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SAZETAK

Prisutnost organskih onecis¢uju¢ih tvari u vodenom okolisu, koje se obi¢no nalaze u
koncentracijama u tragovima, izmedu ng/L i ug/L, u posljednjih je nekoliko desetlje¢a postao
sve naglaSeniji problem. Razlog tome je teSko uklanjanje takvih tvari konvencionalnim
postupcima obrade vode. Zbog toga raste primjena naprednih oksidacijskih procesa, AOP-a
(engl. Advanced Oxidation Processes, AOP). Takvi procesi su UV-C/H202 i UV-C/S,08%"
procesi, u kojima se koriste jaki oksidansi i UV-C zracenje, $to rezultira brzom i djelotvornom
razgradnjom organskih onecis¢ivala. Cilj ovog rada je odrediti toksi¢nost, koriStenjem
luminiscentne bakterije Vibrio fisheri i biorazgradivost, izrazenu kao omjer BPKs/KPK, za
Cetiri pesticida (alaklor, diuron, izoproturon, klorfenvinfos) i Sest farmaceutika (azitromicin,
deksametazon, diklofenak, eritromicin, karbamazepin, oksitetraciklin) pri njihovim optimalnim
uvjetima razgradnje UV/H202i UV/S,0s?" procesima. Takoder, potrebno je odrediti toksi¢nost
I biorazgradivost Cistih pesticida i farmaceutika kako bi se utvrdilo da li se toksi¢nost i
biorazgradivost spojeva i njihovih metabolita tijekom fotooksidacijske razgradnje, smanjila

odnosno povecala.

Kljucéne rijeci: pesticidi, farmaceutici, toksi¢nost, biorazgradivost, napredni oksidacijski

procesi.



SUMMARY

The presence of organic pollutants in the aquatic environment, commonly found in trace
concentrations, between ng/L and pg/L, has become more pronounced problem in recent
decades. The reason behind this is the difficulty of removal of such substances by conventional
water treatment processes. That is the reason the application of Advanced Oxidation Processes
(AOPs) is growing. Such processes include UV-C/H,0zand UV-C/S,0g% processes, which use
strong oxidants and UV-C radiation, resulting in the rapid and efficient decomposition of
organic pollutants. The aim of this paper is to determine the toxicity, using the luminiscent
bacterium Vibrio fisheri and biodegradability, expressed as BPKs/KPK, for four pesticides
(alachlor, diuron, isoproturon, chlorfenvinfos) and six pharmaceuticals (azithromycin,
dexamethasone, diclofenac, erythromycin, carbamazepine, oxytetracycline) within their
optimal degradation conditions, using UV-C/H20, and UV-C/S;0g?" processes. It is also
necessary to determine the toxicity and biodegradability of pure pesticides and pharmaceuticals
to determine whether the toxicity and biodegradability of compounds and their metabolites

during photodegradation, have been reduced or increased.

Key words: pesticides, pharmaceuticals, toxicity, biodegradability, advanced oxidation

processes.



SADRZAJ:

L UVOO et 1
P20 =0 ] 1 ST o o USSR 2
2.1. Prioritetna ONECISCIVALA .....c.uviiiiiieiciiie st e et e e ra e e s nae e 2
2.2, PESHICTAN .. 4
2.2.0, ALBKIOT ... 6
2.2.2. DHUION ..ottt bbbt n et 7
2.2.3. KIOITENVINTOS ... 7
2.2.4. 1ZOPFOTUION ..ottt b e 8

2.3, FAIMACEULICE ...ttt 10
2.3.1. Eritromicin i @ZItrOMICIN .........ooviiiiiiieisieieeee e 12
2.3.2. OKSITEIIACTKIIN ... 13
2.3.3. DEKSAMETAZON .....oovieiieiee st 13
2.3.4. KarDAMAZEPIN. ...t 14
2.3.5. DIKIOTENGK ... 15

2.4, Napredni OKSIAACHSKI PrOCEST .......c.eiieiieieieieieesie s 16
2.4.1. Napredne oksidacijske tehnike temeljene na hidroksilnom radikalu................. 18
2.4.2. Kombinirana oksidacija uz UV-C i vodikov peroksid............ccocovrvniinniennnnnn. 18
2.4.3. Reakcije temeljene na sulfatnom radikalu .............cccooeiiiininiiiince 20

00 TR 10 3 [ 410 1 SRRSO 21
2.5.1. P0java DIOIUMINISCENCIJE.........eiiiieiieicie e 22
2.5.2. Ispitivanje toksi¢nosti na Vibrio fisherima..........c.ccooooviiiiiiiiice, 22

2.6. BIOIazZgradiVOSL .......c.ceiiiiiiieite sttt bbbt 24
2.6.1. Kemijska potroSnja KiSiKa .........cccooviiiiiiiiiieic e 25
2.6.2. Biokemijska potro$nja KiSiKa ..........cccccoiiiiiiiiiiiiinice e 25

3. EKSPErimentalni Qi0..........coiiiiiiiiieiee e 27
3.1, Pribor i KEMIKAITJE ..o 27
3.2, INSTFUMENTE ...ttt bttt bbbt bbbt n e 28
3.3. Provedba eKSPEriMENTA .........cooiiiiiiieieiee e 29
3.3.1. Priprema radnihn OtOPING ........ciiririeieieieeste et 29

