklapanje
linearnog particijskog modela sa eksperimentalnim rezultatima s obzirom na razlicite uvjete
temperature i pH te je odreden koeficijent razdiobe (Kg) pri 20 °C iznosio 100,5 L/kg, a
distribucija farmaceutika na organski ugljik aktivnog mulja kao glavni mehanizam

adsorpcije.[32]

Literaturno nije naveden primjer ispitivanja mogucénosti biosorpcije antihelmintika na

povrsinu aktivnhog mulja.

Jedan od najboljih primjera biorazgradnje farmaceutika aktivnim muljem jest mineralizacija
diklofenaka i ibuprofena aerobnim procesom tijekom 27 dana, a veé¢ je nakon 4 dana

zabiljezen pad koncentracije od 75 %. [33]

Sam proces biorazgradnje antihelmintika primjenom procesa s aktivnim muljem nije naveden.
Farmaceutici vrlo ¢esto pokazuju nisku u¢inkovitost procesa biorazgradnje aktivnim muljem i
iz tog razloga istrazivanja su Cesto usmjerena na biorazgradnju izoliranim kulturama
mikroorganizama. Tako jedan od rijetkih primjera biorazgradnje antihelmintika albendazola
razli¢itim sojevima plijesni prvenstveno ukazuje na nastanak novih razgradnih produkata, uz

ve¢ poznate metabolite: albendazol sulfoksid i albendazol sulfon. [34]

2.4. Analiticke metode pracenja farmaceutika u okoliSu

Kako bi uspjesno pratili farmaceutik kada dospije u okoli§ te detektirali i kvantificirali
njegove metabolite i razgradne produkte razvijene su brojne analiticke metode. Vazno je
naglasiti da te metode moraju biti osjetljive, tocne i1 precizne. Takoder moraju omoguciti
odredivanje farmaceutika u vodenom mediju odnosno tlu. Samim time je neophodno Koristiti
sofisticirane metode pripreme uzorka.

Preduvjet za pracenje stanja i kvalitete okoliSa, tj. podzemnih i povrSinskih voda, otpadnih
voda 1 pitke vode te tla i sedimenta je dostupnost metoda koje mogu tocno 1 precizno
analizirati ¢ak i ispod ng/L odnosno ng/g. Najces¢e metode identifikacije i kvantifikacije su
plinska kromatografija i spektrometrija masa (eng. Gas Chromatograhy — Mass Spectrometry,
GC-MYS) ili plinska kromatografija sa spregnutom (tandemskom) spektrometrijom masa (eng.
Gas Chromatography tandem Mass Cpectrometry, GC-MS/MS) ili tekucinska kromatografija
sa spregnutom (tandemskom) spektrometrijom masa (eng. Liquid Chromatography tandem
MassSpectrometry, LC-MS/MS). [36]
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Kako bi se provelo uspjesno odredivanje razgradnih produkata i definirao profil razgradnje
farmaceutika sustav tekucinske kromatografije povezuje se s naprednim sustavima detekcije
kao $to su: nova generacija trostukog kvadripola (eng. triple quadrupol, QqQ), ionska klopka
(eng. ion trap, IT), te hibridni instrumenti kvadripol— brzinski s mjerenjem vremena preleta
(eng. quadrupole-time—of—flight, QqTOF), kvadripol- linearni analizator masa s ionskom
klopkom (eng. quadrupole-linear ion trap, QqLIT), linearna ionska klopka—ionsko—
ciklotronska rezonancija s Fourierovim transformacijama (eng. linear ion trap—Fourier
transformation ion cyclotron resonance, LIT-FT-ICR) i linearna kvadripolna ionska klopka—
orbitalna klopka (eng. linear trap quadrupole Orbitrap, LTQ Orbitrap).[35]

Iznenadujuce je malo informacija i podataka o utjecaju, distribuciji i sudbini antihelmintika u
okolisu. S obzirom na veliki postotak u ukupnoj svjetskoj upotrebi veterinarskih farmaceutika,
antihelmintici nisu dosada toliko istraZivani. U kontekstu antihelmintika kao oneciS¢ujuce
tvari, odnosno ksenobiotika u okoliSu postoji vrlo malo informacija u literaturi. Pojedine vrste
tek su odnedavno detektirane u okolisu, budu¢i da su prisutne u malim koli¢inama. Upravo je
razvoj novih osjetljivih analitickih metoda i uredaja s vrlo niskim granicama kvanitifikacije 1
detekcije omogucio detekciju veterinarskih farmaceutika u okolisu.[37]

Jedan od primjera analiza antihelmintika levamisola i fenbendazola je tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti pra¢enu tandem spektrometrijom masa (HPLC-
MS/MS) kojom je uspjesno kvantificirana glavna komponenta prisutna pri nekoliko pg/kg.
[38]

Navodi se i istrazivanje u kojem je razvijena i koristena LC-MS/MS analiticka metoda pri
cemu analit detektira upotrebom kvadripol-linearni analizator masa s ionskom klopkom.
Analizirani su 1 izmedu ostalog febantel, prazikvantel te albendazol i1 levamisol koji se u
kombinaciji pojavljuju u farmaceutskom pripravku komercijalnog naziva Prazinon odnosno

Ecsital. Samim time je ispitan i njihov sinergijski u¢inak. [39]

2.5. Bioanaliticke metode pracenja farmaceutika u okoliSu

Vazno je naglasiti da su farmaceutici u okoliSu prisutni u vrlo niskim koncentracijama. Ipak,
oni u okoli§ dospijevaju kontinuiranim ulaskom s obzirom na stalnu upotrebu. Specifi¢na
struktura te fizikalno-kemijske karakteristike rezultiraju visokim stupnjem postojanosti. Zato
se bioakumuliraju u okoliSu i okoliSnim organizmima. S obzirom da su antihelmintici,

odnosno benzimidazoli dizajnirani sa specificnom namjenom da djeluju protiv nametnika
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Nematoda i Cestoda njihov kontinuiran unos u okoli§ predstavlja prijetnju od moguceg
razvoja rezistentnosti nametnika na te aktivne spojeve. [40]

1z tog razloga uz analiticke, klju¢no je provesti i bioanaliti¢ke analize pracenja farmaceutika u
okolisu. Bioloski nadzor ili biomonitoring analizira biolosku sastavnicu okolisa i reakcije s
ciljem otkrivanja promjena u okoliSu nastalih oneciS¢enjem, a dobivene se informacije
upotrebljavaju u nadzoru stanja okoliSa i procjeni okoliSnog rizika. Danas usporedno
egzistiraju dva glavna pristupa bioloskoj detekciji stanja odnosno oneci$¢enja ekosustava pri
¢emu se koriste ekoloski indikatori i bioindikatorske vrste. S druge strane biomarker je u
Sirem smislu bilo koja analiza koja ukazuje na interakciju bioloskoga sustava i potencijalno
Stetnoga kemijskog, fizikalnog ili bioloskog djelovanja, ukljucujuéi promjene od razine
organizma do stanice. Medu metode kojima se mjeri odziv na razini organizma treba navesti
testove akutne i kroni¢ne letalnosti odnosno smrtnosti. Moguce je koristiti normirane testove
akutne i kroni¢ne letalnosti, uglavnom na vodenim organizmima: ra¢i¢ima roda Daphnia ili
Thamnocephalus, manjim akvarijskim ribama zebricama Danio rerio, kalifornijskoj pastrvi
Oncorhynchus mykiss, itd. Od standardnih metoda za ispitivanje toksi¢nosti na bakterijskim
organizmima (ISO norma) treba izdvojiti dvije poznatije metode: ispitivanje inhibicije
razmnozavanja bakterija vrsta Pseudomonas putida i Vibrio fischeri. Uz to, u upotrebi su i
razne metode koje spadaju u skupinu analiza kojima se mjeri odziv na razini organskih
sustava, organa i tkiva te stanice kao Sto su: analiza histopatoloskih promjena, imunoloske
metode, lizosomske promjene, oksidacijski stres, metode odredivanja genotoksi¢nog ucinka.
[41]

Veliki pomor triju vrsta supova zabiljezen je 2004. godine na podru¢ju Indije i Pakistana gdje
se kao glavni razlog navodi prisutnost puno vece koncentracije diklofenaka u vodenom
okoli$u nego §to je to uobicajeno. To je samo jedan od mnogih primjera ekoloskih katastrofa
zbog kojih se prvenstveno podigla svijest o potrebi za ekotoksikoloskom procjenom utjecaja

farmaceutika na okolis. [42]

2.5.1. Akutna toksi¢nost- metoda pomocu bakterijske kulture Vibrio fischeri

Za odredivanje toksi¢nosti u ovom radu koriStena je njemacka standardna metoda DIN 38412-
L-34. Radi se o bioluminiscentnoj metodi koja se ubraja u testove kratkog trajanja. S obzirom
na vrijeme trajanja testa od 30 minuta ima velike prednosti u odnosu na ostale ,,short term

odnosno kratkotrajne metode koje obicno traju 48 ili 96 sati. Kao test organizmi se koriste
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bakterije Vibrio fischeri. To je bioluminiscentna, Gram negativna bakterija koja zivi kao
simbiont u bioluminiscentnim ribama i u svjetlosnim organima lignji. Danju i no¢u prirodno
emitira svjetlost ujednacenog intenziteta kao sastavni dio svog metabolizma. Uzrok tome je
enzim luciferaza. Mjerenjem intenziteta emitirane svjetlosti moguce je utvrditi svako

oStecenje bakterijskog metabolizma koje je nastalo kao posljedica djelovanja toksina. [43]

A Luciferase
FMNH, “~

complex

Luciferase
(RESTING STATE)

LIGHT
(460-490 nm)

FMN
a flavin mononucleotide
(luciferin)

R-CHO
long-chain aldehyde

Slika 7. Princip djelovanja luciferaze [43]

Kod vrste Vibrio fischeri luminiscencija je kontinuirani proces i sastoji se od viSe reakcija u
razli¢itim fazama. U toj reakciji reducirani luciferin (FMNH;) tvori kompleks sa enzimom
luciferazom. Kompleks dalje reagira s molekularnim kisikom i tvori oksidirani luciferin
(FMN) 1 pobudenu luciferazu. Dugolancani aldehidi su obavezni u ovoj fazi reakcije.

Povratak luciferaze u stanje mirovanja rezultira emisijom fotona (Slika 7.). [44]

2.5.1.1. Krivulja toksi¢nosti i definicije povezane s toksi¢nos$¢u

Krivulja toksi¢nosti (Slika 8.) pokazuje meduovisnost DOZE i ODGOVORA. Najcesce (kod

normalne razdiobe) ima karakteristi¢ni oblik slova S. [45]
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troskovima smanjenja
koncentracije
0 >

x Doza

Slika 8. Op¢i izgled krivulje toksi¢nosti [45]

Tijekom provodenja odredene analiticke metode potrebno je definirati fizikalno-kemijske
veli¢ine koje se pritom ispituju. Prilikom odredivanja toksi¢nosti prvo je potrebno odrediti
pocetnu luminiscenciju bakterijske suspenzije kako bi se poslije moglo pratiti kako otopina
uzorka, odnosno ispitivanog farmaceutika djeluje na koristenu bakterijsku kulturu sto vidimo
u vrijednostima mjerene luminiscencije. Potom se uz pomo¢ gotovih matematickih izraza
racuna postotak inhibirane kulture nakon odredenog vremena $to ujedno i predstavlja os
ordinatu na grafu toksi¢nosti otopine ispitivanog farmaceutika dok se na apscisi nalazi

logaritam koncentracije otopine farmaceutika.

Kasnije se iz grafa o€itaju vrijednosti ECyg i ECso koje uzrokuju inhibiciju 20 %, odnosno 50
% bakterijske kulture $to nam omogucava laksu interpretaciju rezultata i definiranje utjecaja

uzorka na ispitivanu bakterijsku kulturu.
Prikaz odredivanih fizikalno-kemijskih veli¢ina:[46]

lo — luminiscencija bakterija u suspenziji prije nego je dodan uzorak (pocetna
luminiscencija)

I — luminiscencija testirane otopine nakon inkubacije u vremenu t (kona¢na luminiscencija
nakon dodavanja uzorka)

IoK/IiKK — pocetna i kona¢na luminiscencija kontrolne otopine (2 % NaCl)
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fK — faktor korekcije

fK = 1iK/oK 1
Ic —ispravljeni fK

lc= fK x lo )
% inhib.t. — postotak inhibicije luminiscencije nakon inkubacije u vremenu t

% inhib.t. = (Ic — It) x 100/1, (3)
GL vrijednost — faktor razrjedenja kojim je postignut % inhib.t. < 20

EC,o — koncentracija uzorka u testu koji uzrokuje 20 % inhibicije

ECso — koncentracija uzorka u testu koji uzrokuje 50% inhibicije
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

Na Slici 9. dan je shematski dijagram toka eksperimentalnog dijela rada.