3.3.2. Priprema @paralUre ........ccooireiieieieieie ettt bbbt nes 30



3.3.3. Provodenje eKSperimenta ..........ceeeivieiiiiieiiiiie i 31

3.3.4. Odredivanje toksi¢nosti bakterijama Vibrio fisheri .............cccooovviiiiiiniinn, 32
3.3.5. Odredivanje biorazgradivosti (KPK i BPK).........cccoiiiiiiiiiiii e 33
3.3.6. HPLC MELOUA .......cueeiiiiieiieieieee e 34

4. REZUNALEH T FASPIAVA.....eiuviiieeiieie ettt s e e st s e et e s te et e e st e sbeenesseenbeebeaneenneas 35
4.1. Odredivanje toksicnosti 1 biorazgradivoSti......ccceivvieiiieiiiieiiiie e 36

5. ZAKIJUCAK .. 45

B, LIt LU ..ttt e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e ———aaaeeeeaaaa——————as 46



1. Uvod

Sve veca potro$nja vode uslijed porasta broja stanovnika, urbanizacije te industrijalizacije,
ucinile su vodu visoko vrijednim resursom. Kvaliteta svjeze vode je direktno povezana sa
ljudskim zdravljem, ouvanjem flore i faune, sigurnosti hrane te gospodarskim i druStvenim
razvojem. lako su zalihe pitke vode sve manje, u porastu je proizvodnja otpadne vode, koja se
Cesto ispusta izravno u okoli$. Industrijske otpadne vode predstavljaju posebnu opasnost za
okolis, s obzirom da u vecini slucajeva sadrze Stetne i toksicne tvari, organskog i anorganskog
porijekla. Takve onecis¢ujuce tvari mogu izazvat niz negativnih posljedica na vodeni okolis.
Jednom kada dospiju u okoli§, oneci$éivala organskog porijekla izmedu ostalog mogu

uzrokovati akutno trovanje zivih organizama, ¢ime se narusava ravnoteza ekosustava.’

Kako bi se na ucinkovit nacin zastitio vodeni okoli§ u zemljama ¢lanicama Europske Unije,
izglasana je Okvirna direktiva o vodama? (engl. Water Framework Directive, WFD)
(2000/60/EZ). Jedan od glavnih ciljeva ove direktive je utvrditi prioritetna onecis¢ivala te
odrediti na¢ine njihove kontrole. U novije vrijeme sve vise paznje je posveceno pesticidima i
farmaceuticima, od koji su neki dospjeli na nadopunjenu listu koju trenutno ¢ini 45 prioritetni

onetiséivala.®

lako postojec¢i klasi¢ni kemijski, bioloski i1 fizikalni procesi obrade otpadnih voda imaju
odredeni u¢inak na smanjivanje udjela toksi¢nih tvari u vodi, u posljednjih desetak i vise godina
se sve CeS¢e kao alternativa primjenjuju napredni oksidacijski procesi (engl. Advanced
Oxidation Processes, AOP). Glavna prednost ovih procesa u usporedbi sa ostalim procesima
slucaju do vode 1 ugljicnog dioksida uz nastajanje gotovo zanemarivih koli¢ina sekundarnog

otpada.’



2. Teorijski dio

2.1. Prioritetna onec¢iSéivala

Kontinuirani rast svjetske populacije te intenzivna urbanizacija doveli su do povecanja
potro$nje vode u domacinstvima, poljoprivredi i industriji, $to je rezultiralo proizvodnjom
velikih koli¢ina otpadne vode, koja se Gesto ispusta izravno u okolis.> Onegiséenje vode
najces¢e uzrokuju organske i hranjive tvari te razli¢ite kemijske tvari koje se proizvode za
specifi¢cnu namjenu ili nastaju kao nusprodukt u proizvodnim procesima. S ciljem o¢uvanja
kakvoée vodenog okolisa, Europska komisija je donijela Okvirnu direktivu o vodama? (engl.
Water Framework Directive, WFD) (2000/60/EZ), koja je izglasana od strane Europskog vijec¢a
i Europskog parlamenta, a na snagu je stupila u prosincu 2000. godine. Konac¢ni cilj ove
direktive je pracenje prioritetnih tvari koje predstavljaju opasnost za vodeni okoli$, kontrola te
postizanje koncentracija tvari u vodenom okolisu koje su bliske vrijednostima koje se prirodno
pojavljuju. U prosincu 2008. godine, donesena je Direktiva o standardima kakvocée okolisa®
(2008/105/EZ), koja ukljucuje listu od 33 prioritetna onecis¢ivala, koji predstavljaju rizik za
vodeni okoli$ te listu od 13 tvari koje je Europska komisija predlozila na razmatranje radi
moguéeg identificiranja kao prioritetna one¢is¢ivala.>’ Navedene Direktive odreduju osnovne
zahtjeve na podrucju kontrole i identifikacije prioritetnih tvari. Kemijsko onecis¢enje voda
predstavlja opasnost za vodeni okolis u cjelini zbog niza negativnih posljedica kao $to su akutna
kroni¢na toksi¢nost u vodenim organizmima, akumulacija oneci§¢ujucih tvari u ekosustavima,
gubitak staniita i bioraznolikosti te §tetno djelovanje na vodene organizme i ljudsko zdravlje.®
U kolovozu 2013. godine donesena je Direktiva o prioritetnim tvarima u podrucju vodene
politike® (2013/39/EU), koja sadrzi nadopunjenu listu. Ta nadopunjena lista sada ukljucuje 45

prioritetnih onecis¢ivala (41 organske tvari, 4 metala) (Tablica 1.).

Ova azurirana Direktiva olakSava preventivna djelovanja, identifikaciju oneciS¢enja, potrebu
za rjeSavanjem emisija oneciS¢ujucih tvari na samome izvoru te potrebu za razvojem novih,

inovativnih tehnologija za obradu vode.>®



Tablica 1. Lista prioritetnih one¢i§éivala prema direktivi 2013/39/EU.8

Naziv prioritetne tvari CAS broj
1 Alaklor 15972-60-8
2 Antracen 120-12-7
3 Atrazin 1912-24-9
4 Benzen 71-43-2
5 Bromirani difenileteri ne primjenjuje se
6 Kadmij i spojevi kadmija 7440-43-9
7 Cio-13 Kloralkani 85535-84-8
8 Klorfenvinfos 470-90-6
9 Klorpirifos (klorpirifos-etil) 2921-88-2
10 1,2-dikloretan 107-06-2
11 Diklormetan 75-09-2
12 Di(2-etilheksil)-ftalat (DEHP) 117-81-7
13 Diuron 330-54-1
14 Endosulfan 115-29-7
15 Fluoranten 206-44-0
16 Heksaklorbenzen 118-74-1
17 Heksaklorbutadien 87-68-3
18 Heksaklorcikloheksan 608-73-1
19 Izoproturon 34123-59-6
20 Olovo i spojevi olova 7439-92-1
21  Zivaispojevi zive 7439-97-6
22 Naftalen 91-20-3
23 Nikal i spojevi nikla 7440-02-0
24 Nonilfenol ne primjenjuje se
25 Oktilfenol 140-66-9
26 Pentaklorbenzen 608-93-5
27 Pentaklorfenol 87-86-5
28 Poliaromatski ugljikovodici (PAH) ne primjenjuje se
29 Simazin 122-34-9
30 Tributilkositrovi spojevi ne primjenjuje se
31 Triklorbenzeni 12002-48-1
32 Triklormetan 67-66-3
33 Trifluralin 1582-09-8
34 Dikofol 115-32-2
35 Perfluorooktansulfonska kiselina i njezini derivati (PFOS)  1763-23-1
36 Kinoksifen 124495-18-7
37 Dioksini i spojevi poput dioksina ne primjenjuje se
38 Aklonifen 74070-46-5
39 Bifenoks 42576-02-3
40 Cibutrin 28159-98-0
41 Cipermetrin 52315-07-8
42 Diklorvos 62-73-7
43 Heksabromociklododekan (HBCDD) ne primjenjuje se
44 Heptaklor i heptaklor epoksid 76-44-87/1024-57-3

Terbutrin

886-50-0




2.2. Pesticidi

Pesticidi predstavljaju svaku tvar ili smjesu tvari, ¢ija je namjena sprjeCavanje, unistavanje
StetoCina ili ublazavanje njihova djelovanja. Sluze i kao biljni regulatori, defolijanti te sredstva
za vezanje vode. Ovakva upotreba kemikalija se prakticira stolje¢ima. Sumerani su koristili
sumporne spojeve za kontrolu insekata i grinja prije 4500 godina, dok se piretrum, spoj dobiven
od suhog cvije¢a Chrysanthemum cinerariaefolium, primjenjuje kao insekticid preko 2000
godina. Tijekom Drugog svjetskog rata, razvoj pesticida je rastao zbog potreba za hranom, ali
I radi razvoja agensa za kemijske ratove. Stoga je u tom vremenskom razdoblju doslo do porasta
u proizvodnji sintetickih pesticida kao Sto su DDT, aldrin, dieldrin i sli¢nih. Tada je upotreba
pesticida smatrana korisnom, bez ikakvih zabrinutosti za ljudsko zdravlje i okolis. Pesticidi su
toksicni te skloni bioakumulaciji, zbog ¢ega u okoliSu ostaju godinama. Manje od 1 % od
ukupne kolic¢ine pesticida koji se primjenjuju za kontrolu korova i Stetocina, dospije do ciljanih
Stetnika. Ostatak pesticida se gubi uslijed rasprsivanja, ispustanja te fotodegradacije. Takoder,
niske koncentracije pesticida, osim akutnog djelovanja, uzrokuju genetske poremecaje i
fizioloske promjene, ¢ime se dugoro¢no smanjuje zivotni vijek organizma. Pesticidi se mogu

grupirati na osnovu $tetnika koje kontroliraju, od koji su bitniji navedeni u Tablici 2.