Slika 9. Dijagram toka eksperimentalnog dijela rada: shema reaktora za biorazgradnju, pH-metar, filtar za
injekcije (0,22 pm), kiveta s reagensima za analizu KPK, UPLC, luminometar

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Kemikalije

U Tablici 1 navedene su kemikalije koje su koriStene prilikom provodenja kromatografskih
analiza, analiza u svrhu odredivanja toksi¢nosti uzoraka te prilikom odredivanja KPK

vrijednosti (kemijska potrosnja kisika).
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Tablical.Kemikalije koristene u analizama

Naziv Molekulska formula | Cistoéa Proizvoda¢
Kalijev bikromat K,Cr,04 p.a. Merck, Njemacka
Srebrov sulfat Ag,SO, p.a. Kemika d.d., Hrvatska
Sulfatna kiselina H,SO, p.a. Kemika d.d., Hrvatska
Laontjevzeljezo (1D (NH,)oFe(SOw), pa Sigma-Aldrich, SAD
Zivin (II) sulfat Hg,S0, p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Feroin indikator CaeHosFeNg" p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Etanol C,HsOH 96 % Gram-mol d.o.0., Hrvatska
Metanol CH5;0OH l—.lPL,C J.T.Baker, Nizozemska
Cistoca
Acetonitril CH.CN thLF: Fischer Chfemi_c.al, Velika
¢istoca Britanija
Mravlja Kiselina CH,0, p.a. Merck, SAD
Agar C14H240g p.a. Liofilchem, Italija
Cink sulfat heptahidrat ZnS0O, x 7H,0 p.a. Lach-ner, Ceska
D(+)-rafinoza pentahidrat CigH3,045 99 % Alfa Aesar, Njemacka
D-glukoza CeH1205 p.a. Lach-ner, Ceska
Feroin indikator CaeHaaFeNg™" p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Glicerol C3Hs0O4 p.a. Lach-ner, Cegka
Kalcij karbonat CaCO3 p.a. Kemika, Hrvatska
Kalcij klorid CaCl, p.a. Kemika, Hrvatska
Kalij dihidrogen fosfat KH,PO, p.a. Kemika, Hrvatska
Kalijev bikromat K,Cr,04 p.a. Merck, Njemacka
Kvasdev ekstrakt C1H140, p.a. Biolife, Italija
Magnezij sulfat MgSQ, p.a. T.T.T., Hrvatska
Natrijev klorid NaCl p.a. Lach-ner, Ceska
Pepton - p.a. Biolife, Italija
Srebrov sulfat Ag,S0, p.a. Kemika d.d., Hrvatska

3.1.2. Farmaceutici

U Tablici 2 navedeni su osnovni podaci o farmaceuticima koji su koriSteni u radu.

Tablica 2.Popis koristenih farmaceutika

Farmaceutik Molekulska formula | CAS broj | M, g/mol | Cistoéa | Proizvoda¢

Febantel Co0H22N406S 58306-30-2 | 446,478 99 % | Veterina d.o.o.
Prazikvantel C19H24N,0, 55268-74-1 312,413 99 9% | Veterinad.o.o.
Pirantel pamoat CasH3N,OgS 22204-24-6 | 594,6768 99 % | Veterina d.o.o.

Za pripravu radnih otopina (RO) farmaceutika koristena je MiliQ voda.

20




3.1.3. Aktivni mulj

U pokusima biorazgradnje uporabljen je aktivni mulj podrijetlom iz uredaja za obradu
otpadne vode grada Velika Gorica, koji je prethodno u laboratorijskim uvjetima istrazen za
uklanjanje organskih i anorganskih sastojaka. Za svaki pokus istrazivanja biorazgradnje
odabranog antihelmintika uzeto je 5 mL aktivnog mulja iz boce Kultura, pri aeraciji. U
pokusima biorazgranje koncentracija suhe tvari, MLSS (eng. Mixed Liquor Suspended Solids,
MLSS) iznosila je 0,022 g MLSS/L (na 1,0 L) ili 4,34 g MLSS/L (u5 mL).

3.1.4. Djelatni mikroorganizmi za odredivanje toksi¢nosti- bakterijska kultura Vibrio
fischeri

Za odredivanje toksi¢nosti koriStenjem standardne metode DIN 38 412-L-34 u ovom radu kao
djelatni mikroorganizam kori$tena je bakterijska kultura Vibrio fischeri. Ta bakterijska vrsta
odlikuje se sposobnoscu bioluminiscencije odredenog intenziteta kao sastavni dio svog

metabolizma.

Za uzgoj bakterijske kulture koriSten je kruti hranjivi agar, inkubacijom u mra¢nom prostoru
na temperaturi od 15 °C do 22°C. Ve¢ nakon 24 h inkubacije na hranjivom agaru vidljive su
izrasle kolonije svijetlo-zute boje koje emitiraju bioluminiscenciju odredenog intenziteta.
Obzirom na optimalnu stabilnost kulture odnosno luminiscencije najbolje je analize provoditi
s kulturom starom 48-72 h (Slika 10.). Pri navedenim uvjetima, kultura je upotrebljiva

najmanje dva, a najvise devet dana od precjepljivanja.

Slika 10. Hranjiva podloga sa vidljivim kolonijama bakterijske kulture Vibrio fischeri (zute kolonije, kultura
nakon 48 h inkubacije)
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3.1.5. Hranjiva podloga

Sve sastojke (Tablica 3.) otopiti u hladnoj deioniziranoj vodi u Erlenmeyer tikvici. Ostaviti
15 minuta da agar nabubri i potom zagrijati do vrenja. Buduéi da vecina kalcijevog karbonata
ostaje neotopljena, zagrijavanje treba izvoditi u vodenoj kupelji. Kada se sastojci u potpunosti
otope zagrijavati suspenziju do vrenja direktno na azbestnoj mreZici nad plamenikom. Cim
dode do vrenja treba odmah maknuti suspenziju s mrezice. Sterilizirati u autoklavu na 121°C

15 minuta.

Sterilnu podlogu ohladenu na 45°C izliti u Petrijeve zdjelice (ili se moZe neizlivena Cuvati u
hladnjaku na 4°C). Prije izlijevanja podlogu lagano homogenizirati kako bi se kalcijev
karbonat koji je na dnu ravnomjerno rasporedio u podlozi (ako se jako mijesa podloga se
moze zapjeniti). Podlogu koja se naknadno otapa najbolje je otapati u vodenoj kupelji (tikvicu

staviti u posudu s vodom na plamenik i povremeno protresti).

Tablica 3. Sastav hranjive podloge

Sastojci Odvaga u 1000 mL
NaCl 3049
Agar 15¢g
Glicerol 10g
CaCO; 59
Pepton 59
Kvascéev ekstrakt 39

3.1.6. Otopine potrebne za odredivanje toksi¢nosti

3.1.6.1. Otopina za resuspenziju

Otopina za resuspenziju je hranjiva izoosmotska otopina za resuspendiranje bakterijske
kulture. U destiliranoj vodi se otope sastojci (Tablica 4.). Otopina se prokuha, ohladi i

profiltrira. Sterilizira se u autoklavu. Tako pripremljena se ¢uva u hladnjaku do 4°C do 2
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tjedna ili do pojave zamuéenja, a moze se i zamrznuti u manjim boc¢icama (100 mL) i duze

Cuvati do uporabe.

Tablica 4. Sastav otopine za resuspenziju

- Odvaga u
Sastojci 1000mL
NaCl 36Q
KHPO 0,29
CaCl 054
MgSO 0,29
Glicerol 0,5mL

3.1.6.3. Otopina referentnih tvari

Otopina standarda za provjeru valjanosti bakterijske suspenzije priprema se kao otopina
masene koncentracije 25 mg/L odvagom soli ZnSO4 x 7 H,O koja se otopi u 100 mL

redeionizirane vode.

3.1.6.2. Radna otopina

Radna otopina za resuspenziju bakterija Vibrio fischeri (2 % NaCl) priprema se tako da se
odvaze 20 g NaCl koji se otopi u 1000 mL deionizirane vode te se sterilizira u autoklavu, a

koristi se 1 za pripremu niza razrjedenja.

pH-vrijednost otopine za resuspenziju, radne otopine i otopine referentnih tvari mora

1znositi izmedu 6,81 7,2.

3.2. INSTRUMENTI, UREDAJI, PRIBOR
3.2.1. Analiti¢ka vaga

U radu je koriStena analiti¢ka vaga Mettler Toledo, AB104, Svicarska, prikazana na Slici 11.
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Slika 11. Analiticka vaga

3.2.2. Kisikova i pH elektroda

Mjerenje pH-vrijednosti vr$i se kombiniranom staklenom elektrodom koja se sastoji od
mjernog i referentnog sustava uklopljenih u zajednicko kuciste. Elektroda se izmedu mjerenja
ispire deioniziranom vodom. pH-vrijednost odnosno otopljeni kisik izrazen u mg/L na
kisikovoj elektrodi i temperatura izrazena u °C se ocCitava nakon ustaljenja vrijednosti na
uredaju. Staklena pH elektroda se ¢uva u otopini kalijevog klorida (KCI) ili otopini za
punjenje elektroda.

Za mjerenje pH koristen je pH-metar Boeco, Germany, PT-370 (Slika 12.), a za mjerenje
koncentracije otopljenog kisika kisikova elektroda Oximeter 320, WTW, Germany (Slika
13).

Il
Slika 12. pH-metar Slika 13. Kisikova elektroda

3.2.3. Termoreaktor

Termoreaktor Hach, Model 45600-18, SAD (Slika 14.) uporabljen je za termi¢ku obradu
uzoraka pri odredivanju KPK. Temperaturno podrucje primjene je od 20 °C do 150 °C.
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Slika 14. Termoreaktor

3.2.4. Ultrazvucna kupelj

Nakon pripreme standardnih otopina farmaceutika u odmjernim tikvicama, svaka tikvica se
uronila u ultrazvu¢nu kupelj SONOREX DIGITAL 10 P, Bandelin, Berlin, Njemacka (Slika
15.), kako bi se poboljsao proces otapanja farmaceutika u smjesi otapala. Ultrazvuéna kupelj
je programibilna, tj. omogucuje podeSavanje temperature kupelji i snage ultrazvuka te
pohranjivanja do 10 programa s razli¢itim postavkama eksperimentalnih uvjeta. Maksimalna
temperatura koju je moguce podesiti iznosi 80 °C, vrijeme od 1 do 99 minuta, a maksimalna
snaga 1200 W.

Slikal5. Ultrazvuéna kupelj

3.2.5. Autoklav

Autoklav je uredaj za provedbu sterilizacije zasicenom vodenom parom pod pritiskom (Slika
16.). Graden je od vrlo ¢vrstog materijala, naj¢e$ce u vidu cilindra. Ima dvostruke stjenke i
poklopac koji se pomocu podesivih vijaka i gumenog obruca hermeticki zatvara. UloZak s
termometrom, manometar i sigurnosni ventil najée$ée su postavljeni bo¢no, obi¢no u gornjem
dijelu. Postrani¢no se nalazi i staklena cijev za kontrolu nivoa vode u autoklavu. U donjem
dijelu nalazi se ventil za ispuStanje pare. U dnu je postavljen izvor topline (plinski ili
elektricni grijac). Sterilizacija zasi¢enom vodenom parom pod pritiskom najcesce se provodi

pri pritisku od 1 atmosfere pretlaka 1 121 °C tijekom 15 do 30 min 1 smatra se najpouzdanijom
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metodom sterilizacije jer povecani pritisak povecava temperaturu, a time i1 prodor vodene pare

u materijal koji se sterilizira. [47]

3 'ia ®

Slika 1. Autoklav: 1-poklopac, 2-prsten,
3-unuirasnja stjenka, 4--vanjska
stjenka, S-clektricni grijaci, 7-metalni

.Q. zavriany, S-manometar, 9-5 1gurnosm
ventil, 10-ventilacijski ventil, 11+
ventilacijska salica, 12-ljevak za
punjenje, 13-, 14, 15- i 16- ventili
sustava za punjenje, 17-termomeiar, 21+
odvod, 22-ventil za ispustanje, 24-plast

>

autoklava

Slikal6. Shematski prikaz autoklava [47]

3.2.6. Tekuéinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC)

Ispitivanja su provedena na tekucinskom kromatografu ultravisoke djelotvornosti
ACQUITY® UPLC I-Class system (Waters, Velika Britanija) s binarnom pumpom
ACQUITY® UPLC BinarySolvent Manager, automatskim dodavacem uzoraka ACQUITY®
UPLC Sample Manager, odjeljkom za kolonu ACQUITY® UPLC Column Manager i
fotoelektricnim detektorom s diodnim nizom (eng. photodiode array, PDA) ACQUITY®
UPLC Photodiode Array Detector (Slika 17.)

Kao sredstvo za ispiranje igle izvana (engl. wash solvent) koriStena je mjeSavina acetonitrila i
metanola u volumnom omjeru 50:50, kao sredstvo za ispiranje igle iznutra (eng. purge
solvent) 1 % acetonitril u procis¢enoj vodi, a kao sredstvo za ispiranje brtvi (engl. seal wash)
10 % acetonitril u pro¢iséenoj vodi. Kao pokretne faze koristene su 0,1 % mravlja kiselina u
vodi (kanal A) i acetonitril (kanal B). Separacija kromatografskih krivulja provedena je na
koloni BEH C8 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) Waters Acquity, SAD. Temperatura kolone je

bila 32 °C, a temperatura automatskog dodavaca uzoraka 25 °C.
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Slika 17. Tekudinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti [48]

U radu je najprije koriSten UHPLC sustav pracen detektorom s nizom dioda (DAD). Kao
detektor Kkoristio se i spektrometar masa (MS) Waters Synapt G2-Si. Svi kromatogrami

procesirani su u programskom paketu Empower i MassLynx (Waters, Velika Britanija).