Tablica 2. Pesticidi i njihova namjena®

Pesticidi Namjena pesticida
Insekticidi sredstva za suzbijanje Stetnih insekata
Herbicidi sredstva za suzbijanje korova
Rodenticidi sredstva za suzbijanje Stetnih glodavaca

Avicidi sredstva za suzbijanje ptica

Fungicidi sredstva za suzbijanje gljiva
Nematocidi sredstva za suzbijanje Stetnih nematoda




Pesticide moZemo grupirati i na osnovu njihove kemijske strukture: karbamati, organofosfati,
organoklorini, piretrini i piretroidi, triazini, benzoidne kiseline, derivati fenoksiacetata, derivati
dipiridina, derivati glicina i ditiokarbamati. Trenutno su na globalnom trzistu pesticida
najzastupljeniji herbicidi (42,48 %), insekticid (25,57 %), fungicidi (24,19 %) te ostale grupe
pesticida (7,76 %).° S obzirom na toksi¢nost i dug Zivotni vijek pesticida, Ministarstvo
poljoprivrede Republike Hrvatske je 2014. godine usvojilo Zakon o odrzivoj upotrebi
pesticidal® (NN 14/2014) i Pravilnik o uspostavi akcijskog okvira za postizanje odrzive uporabe
pesticida®* (NN 142/2012). Svrha ovakvih mjera je postizanje odrzive uporabe pesticida,
smanjenje rizika i negativnih u¢inaka od uporabe pesticida na nacin koji osigurava visoku
razinu zastite zdravlja ljudi i Zivotinja te zastite okoli$a.! U daljnjem tekstu osvrnut éemo se na
svojstva cetiri pesticida koji su koriSteni u ovome radu: alaklor, diuron, klorfenvinfos,

izoproturon.



2.2.1. Alaklor

Alaklor (C14H20CINOy) ili 2-kloro-2',6'-dietil-N-metoksi metil acetanilid, je pesticid koji
pripada skupini acetanilidnih herbicida, koji se koristi za kontrolu korova pri uzgoju kukuruza,
soje, kikirikija, graha, pamuka i sl. Alaklor je bijela kristalna tvar, molarne mase 269,769 g/mol,
Cija je topljivost u vodi 242 mg/L pri sobnoj temperaturi. Tocka talista alaklora je izmedu 40-

41 °C, a njegova kemijska struktura prikazana je na slici 1.2

O
N j]/\cn
@)

Slika 1. Kemijska struktura alaklora®

Vrijeme poluraspada alaklora u tlu iznosi 7-38 dana, a iz tla vrlo jednostavno dospijeva u
podzemne vode. S obzirom da se pokazao opasnim po zdravlje ljudi, njegova upotreba je
zabranjena unutar EU.' Prvi put je registriran 1969. godine u Sjedinjenim Americkim
DrZzavama, a ve¢ 10 godina nakon, njegovo postojanje je zabiljeZeno u povrSinskim i
podzemnim vodama u ¢ak 10 drzava SAD-a. U istrazivanju provedenom u Italiji 1987. godine,
alaklor je pronaden u 3 od 322 izvora pitke vode, a njegova maksimalna razina iznosila je 1,6
ug/L. Dokazi koji ukazuju na genotoksi¢nost alaklora se smatraju nepouzdanim, medutim, na
temelju raspolozivih eksperimentalnih podataka moze se zakljuciti da metabolit alaklora, 2,6-
dietilaniline, uzrokuje mutagene promjene. Studije izvodene na Stakorima jasno ukazuju da je
ovaj metabolit alaklora kancerogen, jer izaziva benigne i maligne tumore nosne supljine,
maligne tumore trbusne Supljine te benigne tumore $titnjac¢e. Smrtonosna doza alaklora za ljude

iznosi 0,5-5 g/kg tjelesne mase.>1®



2.2.2. Diuron

Diuron (CeH10CI2N20) ili prema IUPAC-u 3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilurea, je herbicid koji
pripada fenil-amid (fenil-urea) obitelji.}” Naj¢esce se koristi u kombinaciji s drugim herbicidima
(bromacil, heksazinon, tiadiazuron itd.). Diuron je bijela kristali¢na tvar bez mirisa, Cija je
molarna masa 233,092 g/mol. Tocka talista diurona je 158-159 °C, a topljivost u vodi 36,4
mg/L pri 25 °C.18¥K oristi se za kontrolu Sirokog raspona godisnjih i visegodisnjih Sirokolisnih
I travnatih korova, mahovina, zatim prilikom uklanjanja korova kod uzgoja pamuka, Secerne
trske, pSenice. Takoder se primjenjuje prilikom odrZzavanja cesta, vrtova te zeljeznickih
puteva.l’ Vrijeme poluraspada diurona u tlu je 100 dana, a u vodi dva tjedna.?’ Kod
fotosintetskih mikroorganizama i biljki inhibira fotosintezu, tako da sprjecava proizvodnju
kisika te prijenos elektrona. Disperzija ovog spoja u poljoprivredne svrhe, dovodi do
onecis¢enja vodenog okolisa ispiranjem tla. U vodi moze do¢i do hidrolize diurona, ¢ime se
stvara vrlo toksi¢ni 3,4-dikloranilin.” Zbog toga je uvrsten na listu prioritetnih one¢is¢ivala u
okviru Okvirne direktive o vodama.? Nakon provodenja niza pokusa na Zivotinjama, zaklju¢eno
je da uzrokuje rak mjehura, bubrega te mlije¢nih zlijezda, zbog ¢ega ga EPA (Environmental

Protection Agency) smatra kancerogenim i za ljude.?°

Cl N N

Cl

Slika 2. Kemijska struktura diurona®!

2.2.3. Klorfenvinfos

Klorfenvinfos  (C12H14Cl304P) ili  2-kloro-1-(2,4-diklorofenil)etenil  dietilfosfat, je
organofosforni insekticid. Koristi se za suzbijanje StetoCina poput muha, buha, krpelja, usiju i
miSeva. Klorfenvinfos je bezbojna do Zuckasta tekucina blagog kemijskog mirisa, molarne
mase 359,564 g/mol.?? Lako se mijesa s acetonom, etanolom i propilen glikolom. Sporo se topi

u vodi (124 mg/L pri 20 °C) te korodira na metalima.



Cl Cl O

Slika 3. Kemijska struktura klorfenvinfosa®

Ne pravilnim rukovanjem lako dospijeva u tlo. Ispiranjem tla kiSom dospijeva u povrsinske i
podzemne vode, a isparavanjem u zrak. Kod zivotinja i ljudi, velike doze klorfenvinfosa
ostavljaju posljedice na ziv¢ani sustav, sli¢ne djelovanju ¢istog nikotina i muskarina. Simptomi
izlozenosti ukljucuju glavobolju, anksioznost, zbunjenost, zamuéen vid, poteSkoce s disanjem,
nesvjesticu, a prilikom uno$enja visokih doza direktno u organizam, zabiljezeni su slucajevi
smrti. Smatra se iznimno opasnom kemikalijom, medutim kancerogena svojstva nisu

dokazana.?*

2.2.4. 1zoproturon

Izoproturon (C12H18N20) ili 3-(4-isopropilfenil)-1,1-dimetilurea je selektivni herbicid koji se
koristi radi kontrole godisnjih trava i Sirokolisnih korova. Molarna masa isoproturona je
206,289 g/mol, a topljivost u vodi 72 mg/L pri 20 °C. Isoproturon je bezbojna kristali¢na tvar

bez mirisa.?>?% Kemijska struktura isoproturona prikazana je na slici 6.
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Slika 4. Kemijska struktura isoproturona?’

U povrsinske i podzemne vode dospijeva raspr§ivanjem po poljoprivrednim zemljistima ili
ispuStanjem otpadnih tokova iz proizvodnih postrojenja, gdje je iznimno postojan i sporo

hidrolizira. Fotokemijskom razgadnjom nastaju fotometaboliti odnosno 3-(4-izopropilfenil)-1-



metilurea, 3-(4-izopropilfenil)urea, 4,4'-diizopropilazobenzene i 4,4'-diizopropilazoksibenzen.
Vrijeme poluraspada pri umjerenim klimatskim uvjetima tla je 40 dana, a u vodi 30 dana.?®
Izoproturon se smatra umjereno toksi¢nim prilikom kratkotrajnog izlaganja. Nije genotoksi¢an,
ali uzrokuje povecanje jetre. Istrazivanjem na muSkim i Zenski Stakorima je pokazalo da
uzrokuje stvaranje hepatocelularnih tumora pri visokim dozama. Ne smatra se kancerogenim,

ali moze potaknuti stvaranje tumorskog tkiva.?®



2.3. Farmaceutici

Farmaceutici su spojevi koji se koriste za lije¢enje ili sprje¢avanje bolesti kod ljudi i Zivotinja.?®
Trenutno se u svijetu koristi oko 4000 aktivnih farmaceutskih supstanci, ¢ija je godiSnja
proizvodnja veca od 100000 tona. Zajedno sa porastom potrosnje farmaceutika, kako u humanoj
tako i u veterinarskoj medicini, raste i zabrinutost zbog njihovog otpustanja u okolis, zbog
moguceg utjecaja na zdravlje ljudi te kopnene i vodene ekosustave uslijed dugoro¢nog izlaganja
ovakvim spojevima. S obzirom da za farmaceutske spojeve nisu doneseni kriteriji za procjenu
ekotoksikoloskog rizika, nije predvideno ni njihovo stalno pracenje u okolisu. Farmaceutici
pripadaju grupi novih onecis¢ivala, koji obuhvacaju Sirok spektar spojeva razlicitih struktura,
funkcija, ponaSanja 1 aktivnosti. To su ve¢inom organski spojevi ¢ija je molarna masa od 200
do 500 daltona, razvijeni kako bi izazvali bioloski ucinak. lako se njihova prisutnost u okolisu
mjeri u mikrogramima i nanogramima, oni su sveprisutni, s obzirom da je brzina kojom se

ispustaju u okoli§ mnogo veca od brzine njihove degradacije i transformacije.>*

Zivotni ciklus farmaceutika zapoginje proizvodnjom u farmaceutskoj industriji, koja se smatra
jednim od najvecih izvora onecis¢enja kopnenog i vodenog ekosustava. lako se otpadne vode
kontaminirane farmaceuticima podvrgavaju procesima obrade, farmaceutski aktivne tvari ¢esto
dospijevaju u povrsinske i podzemne vode te tlo. Nakon proizvodnje lijekovi se koriste u
humanoj i veterinarskoj medicini. Prilikom konzumacije lijeka, ljudsko tijelo ne moze u
potpunosti apsorbirati aktivne tvari pa se jedan dio lijeka izlu¢uje nepromijenjen, a drugi dio
prolazi kroz niz metabolickih procesa, $to rezultira stvaranjem razli¢itih metabolita. Takvi
metaboliti, zbog vece polarnosti ¢esto bivaju bolje topljivi u vodi, stoga su i otrovniji od
pocetnog spoja. Nakon izlu¢ivanja iz organizma, farmaceutici i njihovi metaboliti dospijevaju
u komunalne otpadne vode, odakle se, ovisno o ucinkovitosti obrade i samom sastavu spoja,
ispuStaju u vodeni okoli§. Nedavna istrazivanja farmakoloSkih ostataka, prvenstveno u
Njemackoj, pokazala su da je uklanjanje visokih i srednjih polarnih lijekova u op¢inskim