3.2.7. Luminometar

Toksic¢nost je odredivana na mjernom instrumentu LUMIStox 300 mjere¢i bioluminiscenciju
bakterija Vibrio fischeri. LUMIStox 300 objedinjuje racunalnu tehnologiju s tehnologijom
mjernih instrumenata (U ovom slu¢aju luminometrom). LUMIStox 300 ima vlastiti operativni
sustav sa ugradenom disketom na kojoj su pohranjeni svi podaci i programi potrebni za
rad. LUMIStox 300 ima ugraden fotometar i ustaljeni rad automatskog mjerenja i razvijanja
podataka ¢ime je omogucéeno prepoznavanje boje uzorka u testu s luminiscirajuéim

bakterijama (Slika 18.). Radna temperatura instrumenta je 15 °C (1 °C).

Slika 18. Uredaj za provedbu toksi¢nosti (LUMIStox 300)
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3.3. METODE RADA

3.3.1. Priprema standardnih otopina farmaceutika

3.3.1.1. Priprema standardnih otopina farmaceutika za eksperiment biorazgradnje (modalne
otopine)

Temeljna standardna otopina (TSO) masene koncentracije 500 mg/L pripremljena je
otapanjem to¢no izvagane mase farmaceutika u metanolu (MeOH). Pripremljena je otapanjem
0,05 g farmaceutika (API) u metanolu i nadopunjavanjem u tikvicu od 100 mL te je tikvica
dodatno uronjena u ultrazvuénu kupelj kako bi se ubrzao i poboljSao proces otapanja
farmaceutika. Pripremljene su i otopine smjese febantela, prazikvantela te pirantel pamoata na
isti nacin. Iz te otopine pripremljeno je razrjedenje masene koncentracije 10 mg/L tako da je

20 mL TSO pipetirano u 1000 mL vodovodne vode u reaktoru.

3.3.1.1. Priprema standardnih otopina farmaceutika za kromatografsku analizu

Temeljne standardne otopine (TSO) febantela, prazikvantela te pirantel pamoata pripremljene
su pri masenoj koncentraciji od 500 mg/L. Odvagama antihelmintika (API i standardi) dodan
je metanol u volumenu 70 % volumetrijske tikvice. Tikvice su stavljene u ultrazvu¢nu kupelj
30 min, a zatim nadopunjene do oznake acetonitrilom. Pripremljene su i otopine smjese
febantela, prazikvantela te pirantel pamoata na isti nacin. Iz te otopine pripremana su
razrjedenja masene koncentracije 10 mg/L u vodenom mediju (MiliQ voda). Sve otopine
pirantel pamoata pripremane su u tamnim tikvicama kako bi se izbjeglo stvaranje

fotoizomera.

3.3.2. Provedba procesa biorazgradnje aktivnim muljem

Pokusi biorazgradnje odabranih antihelmintika provedeni su u volumno graduiranim plasti¢ni
spremnicima maksimalnog volumnog kapaciteta (zapremine) 3,2 L kao Sarzni reaktor (Slika
19.). Ukupan radni volumen koji se sastojao od 1,0 L radne otopine (RO) odabranog
farmaceutika masene koncentracije 10 mg/L i 5 mL aktivnog mulja konstantno je prozracivan
- aeriran pomoc¢u akvarijske crpke koja je gumenom cijevi preko filtera za zrak spojena s
plasticnom sterilnom pipetom koja je uronjena u sadrzaj reaktora kako bi se osigurala dobava
zraka na dno spremnika, a time osiguralo i mijeSanje sadrzaja u reaktoru. Reaktor je omotan
aluminijskom folijom kako bi se sprijeCio utjecaj foto-razgradnih procesa pod utjecajem
Suncevog zracenja, te se prilikom analize moglo zakljuciti koji produkti nastaju iskljucivo

pod utjecajem biorazgradnje ili hidrolize. Reaktor je bio smjeSten u digestoru. Parametri
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kojima je pracena prilagodba aktivnog mulja na otopinu te proces biorazgradnje farmaceutika
su pH-vrijednost, koncentracija otopljenog kisika (mg/L), temperatura (°C), kemijska

potro$nja kisika-KPK (mg O,/L) i preostali radni volumen sadrzaja u reaktoru (L).

Paralelno, uz pokuse biorazgradnje, za svaki odabrani antihelmintik, u istim procesnim i
okolisnim uvjetima, provedeni su pokusi bez dodane mikrobne biomase aktivnog mulja, kao

slijepi pokusi, a istom dinamikom su uzimani uzorci i motreni su isti analiticki pokazatelji.

Uzorci za analizu su uzimani u definiraim vremenskim razmacima, svakih 24 sata, i to oko 5
mL uzorka. Neposredno nakon filtriranja uzorka kroz filter papir veli¢ine pora 0,22 pm,

provedeno je odredivanje KPK vrijednosti, a preostali uzorak za daljnju analizu je pohranjen

na +4 °C.

3.3.2.1. Metoda odredivanja KPK vrijednosti

KPK vrijednost odredivana je standardnom metodom APHA 5520 C. U suhoj i Ccistoj
staklenoj kiveti se nalazi 1,2 mL otopine kalijevog bikromata i zivinog (II) sulfata u koju se
trbusastom pipetom dodaje 2 mL profiltriranog uzorka, a zatim se jo§ pazljivo uz rub kivete
doda 2,8 mL otopine sulfatne kiseline i srebrovog sulfata. Cvrsto se zatvori i pazljivo
promijesa jer se stvara visoka temperatura. Kivete se stave u zagrijani termoreaktor na
spaljivanje kroz 1 h na 150 °C, a nakon toga se ostave hladiti na tamnom mjestu, ne pod mlaz
hladne vode. Ohladeni sadrzaj iz kivete se zatim prenese u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL
I pritom se Kkiveta tri puta ispere s destiliranom vodom te se dodaju tri kapi redoks indikatora
feroina. Otopina je u tikvici crveno-narancaste boje, a dodavanjem reagensa amonijevog
zeljezo (II) sulfata prelazi u plavo-zelenu, obezboji se i konac¢no u tocki pretitracije poprima
crveno-smedu boju. Volumen utroSenog alikvota koristi se za raCunanje KPK pomocu
formule:
(\/Slijepaprcba =V ) % 0,1x 8000 x f

KPK = 5 4)

Visiijepa proba -VOlumen slijepe probe
Vzorak —Volumen uzorka

f- faktor korekcije
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Slika 19. Reaktor u kojem se vodio proces biorazgradnje

3.3.3. Kromatografska analiza uzoraka nakon biorazgradnje

3.3.3.1. Tekudinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti uz detektor s nizom dioda
(UHPLC-DAD)

Nakon uzorkovanja uzorci su najprije profiltrirani kroz filtar za injekcije Ny Syringe Filter,
FilterBio, Labex Ltd., veli¢ine pora 0,22 um (Slika 20.), zatim je provedena kromatografska
analiza. Pripremljene standardne otopine farmaceutika (API i standardi) i uzorci uzimani
tijekom biorazgradnje su snimani na kromatografu ultravisoke djelotvornosti (UPLC) kojim je
omogucena identifikacija razgradnih produkata biorazgradnje ¢ija je koncentracija u realnim

uzorcima vrlo niska.

Slika 20. Filtar za injekcije (0,22 um)

Volumen injektiranih standardnih otopina farmaceutika (API i standard) i uzoraka je 10 pL.
Pokretna faza se sastojala od: A 0,1 % mravlja kiselina u vodi i B acetonitril uz gradijentno
eluiranje. Gradijent pokretne faze prikazan je u Tablici 5. Brzina protoka pokretne faze je 0,6
mL/min.
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Tablica 5. UHPLC metoda za odredivanje onecis¢enja za febantel/pirantel/prazikvantel

Vrijeme (min) | Pokretna faza A (%) | Pokretna faza B (%)
0 95 5
1 95 5
3 75 25
6 68 32
13 68 32
18 20 80
19 20 80

Vrijeme ujednacavanja (eng. equilibration time) nakon eluiranja iznosilo je jednu minutu.
Temperatura automatskog dodavaca uzoraka (eng. autosampler) namjestena je na 20 °C.
Glavnu komponentu pratili smo pomocu kvantitativnog parametra, povrSine ispod
kromatografske krivulje (A) za dani analit, izraZzene jedinicama mAUs. Osim toga, kvalitativni
parametri bili su vrijeme zadrzavanja (tr) te apsorpcijski spektar karakteristican za pojedinu
komponentu. Apsorbancija je mjerena pri 240 nm za FEB i pamoat, 310 nm za PIR i 195 nm
za PRZ sa rezolucijom od 4,8 nm te je mjeren cijeli UV spektar od 190 — 400 nm sa

rezolucijom od 1,2 nm.

3.3.3.2. Tekuéinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti uz detektor spektrometar masa

(UHPLC-MS/MS)

Sve analize su provedene i na tekuc¢inskom kromatografu ACQUITY® UPLC I-Class System
(Waters, Velika Britanija) uz detektor tandemski spektrometar masa (MS/MS) Waters Synapt
G2-Si. Analize su provedene pod istim uvjetima navedenim u eksperimentalnom dijelu
3.3.3.1.

MS analize provedene su poduvjetima prikazanima u Tablici 6. Kao ionski izvor koriSten je
ionizator temeljen na elektrorasprsenju ESI" (eng. electrospray ionization). Provedena je
kvalitativna analiza TIC (eng. Total lon Chromatogram) metodom, a instrument je podesen
za uzimanje masenih spektara ovisno o molekulskoj masi komponente, u rasponu m/z 60—
1000 Da. Za kalibraciju instrumenta pripremljena je otopina natrijeva formijat, a kao masa za
umjeravanje instrumenta koristen je leucin-enkefalin. Volumen injektiranih standardnih
otopina farmaceutika (API i standard) je 1 pL, dok je volumen injektiranja ostalih uzoraka

iznosio 10 pL.
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Tablica 6. Parametri MS analize (TOF)

Parametri TOF
Napon na kapilari (eng. capillary voltage) 3,8kv
Temperatura ionskog izvora (eng. source temperature) 150 °C
Temperatura uparavanja (eng. desolvation temperature) 600 °C
Protok plina s konusa (eng. cone gas flow) 10L/h
Protok plina za uparavanje (eng. desolvation gas flow) 1200 L/h
Protok magli¢astog/rashladnog plina (eng.nebuliser gas flow) 3,0 bar

Koristena je metoda spregnute spektrometrije masa, LC-MS/MS, u ovom slucaju
UPLC/HDMSE (eng. High Definition Mass Spectrometry) koji prvenstveno sluzi za
identifikaciju spojeva jer analizira masu na 4 decimalne jedinice. Uzorci su snimani pri niskoj
kolizijskoj energiji tj. 0 V, te pri uvjetima kolizijske energije 10-40 V (MS/MS) tako da se
simultano odvija snimanje bez/sa kolizijskom energijom i dobivaju dva kromatograma

(niske/visoke energije).

3.3.4. Metodika odredivanja toksi¢nosti farmaceutika i uzoraka nakon
biorazgradnje na bakterijama Vibrio fischeri

Postupak provedbe odredivanja toksi¢nosti metodom s Vibrio fischeri je ukljucivala
reaktiviranje liofiliziranih bakterija, njihovo precjepljivanje na hranjivu podlogu i inkubaciju
na 18-22 °C, 24-48 h. Klju¢no je prije samih analiza podesiti pH svih otopina za rad
(optimalno 6,8-7,2), te termostatirati ih na 15 °C. U radu je najprije mjerena luminiscencija
bakterijskih suspenzija bez Cistih aktivnih supstanci farmaceutika, a potom su se sljedeci
pravilo geometrijskog niza dodavale otopine farmaceutika razliitih koncentracija, pocevsi od
najmanje do najvece (navedeno u eksperimentalnom dijelu 3.1.5.1.). Nakon toga provedena je

analiza uzoraka uzimanih tijekom procesa biorazgradnje.

Nakon 30 min ocitavani su rezultati testa provedenog na uredaju LUMIStox 300 1 na temelju
rezultata u programskom paketu MS Office-Excell crtani su grafovi toksi¢nosti za otopine

pojedinacnih farmaceutika iz kojih su ocitane vrijednosti ECyg i ECsy.

Bakterijsku suspenziju pripremamo sterilnom tehnikom rada. Prema propisu, u Kivetu koja je
netom izvadena iz dubokog smrzavanja pipetira se netom izvadena otopina za resuspenziju
(na temperaturi najvise do 8°C) te se pripravljena suspenzija dobro homogenizira na stolnoj

muckalici 1 stavi na 15 minuta na termostat koji je prethodno namjesten na radnu temperaturu
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od 15 °C. Nakon 15 minuta odmah se kre¢e sa radom i mjerenjem jer s vremenom Kkulltura

gubi sposobnost luminiscencije i postaje nestabilna za rad.