postrojenjima za pro¢is¢avanje otpadnih voda ¢esto nepotpuno, u rasponu od 60 do 90 %.1:%°

Takoder, farmaceutici u okoli§ dospijevaju nepravilnim odlaganjem neiskoristenih lijekova iz
bolnica, te putem farmi, na kojima se lijekovi dodaju u hranu za zivotinje s ciljem poboljsanja
rasta, kao i za lijeCenje ili prevenciju bolesti. S obzirom da su lijekovi bioloski aktivni spojevi,
razvijeni s ciljem stvaranja bioloSkog ucinka, cak 1 male koncentracije u okoliSu mogu

nepoZeljno djelovati na ljude i Zivotinje.
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17a-etinilestradiol, koji se S$iroko koristi kao oralni kontraceptiv, je mozda jedan od
najpoznatijih farmaceutika u vodenom okolisu. Godine 1999. objavljeno je prvo izvjesée o
pojavljivanju 17a-etinilestradiol-a u ameri¢kim povrsinskim vodama.®® Naime, pojava
sinteti¢kog estrogena 17a-etinilestradiol-a i endogenog estrogena 17p-estradiol-a u americ¢kim
otpadnim vodama je identificirana kao glavni uzrok reproduktivnim oboljenjima u riba, s
obzirom da imaju sposobnost izazvat feminizaciju ili hermafroditske uc¢inke na muzjake riba i
to u podru¢jima rijeka koje se nalaze nizvodno od postrojenja za obradu otpadnih voda.l
Vazno je napomenuti da se endogeni steroidni hormoni obi¢no pojavljuju pri daleko ve¢im
koncentracijama od sintetickih, zbog Cinjenice da sva ziva stvorenja ove hormone izlu¢uju kao
dio svog prirodnog ciklusa.®! Osim efekata 17a-etinilestradiol-a, otkriveno je da je lijek
diklofenak, na trzistu poznat kao Voltaren, skoro uzrokovao izumiranje indijskih i bengalskih
tankokljunih supova. Velik broj istrazivanja je usmjeren na djelovanje antibiotika u okolisu.
Naime, dugoro¢no izlaganje bakterija malim koncentracijama antibiotika, dovodi do pojave
rezistentnosti tih bakterija. Na taj nacin veliki broj infekcija postaje ne izljeCivim od strane
postojecih antibiotika, Sto bitno ugrozava zdravlje ljudi i zivotinja. Vise od 70 % bakterijskih
vrsta je neosjetljivo na barem jedan antibiotik, dok mnoge vrste pokazuju visestruku
rezistentnost. Kada dospiju u vodeni okolis, antibiotici reagiraju sa sredstvima za obradu voda,
tvoreéi kemijske spojeve koje su &esto toksi¢nije od polaznog farmaceutskog spoja.t U daljnjem
tekstu osvrnut ¢emo se na svojstva Sest farmaceutika koji su koriSteni u ovome radu:

eritromicin, azitromicin, oksitetraciklin, deksametazon, karbamazepin, diklofenak.
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2.3.1. Eritromicin i azitromicin

Eritromicin  (Cs7He7NO13) je bakteriostaticki makrolidni antibiotik kojeg proizvodi
Streptomyces erythreus. Molarna masa eritromicina je 733,937 g/mol, a topljivost u vodi 2000
mg/L pri 28 °C. Zajedno sa azitromicinom i tilosinom, ezitromicin je pronaden u podzemnim i
povrsinskim vodama, te tlu. Najvecéa zabiljezena koncentracija u otpadnim tokovima je izmedu
200 i 6000 ng/L, u povrsinskim vodama, 10-1700 ng/L, a u podzemnim do 50 ng/L. Koristi se

za lijedenje bakterijskih infekcija. Kemijska struktura eritromicina prikazana je na slici 8.3%3*

Slika 5. Kemijska struktura eritromicina®

Azitromicin (CasH72N2012) je polusintetski makrolidni antibiotik. To je bijela krutina, ¢ija je
molarna masa 748,996 g/mol, a topljivost u vodi 2,37 mg/L pri 25 °C. Najveca zabiljezena
koncentracija u otpadnim tokovima je 63 ng/L, u povrSinskim vodama 3 ng/L, a u podzemnim

do 257 ng/L. Koristi se za lijecenje spolnih bolesti, urogenitalnih infekcija i sl.3+3®
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Slika 6. Kemijska struktura azitromicina®’
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2.3.2. Oksitetraciklin