Budu¢i da takve test kivete volumno ne zadovoljavaju nase metode analize, pripremljena
suspenzija se koristi za uzgoj svjeze bakterijske kulture. Sadrzaj kivete se pazljivo, sterilnom

tehnikom rada, izlije na svjezu, sterilnu ¢vrstu hranjivu podlogu na Petrijevoj zdjelici.

Kultura se inkubira i raste u Petrijevim zdjelicama na hranjivoj podlozi temperaturi od 15 °C
do 22 °C. Petrijeva posuda se postavi poklopcem prema dolje kako bi se sprijecila
kondenzacija. Pri navedenim uvjetima, kultura je upotrebljiva najmanje dva, a najvise devet
dana od precjepljivanja. Optimalna luminiscencija i stabilnost bakterijske suspenzije opaza se
od drugog do cetvrtog dana. pH—vrijednost otopine za resuspenziju, radne otopine i otopine

referentnih tvari mora iznositi izmedu 6,8 1 7,2.

Sterilnom tehnikom rada, Sto podrazumijeva upaljeni plamenik s oksidiraju¢im plamenom te
radna povrsina ociS¢ena etanolom, se sterilnom mikrobioloskom ezom pokupi malo kulture
izrasle na hranjivoj podlozi (Slika 10.), stavi se u 5 mL sterilne otopine za resuspenzije u
kivetu, dobro se homogenizira te se inkubira na termostatu kroz 15 minuta na temperaturi od
15 °C.

Priprema geometrijskog niza razrjedenja

U prvu kivetu se stavi 2/3 kivete 2 % NaCl, a u zadnju 2/3 uzorka razrijedenog onoliko puta
koliko se utvrdi preliminarnim ispitivanjima (najve¢a koncentracija). U sve ostale kivete stavi
se po 1,5 mL 2 % NaCl. U A nizu napravi se niz zeljenih razrjedenja pocevsi od najmanjeg do
najveceg, tako da se po 1,5 mL dobro homogeniziranog uzorka prebacuje iz kivete u kivetu
(iz smjera kivete broj 10 prema 1). U sve ostale kivete B i C niza stavi se po 0,5 mL
inokuluma (Slika 21.). Nakon §to se ocita prva kiveta Bl vra¢a se na termo blok, na
luminometar se stavlja iduca po redu C1, a istovremeno se iz kivete Al u kivetu B1 pipetira
po 0,5 mL otopine. C1 se vra¢a na termo blok, B2 se stavlja na luminometar, a iz Al se
takoder pipetira 0,5 mL otopine u Kivetu C1. | tako sve do kraja mjerenja. [65]

0.5 mL
e (O o ©C O O O 0 C O O
< O O 0 O O O O 0 O O
2 3 4 5 ] 7 8
Slika 21. Geometrijski niz razrjedenja
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Fizikalno-kemijski pokazatelji procesa biorazgradnje

Antihelmintici su vrlo ucestali u veterinarskoj praksi i time lako dospijevaju u okolis jer ih se
klasi¢cnim metodama obrade otpadne vode ne moze ukloniti. Danas se usavrSavaju razne
metode obrade otpadnih voda s ciljem uklanjanja specificnih komponenata kao $to su
farmaceutici, ali i njihovi razgradni odnosno transformacijski produkti. Stoga je kao zadatak
ovog rada prvenstveno bilo ispitati moguénost uklanjanja febantela, prazikvantela i pirantel
pamoata iz otpadnih voda biorazgradnjom sa aktivnim muljem.
Proces biorazgradnje motren je kromatografskim metodama, ali i testom toksi¢nosti pomocu
Vibrio fischeri.
Analitickim metodama kromatografije definirat ¢e se ufinkovitost procesa biorazgradnje te
odrediti eventualno novonastali spojevi, a testom toksi¢nosti odredit ¢e se da li procesom
Topljivost ispitivanih antihelmintika je vrlo slaba u vodenom mediju. 1z tog razloga za
pripremu temeljnih standardnih otopina (TSO) primjenjeno je polarnih organsko otapalo,
metanol (MeOH). [49]
Obzirom na pojavu sinergijskog ucinka farmaceutika kada se nadu u kontaktu u vodenom
okoliSu, u ovom radu je osim biorazgradnje pojedinacnih komponenata istrazena i
pripremljena smjesa odnosno modelna otopina svih triju odabranih komponenata-
antihelmintika u vodenom mediju (MI1X).
Kombinacija ovih triju farmaceutika dolazi u obliku gotovog farmaceutskog pripravka
komercijalnog naziva Prazinon, pa je velika vjerojatnost prisutnosti sve tri komponente u
vodenom okolisu. [51]
Kako bi se postignuti rezultati biorazgradnje odabranih pojedina¢nih i smjese farmaceutika
mogli pripisati i tumaciti kao iskljucivi rezultat aktivnosti aktivnog mulja, eksperimenti su za
svaki pojedinacni odabrani antihelmintik i1 za smjesu antihelmintika provedeni na nacin da su
osmisljeni i kreirani u vise sustava, i to (Slika 22):

v' S.P. FKIT -> reaktor sa 20 mL ¢istog otapala (bez dodatka farmaceutika i aktivnog

mulja) i vodovodna voda do razine 1,0 L;
v C.0.+A.M. -> reaktor sa 20 mL &istog otapala (MeOH) i 5 mL aktivnog mulja, sve u
1,0 L vodovodne vode;
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v' S.P. FEB (ili PRAZ, PYR PAM, MIX) -> 20 mL TSO (500 mg/L) svakog pojedinog
I smjese antihelmintika i ostatak vodovodna voda do razine 1,0 L $to daje RO od 10
mg/L, bez dodatka aktivnog mulja u reaktor;

v' FEB (ili PRAZ, PYR PAM, MIX) -> 20 mL TSO i ostatak vodovodna voda do 1,0 L
(RO= 10 mg/L) i 5 mL aktivnog mulja. Jedino se u tom reaktoru ocekivala

biorazgradnja.

Takvim vodenjem pokusa, u tumacenju rezultata aktivnosti aktivhog mulja za
biorazgradnju odabranih antihelmintika, pretpostavljeni moguci putevi razgradnje,
odnosno definiranjem nastalih meduprodukata, osigurava se donoSenje korektnog

zakljucka provedenih eksperimenata biorazgradnje sa aktivnim muljem.

S.P. FKIT C.o+AM. S.P.FEB FEB

N

Slika 22. Sheme reaktora potrebnih za izvedbu eksperimenata biorazgradnje farmaceutika febantela

(legenda: crvena- TSO farmaceutika, zelena- aktivni mulj, Zuta- ¢isto otapalo, plava- vodovodna voda)

Kako bi se mogao pratiti proces biorazgradnje svih odabranih antihelmintika i1 ustanoviti §to
se s farmaceutikom u reaktoru zbiva, kroz odredeni vremenski tijek motreno je i odredivano
nekoliko odabranih parametara: pH-vrijednost otopine, koncentracija otopljenog Kkisika,

temperatura sadrzaja u reaktoru, preostali radni volumen reaktora i1 kemijska potrosnja kisika
(KPK).

4.1.1. Razgradnja febantela

U reaktoru FEB pracen je proces biorazgradnje antihelmintika febantela i to pri masenoj
koncentraciji od 10 mg/L (ppm) u vodenom mediju, sa aktivnim muljem, koncentracije 0,022
g MLSSI/L, tijekom 14 dana. Vrijednost pokazatelja KPK se od pocetnih 27139,2 mg/L
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znatno smanjuje kroz prvih nekoliko dana, a nakon toga se ustaljuje oko vrijednosti 100 mg
O,/L uz manje oscilacije u vrijednosti u 13. danu (Slika 23.). To ukazuje da aktivni mulj ima
aktivnost za razgradnju febantela, nema perioda prilagodbe, ali uz ove podatke nuzno je
razmotriti i rezultate kromatografije, kako bi se zakljucilo o razgradnji ili transformaciji ili
hidrolizi febantela. Takoder, vazno je razmotriti i uzeti u obzir i moguéu apsorpciju
farmaceutika na pahuljicu aktivnog mulja Sto bi se trebalo dodatno ispitati drugim analiti¢kim
tehnikama (FTIR).

pH-vrijednost se kre¢e od 7,50 do 7,98. Koncentracija otopljenog kisika oscilira vrlo malo, od
3,5 do 3,7 mg/L. Temperatura oscilira od 18,0 do 20,45 °C. Najznacajniji je pad volumena od
pocetnog 1,0 L do 0,64 L.

Svi motreni parametri iz pokusa razgradnje febantela su prikazani u Tablici 7.

Osim reaktora u kojima se pratio proces biorazgradnje febantela (reaktor FEB), razgradnja sa
aktivnim muljem, paralelno je odreden uéinak odabranih — definiranih procesnih i okolisnih
¢imbenika u pokusima sa slijepim probama (S.P. FEB, S.P. FKIT i C.0.+A.M.).

Reaktor S.P. FEB u kojem se nalazila otopina farmaceutika koncentracije 10 mg/L u 1,0 L
vodovodne vode bez dodatka aktivnog mulja, je takoder aeriran pri istim procesnim uvjetima
kao i reaktor FEB. Svrha ovog pokusa (bez dodanog aktivnog mulja) je iskljuciti moguce
ostale procese, poput hidrolize farmaceutika, a koji bi ukoliko bi se zbivali mogli imati u¢inak

na tumacenje rezultata aktivnosti aktivnog mulja za razgradnju farmaceutika.

U reaktoru S.P.FKIT u kojem se nalazilo 20 mL ¢istog otapala MeOH u 1,0 L vodovodne
vode, bez dodatka aktivnog mulja, motreno je smanjenje ukupnog volumena reaktora $to je

djelomi¢no prisutno u svim reaktorima.

U reaktor C.0.+A.M. nalazilo se &isto otapalo uz dodatak aktivnog mulja kako bi se
ustanovio utjecaj aktivnog mulja na smjesu otapala, odnosno postoji li inhibicija rasta

aktivnog mulja zbog prisutnosti MeOH kao otapala.
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Tablica 7. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor FEB

R;::' Datum vrijeme () | P | 0,(meiL) | Teo) | VL) | KPK (mg 0,L)
0. 07.12.2016 (sri) 10:00 7,50 3,6 18,0 1,0 27139,2
1. 08.12.2016. (Zet) 9:30 7,52 3,6 17,95 | 10 17263,05
2. 09.12.2016. (pet) 10:30 7,86 37 19,55 | 0,95 11958,8
3. 10.12.2016. (sub) 10:00 7,86 3,6 20,1 | 0,92 9963,8
4, 11.12.2016. (ned) 9:30 7,93 3,7 18,35 | 0,90 7039,7
5. 12.12.2016. (pon) 9:30 7,87 3,6 195 | 0,86 5154,6
6. 13.12.2016. (uto) 10:00 7,98 3,6 197 | 0,84 3450,9
7. 14.12.2016. (sri) 10:00 7,79 37 184 | 0,80 1630,2
8. 15.12.2016. (Cet) 10:00 7,80 3,6 18,95 | 0,75 1163,5
9. 16.12.2016. (pet) 9:00 7,86 37 20,45 | 0,70 1188,8
10. | 17.12.2016. (sub) - - - - - -
11. | 18.12.2016. (ned) - - - - - -
12. | 19.12.2016. (pon) 10:00 7,82 3,6 196 | 0,68 221,9
13. 20.12.2016. (uto) 10:00 7,85 35 20,15 | 0,66 136,92
14. 21.12.2016. (sri) 9:00 7,86 3,6 199 | 0,64 103,7
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Slika 23. Promjene koncentracije KPK tijekom 14 dana u reaktoru FEB

4.1.2. Razgradnja prazikvantela

U reaktoru PRAZ motren je proces biorazgradnje prazikvantela u aerobnim uvjetima, te istim
okoliSnim 1 procesnim uvjetima kao i1 pokusi sa febantelom, tijekom 14 dana. Vrijednost
pokazatelja KPK se od poc¢etnih 26460,7 mg/L znatno smanjuje kroz prvih nekoliko dana, a
vrijednost ispod 100 mg O,/L postize se u 12. danu (Slika 24.). | ovi pokusi biorazgradnje
prazikvantela pokazuju da aktivni mulj ima aktivnost za biorazgradnju prazikvantela te da
nema perioda prilagodbe aktivnog mulja na susptrat, ali provodenjem paralelnih pokusa bez
aktivnog mulja (slijepi pokusi u razli¢itim kombinacijama) pokazuju da 1 u ovom slucaju (kao

1 kod febantela) dolazi do hidrolize farmaceutika, §to je potvrdeno i1 kromatografskom
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analizom. pH-vrijednost se u reaktoru PRAZ krece od 7,75 do 7,87. Koncentracija otopljenog
kisika se kre¢e od 3,6 do 3,7 mg/L. Temperatura oscilira od 17,8 do 20,25 °C. Najznacajniji je
pad volumena od pocetnog 1,0 L do 0,56 L.

U Tablici 8. prikazani su svi motreni parametri iz pokusa razgradnje prazikvantela.