Oksitetraciklin (C22H28N2011) je najcesce koriSteni veterinarski antibiotik. Posjeduje Sirok
spektar antimikrobnog djelovanja, ukljucujuéi blokiranje prijenosa RNA i sprjecavanje sinteze
proteina. Oksitetraciklin se slabo adsorbira i metabolizira u organizmu lijeenih zivotinja, zbog
Cega se Cesto, nenamjerno, otpusSta u okoli§ putem izmeta ili urina. Kao rezultat toga,
nepovoljno utjeéu na aktivnosti i funkcije mikrobioloske zajednice tla.*® Ovaj farmaceutik je
pronaden u povrSinskim, podzemnim te otpadnim vodama. U SAD-u su zabiljeZene
koncentracije do 0,34 pg/L u povrsinskim vodama, dok su u otpadnim tokovima jedne od
najvecih tvornica za proizvodnju oksitetraciklina u Kini, pronadene koncentracije izmedu 20 i
800 mg/L. Oksitetraciklin u okoliSu uzrokuje selekciju mikroorganizama, zbog ¢ega nastaju
vrlo otporne bakterije i patogeni organizmi. Konvencionalne metode uklanjanja onecis¢enja iz
vode, kao §to su degradacija i kloriranje, nisu u¢inkovite, zbog bioloske i kemijske stabilnosti
oksitetraciklina.®® Molarna masa oksitetraciklina je 496,469 g/mol, a topljivost u vodi 313 mg/L

pri 25 °C. Kemijska struktura oksitetraciklina je prikazana na slici 7.4

@) O HO OH OH

Slika 7. Kemijska struktura oksitetraciklina*!

2.3.3. Deksametazon

Deksametazon (Cz2H20FOs) je sintetski kortikosteroidni hormon koji ima protuupalno
djelovanje. Najéesce se koristi u obliku deksametazon natrijev fosfat, pri lije¢enju ljudi i
zivotinja. Deksametazon dolazi u obliku bijelog praha, bez boje i mirisa. Molarna masa
deksametazona je 392,467 g/mol, a topljivost u vodi 89 mg/L pri 25 °C.*2 Koristi se za lije¢enje
Sirokog spektra bolesti ukljuéujuéi autoimune bolesti, alergije, upale, astmu i sl.** Kao i brojni
drugi farmaceutici, deksametazon Cesto dospijeva u okoli$, kao rezultat ne efikasnog

procisc¢avanja otpadnih voda farmaceutske industrije, ali i medicinskih ustanova. Zbog bitnog
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porasta u uporabi, u Kini je zabiljezena koncentracija do 1050,90 ng/L otpadne vode, prilikom

analize u postrojenju za obradu otpadne vode.*

O

Slika 8. Kemijska struktura deksametazona®

2.3.4. Karbamazepin

Karbamazepin (C1sH12N20) je farmaceutik koji se koristi za lijecenje epilepti¢nih napadaja, za
ublazavanje neuralgije te za cijeli niz mentalnih poremecaja. Molarna masa karbamazepina
iznosi 236,27 g/mol, a topljivost u vodi 17,7 mg/L. Prilikom konzumacije karbamazepina, tek
se 72 % lijeka apsorbira u organizmu, dok 28 % ostaje nepromijenjeno te se ispusta u okolig.*
Prema istrazivanjima Y. Zhang i suradnika®®, godisnja potrosnja karbamazepina 1999. godine
u Njemackoj, je iznosila 87 tona. Samo tri godine nakon, u Berlinu je zabiljezena koncentracija
do 1075 ng/L karbamazepina u ispitivanim povrsinskim vodama, te izmedu 210-610 ng/L u

podzemnim vodama.*’

N

OJ\NHQ

Slika 9. Kemijska struktura karbamazepina“®
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2.3.5. Diklofenak

Diklofenak (C14H1:CIoNO2) je derivat fenilacetiéne kiseline, razvijen prvenstveno kao
antireumatik, po¢etkom 70-ih godina.*® Ubraja se u grupu ne steroidnih, protu-upalni lijekova
(engl. Nonsteroidal Anti-inflammatory Drug, NSAID). Na trzistu se naj¢es¢e moze pronaéi u
obliku Voltaren tableta ili gela, a koristi se za lijeCenje artritisa, reume, dismenoreje te niza
drugih stanja. Molarna masa diklofenaka iznosi 296,16 g/mol, a topljivost u vodi 23,7 mg/L pri
25 °C. 2007. godine je prodano 877 tona diklofenaka u 76 velikih zemalja, za koje se smatra da
zauzimaju 96 % globalnog farmaceutskog trzista. S obzirom na Siroku upotrebu, diklofenak se
¢esto nalazi u vodenom okolisu. Najveca koncentracija diklofenaka (1030 ng/L) u povrsinskim
vodama zabiljezena je u Berlinu, 2002. godine, iako su uobicajne vrijednosti u vecini slucajeva
ispod 100 ng/L. Istrazivanjem je utvrdeno da diklofenak ima visok faktor zadrzavanja (R¢= 2,0-
2,6), $to ukazuje da ima slabu pokretljivost u podzemnoj vodi. lako je u vodoopskrbnom
podrucju postrojenja za pitku vodu u Berlinu zabiljezena koncentracija diklofenaka do 380
ng/L, koncentracije diklofenaka u podzemnoj vodi su inace niske ili ispod granica detekcije.*®

Kemijska struktura diklofenaka prikazana je na slici 10.