Reaktor S.P. PRAZ u kojem se nalazila otopina farmaceutika koncentracije 10 mg/L u 1,0 L
vodovodne vode bez dodatka aktivnog mulja, postavljena je pri istim procesnim i okoliSnim
uvjetima kao i reaktor PRAZ. Provodenjem ovog pokusa zakljucilo se da je prisutan znatan
utjecaj hidrolize na prazikvantel u vodenom mediju te se to mora uzeti u obzir kada se

analiziraju podaci biorazgradnje.

Tablica 8. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor PRAZ

R;;r:“ Datum vrijeme (n) | M | 0,(mg/) | Teoy | v | KPK (mg 0,10)
0. 07.12.2016 (sri) 10:00 | 7,85 36 200 | 1,0 26460,7
1. | 08.12.2016. (cet) 9:30 7,87 3,6 200 | 1,0 17010,4
2. | 09.12.2016. (pet) 10:30 | 7,75 3,7 17,95 | 0,94 11586,4
3. | 10.12.2016. (sub) 10:00 | 7,81 3,7 1935 | 0,90 8432,3
4. | 11.12.2016. (ned) 9:30 7,95 3,7 178 | 0385 5573,4
5. | 12.12.2016. (pon) 9:30 7,80 3,6 19,15 | 0,84 5249,9
6. | 13.12.2016. (uto) 10:00 | 7,86 3,6 19,95 | 0,80 22353
7. | 14.12.2016. (sri) 10:00 | 7,78 3,7 180 | 0,70 799,9
8. | 15.122016. (Get) 10:00 | 7,80 3,6 198 | 0,76 7485
9. | 16.12.2016. (pet) 9:00 7,86 3,7 190 | 0,62 740,2
10. | 17.12.2016. (sub) - - - - -

11. | 18.12.2016. (ned) - - - - -
12. | 19.12.2016. (pon) |  10:00 | 7,82 3,6 195 | 0,60 56
13. | 20.12.2016. (uto) 10:00 | 7,81 3,6 20,25 | 0,58 49,65
14. | 21.12.2016. (sri) 9:00 7,85 3,6 194 | 056 30
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Slika24. Prikaz promjene pokazateljaKPK tijekom 14 dana u reaktoru PRAZ
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4.1.3. Razgradnja pirantel pamoata

U reaktoru PYR PAM pracen je proces biorazgradnje farmaceutika pirantel pamoata pri istim
uvjetima i procesnim i okolisnim kao i febantel i prazikvantel, u vremenskom razdoblju od 14
dana. Vrijednost pokazatelja KPK se od pocetnih 26121,5 mg/L znatno smanjuje kroz prvih
nekoliko dana, a vrijednost oko 100 mg O,/L postize se u 12. danu (Slika 25). To ukazuje na
prilagodeni aktivni mulj 1 na postignutu razgradnju, ali i u ovom slucaju dolazi do hidrolize
farmaceutika pirantel pamoata dokazano kromatografskom analizom. pH-vrijednost se u
reaktoru PYR PAM krece od 7,60 do 7,98. Koncentracija otopljenog kisika oscilira vrlo
malo, od 3,5 do 3,7 mg/L. Temperatura oscilira od 17,3 do 20,45 °C. Najznacajniji je pad

volumena na 0,60 L do 14. dana.

U Tablici 9. prikazani su svi motreni parametri iz pokusa razgradnje pirantel pamoata.

Reaktor S.P. PYR PAM u kojem se nalazila otopina farmaceutika koncentracije 10 mg/L u
1,0 L vodovodne vode bez dodatka aktivhog mulja, postavljena pri istim procesnim uvjetima
kao i reaktor PYR PAM. Tim pokusom se zakljuéilo da je prisutan znatan utjecaj hidrolize
pirantela kao aktivne tvari u vodenom mediju i to se mora uzeti u obzir kada se analiziraju
podaci biorazgradnje. Uz to svakako treba imati na umu i mogucu apsorpciju farmaceutika na

pahuljicu aktivnog mulja.

Tablica 9. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor PYR PAM

Radni dan Datum Vrijeme (h) PH O,(mg/L) | T(C) | V(L) | KPK (mg O,/L)
0. 07.12.2016 (sri) 10:00 7,60 3,7 18,5 1,0 261215
1. 08.12.2016. (Cet) 9:30 7,61 3,7 18,75 1,0 15242,2
2. 09.12.2016. (pet) 10:30 7,98 3,7 18,6 0,93 11478,85
3. 10.12.2016. (sub) 10:00 7,84 3,7 19,1 0,90 6275,55
4. 11.12.20186. (ned) 9:30 8,02 3,7 18,15 | 0,90 6169,25
5. 12.12.2016. (pon) 9:30 7,84 3,5 19,65 | 0,89 5605,6
6. 13.12.2016. (uto) 10:00 7,89 3,6 19,64 | 0,88 1803,9
7. 14.12.20186. (sri) 10:00 7,80 3,6 18,15 | 0,80 1282,9
8. 15.12.2016. (Get) 10:00 7,85 3,6 19,65 | 0,76 919,4
9. 16.12.2016. (pet) 9:00 7,86 3,6 20 0,68 1061,7
10. 17.12.2016. (sub) - - - - - -

11. 18.12.2016. (ned) - - - - - -

12. 19.12.2016. (pon) 10:00 7,82 3,6 19,45 | 0,66 109,1
13. 20.12.2016. (uto) 10:00 7,81 3,6 19,45 | 0,64 88,77
14, 21.12.2016. (sri) 9:00 7,80 3,5 20,45 | 0,62 76,77
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Slika 25. Prikaz promjene pokazatelja KPK tijekom 14 dana u reaktoru PRAZ

4.1.4. Razgradnja smjese antiparazitika

U reaktoru MIX pracen je proces biorazgradnje smjese farmaceutika: febantela, prazikvantela
1 pirantel pamoata dodanih u jednakim volumnim udjelima, pri istim procesnim i okoliSnim
uvjetima kao 1 svi pokusi razgradnje pojedinacnih farmaceutika, u vremenskom razdoblju od
15 dana. Vrijednost pokazatelja KPK se od pocetnih 27817,7 mg/L znatno smanjuje kroz
prvih nekoliko dana, a vrijednost oko 100 mg O/L postize u 15. danu (Slika 26.). | u
razgradnji smjese farmaceutika nema perioda prilagodbe aktivhog mulja, aktivni mulj ima

aktivnost za razgradnju smjese odabranih antihelmintika.

U reaktoru MIX pH-vrijednost je u rasponu 7,80 do 7,98. Koncentracija otopljenog Kisika
oscilira vrlo malo, od 3,5 do 3,7 mg/L. Temperatura oscilira od 17,2 do 20,30 °C.
Najznacajniji je pad volumena od pocetnog 1,0 L do 0,64 L.

Svi motreni parametri iz pokusa razgradnje smjese odabranih farmaceutika: febantela,
prazikvantela i pirantel pamoata dodanih u jednakim volumnim udjelima prikazani su u
Tablici 10.
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Tablica 10. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor M1X

R;::' Datum vrijeme () | P | 0,(meiL) | Teo) | VL) | KPK (mg 0,L)
0. | 07.12.2016 (sri) 1000 | 780 37 200 | 10 27817,7
1. | 08.12.2016. (cet) 9:30 788 | 37 199 | 10 16252,6
2. | 09.12.2016. (pet) 1030 | 769 | 37 180 | 095 11883,6
3. | 1012.2016.(sub) | 10:00 | 7.85| 36 191 | 091 7954,05
4. | 11.12.2016. (ned) 9:30 700 | 37 18,05 | 0,90 5717,05
5. | 12.12.2016. (pon) 9:30 78| 36 1945 | 0,88 5104.8
6. | 13.122016.(uto) | 1000 | 7.87| 36 19,05 | 0,86 33332
7. | 14.12.2016. (sri) 1000 | 778 37 17,85 | 0,85 1705,6
8. | 15.12.2016. (Zet) 1000 | 78| 37 196 | 083 1399,3
9. | 16.12.2016. (pet) 9:00 787 | 37 203 | 072 13383
10. | 17.12.2016. (sub) ; ; ; - - -
11. | 18.12.2016. (ned) - - - - - -
12. | 19.12.2016. (pon) | 10:00 | 7,84 | 37 1955 | 0,70 300,9
13. | 20.12.2016. (uto) | 1000 | 7.81| 36 19,75 | 0,68 218,17
14. | 21.12.2016. (sri) 9:00 786 | 37 202 | 0,66 197,38
15. | 22.12.2016. (Cet) 1000 |79 | 37 17,05 | 0,64 105,6
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Slika 26. Prikaz promjene pokazatelja KPK tijekom 15 dana u reaktoru MI1X

4.2. Kromatografska analiza uzoraka nakon biorazgradnje

Kako bi se dobio bolji uvid u proces biorazgradnje provela se kromatografska analiza i to na
dva nacina, tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti uz detektor s nizom dioda u
svrhu kvantifikacije 1 pracenja glavne komponente te uz spektrometriju masa Cime je

omogucena potvrda 1 identifikacija razgradnih produkata.
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4.2.1. UHPLC-DAD metoda

Realni uzorci uzimani su svakih 24 sata kroz promatrano razdoblje biorazgradnje od 14
odnosno 15 dana te su snimani na UHPLC-DAD uredaju pod kromatografskim uvjetima kako

je navedeno u eksperimentalnom dijelu 3.3.3.1.

Detekcija 1 identifikacija febantela provedena je pomocu apsorpcijskog spektra ciji je
maksimum pri 240 nm (Slika 27). Kvantifikacija je odredena pomocu kromatografskih
krivulja za glavnu komponentu koja je na kromatogramu definirana vremenom zadrzavanja
(tr) koje iznosi 12,8 minuta i odredene povrSine ispod kromatografske krivulje izrazene u
mAUSs. Na kromatogramima snimljenima za uzorke tijekom 14 dana uo¢ene su novonastale
kromatografske krivulje (Slika 28). Kvantifikacija je provedena na isti nacin, a identifikacija
je provedena usporedbom njihovih apsorpcijskih spektara sa apsorpcijskim spektrom glavne
komponente farmaceutika u standardnim otopinama. Na temelju sli¢nosti apsorpcijskog
spektra s velikom vjerojatno$¢u se moglo pretpostaviti da se radi o mogué¢im novonastalim

razgradnim produktima farmaceutika.
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Slika 27. Kromatogram uzoraka: standard febantela te uzorci iz reaktora FEB za dane 0, 7, 14 redoslijedom:
crvena, crna, plava zelena kromatografska krivulja
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Slika 28. Apsorpcijski spektar febantela na 240 nm u standardnoj otopini (10 mg/L)

Detekcija 1 identifikacija prazikvantela provedena je pomocu apsorpcijskog spektra Ciji je
maksimum pri 195 nm (Slika 30). Kvantifikacija je odredena pomocu kromatografskih
krivulja za glavnu komponentu koja je na kromatogramu definirana vremenom zadrzavanja
(tr) koje iznosi 7,3 minuta i odredene povrsine ispod kromatografske krivulje izrazene u
mAUSs. Za kromatografske krivulje koje se pojavljuju kod nekih uzoraka tijekom 14 dana
pretpostavljeno je da pripadaju novonastalim nepoznatim spojevima. Za svaki uzorak tijekom
procesa biorazgradnje nepoznate krivulje prikazane su na odgovarajuéem kromatogramu te

okarakterizirane vremenom zadrzavanja i apsorpcijskim spektrom (Slika 29.)

Slika 29. Kromatogram uzoraka: standard prazikvantela te uzorci iz reaktora PRAZ za dane 0, 9, 12, 14
redoslijedom: ruZi¢asta, crna, plava zelena kromatografska krivulja
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Slika 30. Apsorpcijski spektar prazikvantela na 195 nm u standardnoj otopini 10 mg/L

Detekcija i identifikacija pirantel pamoata provedena je pomocéu apsorpcijskog spektra za
pirantel ¢iji je maksimum pri 240 nm (Slika 32) te za pamoat pri 310 nm (Slika 33.). S
obzirom da je pirantel aktivna komponenta pratio se nastanak njegovih razgradnih produkata.
Pamoat je pracen prvenstveno kako bi se eliminirao iz sustava prilikom analize
kromatografskih krivulja, odnosno kako njega i njegova oneciséenja ne bismo uzeli u obzir
kao potencijalni razgradni produkt ili onec¢is¢enje u uzorcima gdje se provodila biorazgradnja
pirantela odnosno smjese farmaceutika. Kvantifikacija je odredena pomocu kromatografskih
krivulja za glavnu komponentu koja je na kromatogramu definirana vremenom zadrzavanja
(tr) koje za pirantel iznosi 2,4 min, a za pamoat iznosi 11,0 minuta i odredene povrsine ispod
kromatografske krivulje izrazene u mAUs. Za kromatografske krivulje koje se pojavljuju kod
nekih uzoraka tijekom 14 dana predpostavljeno je da pripadaju novonastalim nepoznatim
spojevima, a za svaki realni uzorak prikazani su odgovaraju¢im kromatogramom odnosno

kromatografskom krivuljom te okarakterizirani vremenom zadrZavanja i apsorpcijskim

spektrom (Slika 31.).
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Slika 31. Kromatogram uzoraka: standard pirantelate uzorci iz reaktora PYR PAM za dane 0, 6, 12, 14
redoslijedom: ruzicasta, crna, plava zelena kromatografska krivulja
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Slika 32. Apsorpcijski spektar pirantela na 310 nm u standardnoj otopini 10 mg/L
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Slika 33. Apsorpcijski spektar pamoata na 240 nm u standardnoj otopini 10 mg/L

Uzorci iz reaktora MIX snimljeni su na tri valne duljine kako bi se identificirala glavna

komponenta, ali i potencijalni razgradni produkti za pojedini farmaceutik, odnono smjesu.
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Detekcija i identifikacija provedena je pomocu apsorpcijskih spektara za glavne komponente
(Slika 28., 30., 32., 33.).

Sve prethodno navedeno za glavne komponente vrijedi i kod ovih uzoraka (tgr, A). Za
kromatografske krivulje koje se pojavljuju kod nekih uzoraka tijekom 15 dana predpostavlja
se da pripadaju novonastalim nepoznatim spojevima, a za svaki realni uzorak prikazani su
odgovaraju¢im kromatogramom odnosno kromatografskom krivuljom te okarakterizirani

vremenom zadrzavanja i apsorpcijskim spektrom (Slika 34., 35., 36.).
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Slika 34. Kromatogram uzoraka: standard prazikvantela te uzorci iz reaktora MIX za dane 1, 8, 15 redoslijedom:
ruzicasta, crna, plava zelena kromatografska krivulja (snimljen na 195 nm)
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Slika 35. Kromatogram uzoraka: standard pirantelate uzorci iz reaktora MI1X za dane 1, 8, 15 redoslijedom:
crvena, crna, plava zelena kromatografska krivulja (snimljen na 310 nm)
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Slika 36. Kromatogram uzoraka: standard febantelate uzorci iz reaktora M1X za dane 1, 8, 15 redoslijedom:

crna, plava, ruzic¢asta zelena kromatografska krivulja (snimljen na 240 nm)

Snimljen je i kromatogram standardne otopine smjese farmaceutika pripremjen u vodovodnoj

vodi prema kojem se jasno vidi utjecaj hidrolize na raspad farmaceutika te nastanak novih

kromatografskih krivulja pripisanih potencijalnim razgradnim produktima (Slika 37. i 38.).
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Slika 37. Kromatogram standardne otopine smjese farmaceutika pripremljene u vodovodnoj vodi
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Slika 38. Kromatogram standardne otopine smjese farmaceutika (MiliQ voda)

Usporedujuc¢i kromatogram realnog uzorka antihelmintika nakon 14 odnosno 15 dana
izlaganja biorazgradnji pod utjecajem aktivnog mulja s kromatogramom prije biorazgradnje
uoCeno je smanjenje povrsina ispod kromatografskih krivulja glavnih komponenata i
pojavljivanje kromatografskih krivulja kojih nije bilo na kromatogramu uzoraka na samom
pocetku eksperimenta biorazgradnje. To su kromatografske krivulje razgradnih produkata
definirane vremenom zadrzavanja tg te povrSinom ispod krivulje. Osim toga DAD detektor
omogucuje uvid u apsorpcijske spektre pripadajucih krivulja pa je to bio prvi korak u
odgonetavanju radi li se 0 novonastalim razgradnim produktima, postoje¢im onecis¢enjima ili

tek necistoCama opreme 1 Sumovima bazne linije.

4.2.2. UHPLC-MS/MS metoda

Kromatogrami snimljeni za uzorke tijekom procesa biorazgradnje pokazuju kromatografske
krivulje za glavnu komponentu, ali se pojavljuju i dodatne kromatografske krivulje. Kao
dodatna kvalitativna potvrda odnosno identifikacija tih krivulja jest odgovarajuci apsorpcijski
spektar za odredenu komponentu. No to nije dovoljno pouzdano, budu¢i da visekomponentni
sustav te slozena matica utjeCu na pomak maksimuma odnosno promjenu izgleda apsorpcijske

vrpce odnosno krivulje u spektru. Zato je pri odgonetavanju stvarnih struktura ostalih
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komponenata najviSe koristila upotreba spektrometrije masa (MS) 1 podataka koji se dobivaju

takvom analizom.

Standardne otopine (standard i API) febantela, prazikvantela, pirantel pamoata i njihove
smjese masene koncentracije 10 mg/L injektirani su po 1 pL. Ostali uzorci su injektirani po
10 uL. Uzorci tijekom procesa biorazgradnje uzimani su redovito svakih 24 sata kroz
promatrani period biorazgradnje od 14 odnosno 15 dana te su snimani na UPLC-MS uredaju
pod kromatografskim uvjetima kako je navedeno u eksperimentalnom dijelu u poglavlju
3.3.3.2. Dobiveni su kromatogrami na kojima su prisutne kromatografske krivulje glavnih i
nepoznate kromatografske krivulje koje odgovaraju ili novonastalim razgradnim produktima
(RP) ili onecis¢enjima (eng. Impurities, Imp), a identifikacija njihove molekulske strukture

provodi se pomo¢u MS-a.

Prema stupnju nezasi¢enosti, izraCunatim i eksperimentalnim m/z vrijednostima te greSkom
izraCunatom iz tih vijednosti ponudene su molekulske formule dobivenih razgradnih

produkata i njihovih fragmenata.

Molekulski ion febantela, m/z 447, fragmentira u 5 glavnih fragmenatas m/z vrijednostima:
415; 383; 312; 280 i 268 (Slika 39.).
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Slika 39. Spektar masa produktnog iona febantela m/z 477 i njegovih fragmenata
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Fragmentiranjem mati¢ne molekule, a potom i razgradnih produkata pretpostavljene su

njihove strukture.

MS analizom ustanovljena je prisutnost 12 moguéih novonastalih produkata odnosno
oneciS¢enja. Pritom oneciS¢enja nastaju u nekim uzorcima i dalje se tijekom procesa
kvantitativno ne mijenjaju (Slika 40.). Razgradni produkti i njihovi podaci su navedeni na
Slici 41.
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b)
H MH
\\“‘f:;
N =

Molekulska formula: €y sH) N, 0.8

Malekulska fornmula {-".EI E|3N_|[]13 Iz:ra:uuata masal 2353932
[zracunata masa: 330.1130 d Moleloulama miaza: 288 3647
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Malekulska formula: CopHaa2g0-5
Tzracunata masa: 4621209
e) hislebulama maza: 462 4763

Slika 40. Strukture one¢is¢enja febantela: a) FEB Imp 1 b) FEB Imp 2 ¢) FEB Imp 3 d) FEB Imp 4 ¢) FEB Imp
5
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Molekulska Formula: € gHaN, 048
lzracunata masa: 404, 1154
iolebularna masa: 404 4402

a)
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Moleboulska formula: ©) (Hyp DL DWS
Izracunata masa: 3150678
Molekulama masa: 315 3470
c)
,-"O
f
=] HH
T
__,-'”"" ’f__,-\.\_‘ .-fL 0
= 5 N KM
g@
Melebulka fermula: C) H, MNOG 8
Izracumata masa: 342 0787
¢) Moledmlarna masa: 3423724
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: J

Muolekulska formmula: C)Hp N O0-5
[zracunata masa: 316.0994

b) hloleloalarma masa: 316.37381

Maolekulska formula: CpaH M 045
Izracimata masa: 2590728
Molelolama masa: 299 3476

N | ,ﬁ‘j/ﬁ; ‘*
YUY

d)

olekulska Formala: CapHag, 0,8
Lzracunata masa: 444, 1104
hiolebulama masa: 4444610

f)

Slika 41. Strukture razgradnih produkata febantela: a) RP FEB1 b) RP FEB2 c) RP FEB3 d) RP FEB4 e) RP

Molekulski

FEB5 f) RP FEB6

ion prazikvantela, m/z 313, fragmentira na 6 glavnih fragmenatas m/z

vrijednostima: 285; 203; 174; 168; 146 i 132. (Slika 42).
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Slika 42. Spektar masa produktnog iona prazikvantela m/z 313 i njegovih fragmenata
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Fragmentiranjem mati¢ne molekule, a potom i razgradnih produkata pretpostavljene su
njihove strukture. MS analizom ustanovljena je prisutnost 4 moguc¢a novonastala produkta
odnosno oneciséenja (Slika 43., 44.). Definirana je struktura jednog razgradnog produkta
PRAZ RP 1 (Slika 45.).

Melekulska formula: CjsHeM 04
[zracunata masa: 330.1943

Slika 43. PRAZ Imp 1

Molekulska formula; Cralaa N0y

lzracunata masa; 310, 16%]

Slika 44. PRAZ Imp 2

Chemical Formula: CrgHgi 04
Exact Mass: 326,20

Slika 45. PRAZ RP 1

S obzirom da je pirantel aktivna komponenta (API) samo smo njega uzeli u obzir prilikom

odgonetavanja struktura onec¢i$¢enja i potencijalnih razgradnih produkata tijekom MS analiza.

Molekulski ion pirantela, m/z 207 fragmentira na 4 glavna fragmenta s m/z vrijednostima:
150; 136; 109; 97 (Slika 46.).
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Slika 46. Spektar masa produktnog iona pirantela m/z 207i njegovih fragmenata
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Fragmentiranjem mati¢ne molekule, a potom i razgradnih produkata pretpostavljene su

njihove strukture.

MS analizom ustanovljena je prisutnost 3 moguca novonastalih produkata odnosno
oneciscenja (Slika 47., 48., 49.). Posebno je zanimljivo $to se vidi da u uzorcima u kojima je
snimljen standard, odnosno API koji je pripremljen u svijetloj odmjernoj tikvici nastaje

fotoizomer pirantela, koji se ne pojavljuje u uzorcima koji su pripremljeni u tamnoj tikvici.

/
N —
SN
'\ e —‘{\ __:-___I.

Meolelmlzka formula
€, HyN,08
lzracumata masa; 2220827
Slika47. PYR Imp 1

[l

Molekuleka fornmla: Cy H N-08
[zracunata masa; 224 0983

Slika 48. PYR Imp 2

Meleluleka formula: C)H, N-08

-

Izracunatz masa: 226.1140

Slika 49. PYR Imp 3

HIZ\ Jr'I.)C:II-
\ _<x’_’\>
SN )T

\\ / \\:;:;J
Molelulska formula: C) H N.045
Izracunatz masa: 2400932

Slika 50. PYR Imp 4
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U Tablicama 12., 13. i 14. i 15. navedeni su podaci dobiveni MS analizom standarda
febantela, prazikvantela, pirantel pamoata i njihove smjese. Prilikom analize na MS-u lopatica
unutar ionizatora se u odredenom trenutku okrece i 10 sekundi sprije¢ava ulazak uzorka u
sustav. U tom vremenu u sustav ulazi leucin-enkefalin kao masa za umjeravanje instrumenta,
tvar s toCno poznatom masom u cCetiri decimale. Uredaj daje izmjerene mase ispitivanih
analita automatski korigirane s obzirom na tu masu. Na temelju podataka o broju odredenih
atoma (C, N, O, S...) koji se mogu nalaziti u molekuli (polazimo od poznate molekule)
dobivenoj masi. Razlika izmedu eksperimentalno dobivene i izraCunate mase prikazuje se
greSkama izrazenima u ppm te mDa. Pozeljno je da su greske do 5 ppm odnosno 5 mDa. U
ovom slucaju gdje su greske vrlo male, moze se s velikom sigurnos¢u tvrditi da se radi upravo

o tim molekulskim strukturama.

Za razgradne produkte navedeni su i podaci za relativno vrijeme zadrzavanja (eng. Relative
Retention Time, RRT) odredeni u odnosu na vrijeme zadrZavanja glavnih komponenatatg
(eng. Retention time, RT). Stupanj nezasi¢enosti (eng. double bond equivalent, DBE) daje
nam naznaku o samoj strukturi i pomaze prilikom definiranja moguce strukture za pojedinu

komponentu.

Tablica 12. UHPLC/ESI(+)-QqTOF-MS2 podaci za glavne komponente

Analit t (Min) Molekularna | Izracunata mDa Greska DBE Molekulska
masa, m/z masa, m/z (ppm) formula
Pirantel 2,43 207,0954 207,0956 -0,2 -1 55 C1iH1sN,S
Prazikvantel 7.4 313,1926 313,1916 1 3.2 8,5 C1gH2sN,0,
Febantel 13,27 4471354 | 447,1338 16 3,6 115 CroHzsNOsS
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Tablica 13. UHPLC/ESI(+)-QqTOF-MS2 podaci za one¢i$¢enja i razgradne produkte febantela

RRT t (Min) Molekularna | Izracunata mDa Greska DBE Molekulska
masa, m/z masa, m/z (ppm) formula
0,21 2,78 405,1233 405,1233 0,0 0,0 10,5 Cis Ha1 N; Os5 S
0,26 3,46 317,1075 317,1072 0,3 0,9 9,5 C15H17N40,S
0,26 3,49 316,0760 316,0756 0,4 1,3 10,5 C15H14N305S
0,28 3,74 331,1235 331,1229 0,6 1,8 9,5 Ci6 Hig N4O,S
0,30 4,00 389,1302 389,1284 18 4,6 10,5 C1sH2:N,0,S
0,36 4,74 417,0874 417,0869 0,5 1,2 12,5 C1gH17N406S
0,41 5,48 463,1292 463,1287 0,5 11 11,5 CaoH23N407S
0,44 5,78 300,0808 300,0807 0,1 0,3 10,5 C15H14N30,S
0,47 6,30 289,1010 289,1011 -0,1 -0,3 8,5 C15H17N,0,S
0,84 11,21 401,0910 401,0920 -1,0 -2,5 12,5 C1sH17N405S
0,90 12,00 343,0867 343,0865 0,2 0,6 11,5 C16H15N4035S
1,14 15,11 4451182 445,1182 0,0 0,0 12,5 CaoH21N406S

Tablica 14. UHPLC/ESI(+)-QqTOF-MS2 podaci za oneéi$cenja i razgradne produkte prazikvantela

RRT t (Min) Molekularna | Izra¢unata mDa Greska DBE Molekulska
masa, m/z masa, m/z (ppm) formula
0,48 3,54 329,1869 329,1865 0,4 1,2 8,5 Ci9H25N,03
0,49 3,61 331,2029 331,2022 0,7 2,1 75 C19H27N203
0,81 5,96 311,1751 311,1760 -0,9 -2,9 9,5 C19H23N,0,
Tablica 15. UHPLC/ESI(+)-QgqTOF-MS?2 podaci za one¢i§¢enja i razgradne produkte pirantela
RRT t (min) Molekularna | Izra¢unata mDa Greska DBE Molekulska
masa, m/z masa, m/z (ppm) formula
0,42 1,03 241,1181 241,1188 -0,7 -2,9 4,5 C11H17N,O4
0,56 1,37 225,1063 225,1062 0,1 0,4 4,5 C11H17N,0S
0,85 2,07 223,0896 223,0905 -0,9 -4,0 5,5 C11H15N,0S
0,90 2,19 207,0954 207,0956 -0,2 -1,0 5,5 C11H1sN,S
0,93 2,27 225,1053 225,1062 -0,9 -4,0 4,5 C11H17N,0S
2,12 5,16 227,1222 227,1218 0,4 1,8 3,5 C11H19N,0S

lako su provedene analize na uzorcima iz reaktora u kojima je procesu biorazgrdanje
podvrgnuta i smjesa farmaceutika (SP MIX i MIX) analize nisu pokazale nove razgradne
produkte, tj. produkte koji se u dosadasnjim analizama nisu javili pa nije provedena

identifikacija pripadajucih struktura.
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4.3. Odredivanje toksi¢nosti bakterijama Vibrio ficheri

S obzirom na ucestalu uporabu na globalnoj razini, antihelmintici u okoli$ dospijevaju na
razli¢ite nacine. Upravo zato je kljuan monitoring koji ukljucuje odredivanje njihove
ekotoksi¢nosti. U ovom radu je ispitivana toksi¢nost cCistih aktivnih supstanci (API)
farmaceutika febantela, prazikvantela, pirantel pamoata te smjese navedenih farmaceutika.
Ispitivanja Cistih aktivnih supstanci provode se kako bi se lakSe moglo pratiti kretanje
njihovih metabolita i razgradnih produkata nakon $to dospiju u otpadne vode, odnosno kako
bi se moglo odrediti da li se njihova toksi¢nost povecala ili nije s obzirom na glavnu
komponentnu. U radu je koriStena metoda za odredivanje akutne toksi¢nosti farmaceutika

pomocu bakterijske kulture Vibrio fischeri.

U nekoliko radova navedeni su podaci za ekotoksi¢nost nekih farmaceutika koji su najcesée u
uporabi, kao $to su antibiotici. [67] Vazno je naglasiti da literaturno nije potvrdeno da postoje
informacije o toksiCnosti navedena tri farmaceutika. Upravo zato je provedba

ekotoksikoloskih istrazivanja kljucna.

U radu je najprije izmjerena luminiscencija bakterijskih suspenzija bez cistih aktivnih
supstanci farmaceutika, a potom su se sljedeci pravilo geometrijskog niza dodavale otopine
farmaceutika razli¢itih koncentracija, pocCevs§i od najmanje do najveée. Najmanja
koncentracija otopine farmaceutika je bila razrijedena 128 puta (0,78 mg/L), a najvecu
koncentraciju je imala originalna otopina farmaceutika, odnosno radna otopina pripremljena u

vodenom mediju.

Nakon 30 min o¢itavani su rezultati testa provedenog na uredaju LUMIStox 300 i na temelju

rezultata crtani su grafovi toksicnosti za otopine pojedinacnih farmaceutika.

Prije pocetka ispitivanja toksi¢nosti otopina farmaceutika, bilo je provedeno mjerenje
toksi¢nosti samog otapala metanola i to iste koli¢ine koja je prisutna i kod pripreme

standardnih otopina (Slika 51.). [68, 69]

To se provelo u cilju isklju¢ivanja potencijalnog utjecaja otapala na proces provedbe

toksiCnosti testa izlazuci bakterijsku suspenziju razli¢itim koncentracijama otapala.
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Slika 51. Graf toksi¢nosti metanola

Sva ispitivanja na pojedinim farmaceuticima provedena su najmanje dva puta radi provjere
ponovljivosti. Uz grafove, tablicno su navedene i vrijednosti ECy i ECsp za svako mjerenje
koje predstavljaju koncentracije uzorka u testu koje uzorkuju 20 %, to jest 50 % inhibicije
prisutnin bakterija Vibrio fischeri. Takoder, izracunata je i relativna standarda devijacija
(RSD) u postocima koja ukazuje na odstupanja u mjerenjima.

Slika 52 prikazuje graf toksi¢nosti otopine febantela gdje je na krivulji toksi¢nosti vidljivo
kako veca razrjedenja takoder ne utjeCu na inhibiciju testiranih organizama, dok vece
koncentracije farmaceutika uzrokuju inhibiciju bakterijske suspenzije tako da otopina

farmaceutika masene koncentracije 100 mg/L uzrokuje inhibiciju bakterijske suspenzije
gotovo 100 %.

100 -
50 -
o]
=
£
S
. ——i—i
-0,5 0,5 1 1,5 2
_50 J
log y, mg/L

Slika 52. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine febantela

Kod otopine prazikvantela krivulja toksi¢nosti (Slika 53.) prikazuje blazi porast s obzirom na

krivulju toksi¢nosti otopine, ali opet je vidljivo da i jako velika razrjedenja uzrokuju malu
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inhibiciju testiranih organizama. Pri masenoj koncentraciji 31,73 mg/L prisutna je inhibicija
luminiscencije od 50 %, odnosno pri 20,37 mg/L inhibicija 20 % luminiscencije.
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Slika 53. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine prazikvantela
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Slika 54. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine pirantel pamoata

Pirantel pamoat pokazuje najmanji utjecaj na inhibiciju bakterijske kulture budu¢i da tek pri

masenoj koncentraciji od 75,11 mg/L uzrokuje inhibiciju 50 % kulture (ECsp). Isto tako ECy
iznosi 44,96 mg/L.

Jedna od prednosti primjene upravo ove metode odredivanja toksicnosti jest osjetljivost
metode. Zato je izracunato i relativno standardno odstupanje (RSD) koje ukazuje na
ponovljivost metode odredivanja toksi¢nosti.

Jasno je vidljivo da kako se ide prema ve¢im koncentracijama da su i odstupanja izmedu
krivulja pojedinog mjerenja sve manja.

U Tablici 16 navedene su srednje vrijednosti ECy i ECsp za sve otopine ispitivanih
farmaceutika. ECyo i ECsg o€itavani su iz krivulja toksi¢nosti za svako provedeno mjerenje.
Ukupno se za svaki farmaceutik provelo dva mjerenja, drugo mjerenje se provodilo radi

utvrdivanja ponovljivosti rezultata.
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Velika relativna standardna odstupanja ukazuju na nestabilnost bakterijske kulture prilikom
mjerenja kroz duze vrijeme. Iz grafova na slikama je vidljivo da su kod ve¢ih koncentracija
odstupanja izmedu krivulja pojedinog mjerenja sve manja. Medutim, da bi se dobio bolji uvid
utjecaja farmaceutika na okoli§ odnosno da bi se predvidjelo njihovo ponaSanje u okolisu
bolje je toksi¢nost izrazavati u jedinicama toksi¢nosti (eng. Toxicity Units, TU) prema

formuli:
TU=100(ECso)™ 4)

Stoga su u Tablici 17 navedeni parametri toksi¢nosti za ispitivane farmaceutike, dakle uz
koncentracije farmaceutika koje pokazuju 50 % inhibiciju luminiscencije bakterija Vibrio
fischeri (ECsp), prikazane su jedinice toksi¢nosti koje se racunaju na temelju graficki ocitane
vrijednosti ECsy prema formuli (7), te su prikazane za svaki farmaceutik najnize koncentracije
koje izazivaju inhibiciju luminiscencije ispitivanih bakterija (eng. Lowest Observed Effect
Concentration, LOEC).

Tablical6.0¢itani ECy i ECsg za sva mjerenja toksi¢nosti ispitivanih farmaceutika i izraunata srednja
vrijednost uz RSD vrijednost

Srednja Srednja
FARMACEUTIK ECso, mg/L | ECy, mg/L | vrijednost ECs, | vrijednost EC,,
mg/L mg/L
31,62 29,51
Febantel 28,37+16,2 23,65+35,1
25,12 17,78
. 24,55 11,22
Prazikvantel 31,73+£31,98 20,37+63,51
38,9 29,51
. 79,43 39,81
Pirantel pamoat 75,11+8,13 44,96+16,19
70,79 50,11

Tablica 17. Parametri toksi¢nosti dobiveni mjerenjima na bakterijama Vibrio fischeri, izrazeni kao 50 %
inhibicija luminiscencije (ECs), jedinice toksi¢nosti (TU), i najniza koncentracija kod koje je primijecena
inhibicija luminiscencije (LOEC)

FARMACEUTIK | ECsp, mg/L | TU | LOEC, mg/L
Febantel 28,37 3,5 25
Prazikvantel 31,73 3,2 12,89
Pirantel pamoat 75,11 1,3 13,28

Febantel 1 prazikvantel pokazuju najveci utjecaj toksinosti jer pri nizim koncentracijama

izazivaju 20 odnosno 50 %-tnu inhibiciju luminiscencije, u usporedbi s pirantel pamoatom

62




(Tablica 16.). Rezultati ukazuju na to da prazikvantel pri koncentraciji od 12,89 mg/L
inhibira tek 0,7 % luminiscencije. Medutim pirantel pamoat ve¢ pri koncentraciji od 13 mg/L
inhibira luminiscenciju 11 % te na taj na¢in predstavlja isto tako opasnost za okoli$ i okoli$ne

organizme (Tablica 17.).

Kako bi se odredio i utjecaj ekotoksicnosti potencijalnih novonastalih razgradnih produkata
tijekom procesa biorazgradnje, analizirani su i odabrani uzorci uzimani tijekom procesa
biorazgradnje s naglaskom na uzorke u kojima su kromatografski utvrdeni ranije navedeni
novonastali spojevi (Tablica 18.). Nijedan od uzoraka uzorkovanih tijekom biorazgradnje ne
pokazuje potencijalnu ekotoksi¢nost s obzirom da iz dobivenih rezultata nije moguce
definirati ECyy i ECsp, Zato bi bilo dobro u buduénosti provesti i druge osjetljivije metode
analize ekotoksi¢nosti ovako dobivenih uzoraka tijekom biorazgradnje. S obzirom na to da se
radi o farmaceuticima koji su slabo topljivi u vodenom mediju te tako i vrlo slabo
biodostupni, u daljnjem istrazivanju svakako bi trebalo staviti naglasak na odredivanju

kroni¢ne toksi¢nosti istom metodom ili na nekim drugim organizmima. [27]

Tablica 18. Popis uzoraka tijekom biorazgradnje za analizu ekotoksi¢nosti

Naziv uzorka | Radni dan Datum
FEB O 0. 07.12.2016 (sri)
FEB 7 7. 14.12.2016. (sri)
FEB 14 14. 21.12.2016. (sri)
PRAZ 0 0. 07.12.2016 (sri)
PRAZ 9 9. 16.12.2016. (pet)

PRAZ 12 12. 19.12.2016. (pon)
PRAZ 14 14. 21.12.2016. (sri)
PYR PAM 0 0. 07.12.2016 (sri)
PYR PAM 6 6. 13.12.2016. (uto)
PYR PAM 12 12. 19.12.2016. (pon)
PYR PAM 14 14. 21.12.2016. (sri)
MIX 1 1. 08.12.2016. (et)
MIX 8 8. 15.12.2016. (et)
MIX 15 15. 22.12.2016. (sri)
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenih eksperimenata razgradnje antihelmintika febantela,
prazikvantela i pirantel pamoata, kao i smjese istih zastupljenih u jednakim volumnim
udjelima, sa aktivnim muljem, te usporedujuci ih sa rezultatima iz dostupne literature, moze

se zakljuciti slijedece:

1. Rezultati fizikalno-kemijskih parametara motrenih i odredenih tijekom procesa
biorazgradnje pojedina¢nih odabranih antihelmintika: febantela, prazikvantela i pirantel
pamoata, kao i smjese istih zastupljenih u jednakim volumnim udjelima sa aktivnim muljem,
pokazuju da aktivni mulj ima aktivnost za razgradnju antihelmintika i pojedinacnih i u smjesi,
te da nema perioda prilagodbe aktivnog mulja na odabrane antihelmintike. Tijekom 14 dana
biorazgrdanje od pocetnog optereéenja sa organskim sastojcima izrazenim kao KPK, i to
27139 mg febantel/L, 26460 mg prazikvantel/L, 26121 mg pirantel pamoat/L i 27817 mg
(febantel + prazikvantel + pirantel pamoaty/ L pOStignuto je u svim pokusima > 99 % uklanjanje KPK.
Tijekom biorazgradnje ustaljene su vrijednsoti pH, otopljenog kisika i temperature. Dokazana
je uz razgradnju i hidroliza farmaceutika kromatografskim analizama. U razmatranju rezultata
biorazgradnje antihelmintika bilo bi nuzno u daljnjem istrazivanju istraZiti apsorpcijski

potencijal pahuljice aktivnhog mulja.

2. U prilog procesa biorazgradnje te hidrolize govore i rezultati kromatografskih analiza.
UHPLC-DAD metodom pracena je uglavnom prisutnost glavne komponente, ali su se mogli
predvidjeti i potencijalni razgradni produkti. Rezultati MS analize daju potvrdu da su u
uzorcima tijekom biorazgradnje detektirani razgradni produkti i oneciSéenja vezana uz
pojedine komponente febantela, prazikvantela, pirantel pamoata. Njihova smjesa ne pokazuje
neke dodatne novonastale razgradne produkte s obzirom na razgradnju ¢istih komponenti, niti

prisutnost/ nastanak novih oneciS¢enja.

3. Provedene analize toksi¢nosti standardnih otopina farmaceutika ukazuju na to da
febantel i prazikvantel pokazuju najveéi utjecaj toksicnosti jer pri nizim koncentracijama
izazivaju 20 odnosno 50 %-tnu inhibiciju luminiscencije, u usporedbi s pirantel pamoatom

koji pokazuje znatno manji, no ne i beznacajan utjecaj (Tablica 16, 17). Provedene su i
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analize toksicnosti na uzorcima koji su uzimani tijekom procesa biorazgradnje za koje su
dobiveni neujednacdeni rezultati za koje se sa sigurno$¢u ne moze utvrditi ni odrediti ECyg niti
ECso. Zato je za daljnje istrazivanje potrebno razmotriti druge, dugotrajnije i osjetljivije

metode za odredivanje akutne odnosno kroni¢ne toksi¢nosti.
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7. DODATAK

7.1. Popis slika

Slika 1. Fotorazgradnja benzimidazolnih anthelmintika [12]

Slika 2.Shema metaboli¢kog puta albendazola u stanicama Campanula rotundifolia (u podebljanim okvirima
navedeni su metaboliti koji dosad nisu zabiljeZeni)

Slika 3. Molekulska struktura febantela

Slika 4. Molekulska struktura prazikvantela

Slika 5. Molekulska struktura pirantel pamoata

Slika 6. Shematski prikaz mogu¢ih reakcija razgradnje otopljenih sastojaka iz otpadne vode koje se odvijaju u
pahuljici ili biofilmu aktivnog mulja [31]

Slika 7. Princip djelovanja luciferaze [43]

Slika 8. Op¢i izgled krivulje toksiénosti [45]

Slika 9. Dijagram toka eksperimentalnog dijela rada: Shema reaktora za biorazgradnju, pH-metar, filtar za
injekcije (0,22 pm), kiveta s reagensima za analizu KPK, UPLC, luminometar

Slika 10. Hranjiva podloga sa vidljivim kolonijama bakterijske kulture Vibrio fischeri (Zute kolonije, kultura
nakon 48 h inkubacije)

Slika 11. Analiticka vaga

Slika 12. pH-metar

Slika 13. Kisikova elektroda

Slika 14. Termoreaktor

Slika 15. Ultrazvu¢na kupelj

Slika 16. Shematski prikaz autoklava

Slika 17. Tekuéinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti s MS detektorom [48]

Slika 18. Filtar za injekcije (0,22 pum)

Slika 19. Uredaj za provedbu toksi¢nosti (LUMIStox 300)

Slika 20. Reaktor u kojem se vodio proces biorazgradnje

Slika 21. Geometrijski niz razrjedenja

Slika 22. Sheme reaktori potrebni za izvedbu eksperimenta biorazgradnje farmaceutika febantela (legenda:
crvena- TSO farmaceutika, zelena- aktivni mulj, Zuta- ¢isto otapalo, plava- vodovodna voda)

Slika 23. Prikaz promjene pokazatelja KPK tijekom 14 dana u reaktoru FEB

Slika 24. Prikaz promjene pokazatelja KPK tijekom 14 dana u reaktoru PRAZ

Slika 25. Prikaz promjene pokazatelja KPK tijekom 14 dana u reaktoru PRAZ

Slika 26. Prikaz promjene pokazatelja KPK tijekom 15 dana u reaktoru MI1X

Slika 27. Kromatogram uzoraka: standard febantela te uzorci iz reaktora FEB za dane 0, 7, 14 redoslijedom:
crvena, crna, plava zelena kromatografska krivulja

Slika 28. Apsorpcijski spektar febantela na 240 nm u standardnoj otopini (10 mg/L)

Slika 29. Kromatogram uzoraka: standard prazikvantela te uzorci iz reaktora PRAZ za dane 0, 9, 12, 14
redoslijedom: ruZi¢asta, crna, plava zelena kromatografska krivulja

Slika 30. Apsorpcijski spektar prazikvantela na 195 nm u standardnoj otopini 10 mg/L

Slika 31. Kromatogram uzoraka: standard prazikvantela te uzorci iz reaktora PYR PAM za dane 0, 6, 12, 14
redoslijedom: ruZi¢asta, crna, plava zelena kromatografska krivulja

Slika 32. Apsorpcijski spektar pirantela na 310 nm u standardnoj otopini 10 mg/L

Slika 33. Apsorpcijski spektar pamoata na 240 nm u standardnoj otopini 10 mg/L

Slika 34. Kromatogram uzoraka: standard prazikvantela te uzorci iz reaktora M1X za dane 1, 8, 15 redoslijedom:
ruzicasta, crna, plava zelena kromatografska krivulja (snimljen na 195 nm)

Slika 35.Kromatogram uzoraka: standard prazikvantela te uzorci iz reaktora MI1X za dane 1, 8, 15 redoslijedom:
crvena, crna, plava zelena kromatografska krivulja (snimljen na 310 nm)

Slika 36. Kromatogram uzoraka: standard prazikvantela te uzorci iz reaktora M1X za dane 1, 8, 15 redoslijedom:
crna, plava, ruzi¢asta zelena kromatografska krivulja (snimljen na 240 nm)

Slika 37. Kromatgogram standardne otopine smjese farmaceutika pripremljene u vodovodnoj vodi

Slika 38. Kromatogram standardne otopine smjese farmaceutika (MiliQ voda)

Slika 39. Spektar masa produktnog iona febantela m/z 477,1333 i njegovih fragmenata

Slika 40. Strukture onec¢iS¢enja febantela: a) Imp 1 b) Imp 2 ¢) Imp 3 d) Imp 4 ¢) Imp 5

Slika 41. Strukture razgradnih produkata febantela: a) RP FEB1 b) RP FEB2 ¢) RP FEB3 d) RP FEB4 e) RP
FEBS f) RP FEB6
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Slika 42. Spektar masa produktnog iona prazikvantela m/z 313,1911 i njegovih fragmenata
Slika 43. PRAZ Imp 1

Slika 44. PRAZ Imp 2

Slika 45. PRAZ RP 1

Slika 46. Spektar masa produktnog iona pirantela m/z 313,1911 i njegovih fragmenata
Slika 47. PYRImp 1

Slika 48. PYR Imp 2

Slika 49. PYR Imp 3

Slika 50. PYR Imp 4

Slika 51. Graf toksi¢nosti metanola

Slika 52. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine febantela

Slika 53. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine prazikvantela

Slika 54. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine pirantel pamoata

7.2. Popis tablica

Tablica 1.Kemikalije kori$tene u analizama

Tablica 2.Popis koristenih farmaceutika

Tablica 3. Sastav hranjive podloge

Tablica 4. Sastav otopine za resuspenziju

Tablica 5. UHPLC metoda za odredivanje oneciscenja za febantel/pirantel/prazikvantel

Tablica 6. Parametri MS analize (TOF)

Tablica 8. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor FEB

Tablica 9. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor PRAZ

Tablica 10. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor PYR PAM

Tablica 11. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor M1X

Tablica 12. UHPLC/ESI(+)-QqTOF-MS2 podaci za glavne komponente

Tablica 13. UHPLC/ESI(+)-QqTOF-MS2 podaci za one¢i$cenja i razgradne produkte febantela
Tablica 14. UHPLC/ESI(+)-QgqTOF-MS?2 podaci za one¢is¢enja i razgradne produkte prazikvantela
Tablica 15. UHPLC/ESI(+)-QqTOF-MS2 podaci za oneciséenja i razgradne produkte pirantela
Tablica 16.0¢itani EC,q i ECsg za sva mjerenja toksi¢nosti ispitivanih farmaceutika i izracunata srednja
vrijednost uz RSD vrijednost

Tablica 17. Parametri toksi¢nosti dobiveni mjerenjima na bakterijama Vibrio fischeri, izrazeni kao 50 %
inhibicija luminiscencije (ECs), jedinice toksi¢nosti (TU), i najniza koncentracija kod koje je primjecena
inhibicija luminiscencije (LOEC)

Tablica 18. Popis uzoraka tijekom biorazgradnje za analizu ekotoksi¢nosti

7.3. Popis kratica i simbola

Aktivna komponenta (eng. Active Pharmaceutical Ingredient, API)

Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA)
Klasi¢ni sustav za obradu otpadne vode (eng. Waste Water Treatment Plant, WWTP's)
Okvirna direktiva o vodama (ODV)

Zivotni ciklus (eng. Life Cycle Assessment, LCA)

pKa—konstanta disocijacije kiseline

Postojana organska onecis¢ivala (eng. Persistant Organic Pollutants, POPs)

Ocjena rizika (eng. Environmental Risk Assessment, ERA)

Integrirano upravljanje okoliSem (eng. Integrated Environmental Management, IEM)
Procjena rizika (eng. Environmental Risk Assessment, ERA)

Reverzna osmoza (RO)

Nanofiltracija (NF)

Koeficijent razdiobe (Kq)

Plinska kromatografija i spektrometrija masa (eng. Gas Chromatograhy — Mass Spectrometry, GC-MS)
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Trostuki kvadripol (eng. triple quadrupol, QqQ)

lonska klopka (eng. ion trap, IT)

Hibridni instrument kvadripol- brzinski s mjerenjem vremena preleta (eng. quadrupole—time—of—flight, QqTOF)
Kvadripol- linearni analizator masa s ionskom klopkom (eng. quadrupole-linear ion trap, QqLIT)

Linearna ionska klopka—ionsko—ciklotronska rezonancija s Fourierovim transformacijama (eng. linear ion trap—
Fourier transformation ion cyclotron resonance, LIT-FT-ICR)

Linearna kvadripolna ionska klopka—orbitalna klopka (eng. linear trap quadrupole Orbitrap, LTQ Orbitrap)
Tekuéinska kromatografija sa spregnutom (tandemskom) spektrometrijom masa (eng. Ciquid chromatography
tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS)

Luciferin (FMNH,)

EC, — koncentracija uzorka u testu koji uzrokuje 20 % inhibicije

ECs, — koncentracija uzorka u testu koji uzrokuje 50 % inhibicije

Kemijska potrosnja kisika- KPK

Koncentracija ili suha tvar za aktivni mulj (eng. Mixed Liquor Suspended Solids, MLSS)

Tekuéinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

MiliQ voda-prociséena voda

Fragmentiranje iona tj. pracenje odabranih reakcija (eng. selected reaction monitoring, SRM)

Pracenje ViSestrukih reakcija (eng. multiple reaction monitoring, MRM)

Ionizacija elektroraspriivanjem (eng. electrosprey ionization, ESI®)

Vrijeme preleta (eng. Time of Flight)

Analiza (eng. Total lon Chromatogram, TIC)

Razgradni produkti (RP)

Oneciscenja (eng. Impurities, Imp)

Stupanj nezasic¢enosti (eng. double bond equivalent, DBE)

Relativno vrijeme zadrzavanja (eng. Relative Retention Time, RRT)

Vrijeme zadrzavanja-tg (eng. Retention time, RT)

Jedinice toksi¢nosti (eng. Toxicity Units, TU)

Najnize koncentracije koje izazivaju inhibiciju luminiscencije ispitivanih bakterija (eng. Lowest Observed Effect
Concentration, LOEC)

Fotoelektri¢ni detektor s diodnim nizom (eng. photodiode array, PDA)

Temeljna standardna otopina-TSO
Radna otopina-RO
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