Cl

NH
Cl OH

O

Slika 10. Kemijska struktura diklofenaka®

15



2.4. Napredni oksidacijski procesi

U posljednje vrijeme zabiljeZena je poprilicno brza evolucija istrazivackih aktivnosti Cija je
tematika posvecena iskljuéivo zastiti okolisa. Jedan od razloga je zabrinutost po pitanju
minimalizacije utjecaja ispustanja otpadnih voda u okolisu. Fizikalno-kemijski i bioloski
procesi, koji se i danas koriste za obradu otpadnih voda, dosegli su takozvanu razvojnu zrelost,
stoga su otvorena vrata razvoju novih tehnologija, ¢ija je zadaca zadovoljiti ograni¢enja
utvrdena propisima o zastiti okoliSa. Ove nove tehnologije su pogotovo bitne za obradu
industrijskih otpadnih voda, s obzirom da mikroorganizmi prilikom bioloske obrade, ne mogu
efikasno djelovati na kompleksne molekule antropogenog porijekla. Zbog toga je uniStavanje
toksicnih oneciS¢ujuci tvari kao i1 onih jednostavnih bioloSkih neprihvatljivih spojeva u vodi
pronadeno u obliku novih, nebioloskih tehnologija.>*2® Napredni oksidacijski procesi (engl.
Advanced oxidation processes, AOP) su procesi u kojima pod utjecajem kemijske, elektri¢ne
ili energije zracenja nastaju vrlo reaktivne Cestice, u koli¢ini koja je dovoljna da oksidiraju
vecinu kompleksnih spojeva prisutnih u otpadnoj vodi u uvjetima atmosferskog tlaka i
temperature. Temeljna prednost ovakvih procesa u odnosu na ostale procese obrade vode, je
brza i izrazito destruktivna priroda koja rezultira djelomi¢nom ili potpunom mineralizacijom
organskih onecisc¢ivala, do ugljikovog dioksida i vode ili barem njihova transformacija u manje
opasne spojeve, uz minimalno nastajanje sekundarnog otpada.*°? Ovisno o naginu stvaranja
radikala, napredni oksidacijski procesi se najces¢e dijele na fotokemijske, kemijske,

fotokataliticke, mehanicke i elektri¢ne procese.* Fotokemijski procesi se dijele na:

e UV/H:02

o UV/S;08%

e UV/Os

e Foto-fenton procesi

e Heterogena fotokataliza

Ucinkovitost razli¢itih naprednih oksidacijskih procesa ovisi o brzini stvaranja slobodnih
radikala i vremenu kontakta izmedu radikala i organskih spojeva.*>* U Tablici 3. prikazana su
najéesce koristena oksidacijska sredstva zajedno sa njihovim redoks potencijalima s obzirom

na normalnu vodikovu elektrodu:
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Tablica 3. Redoks potencijali razli¢itih oksidansa.

55,56

Oksidacijsko sredstvo Reakcija redukcije E°(V, 25°C)
F2 Fo+2e - 2F 2,87
HQe 2HQOe + 2H" + 2¢” — 2H,0 2,80
SO4e~ SOse +e& — S04 2,60
Os O3+ 2H* +2e — 02 +H20 2,07
H202 H>0, + 2H" + 2e- — 2H,0 1,78
HOze HOze + 2H" + 2e- — 2H20 1,70
Cl; Clo+2e— 2CI- 1,36
02 O2+ 4H" + 4e” — 2H,0 1,23

Zbog koristenja skupih reaktanata kao $to su H20> ili Os te jakih izvora energije, napredni

oksidacijski procesi se smatraju velikim financijskim izazovom, zbog cega i danas ne

predstavljaju ozbiljnu 'prijetnju’ konvencionalnim procesima obrade.>’
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2.4.1. Napredne oksidacijske tehnike temeljene na hidroksilnom radikalu

Napredne oksidacijske tehnike se temelje na fizikalno-kemijskim procesima kojima je cilj
proizvesti duboke promjene u strukturi kemijskih vrsta. Ovaj koncept su u samim pocetcima
utvrdili Glaze i suradnici®®®°, koji su definirali napredne oksidacijske procese kao procese koji
ukljuCuju generiranje i upotrebu vrlo moénih hidroksilnih (HO<) radikala. Ove vrste mogu
nastati primjenom fotokemijskih sredstava ili primjenom drugih oblika energije, te su pokazale
visoku u¢inkovitost za oksidaciju organskih tvari.®® HO» radikali su iznimno reaktivne vrste,
imaju vrlo visok redoks potencijal (E°= 2,80 V) te vrSe neselektivnu oksidaciju organskih
molekula, pri ¢emu se konstante brzine reakcije nalaze u opsegu od 10° do 10° M s1,6061

Organsko oneci$éenje napadaju primjenom &etiri glavna mehanizma®293;

1. Adicija radikala

HO+ + R2.C=CR2 —» R2(HO)C-R2* (1)
2. Apstrakcija vodika
HO+ + RH — R+ + H20 (2)
3. Prijelaz elektrona
HO+ + RX = XR+*+ HO™ (3)
4. Kombinacija radikala
HO+ + HO+ — H.0> (4)

2.4.2. Kombinirana oksidacija uz UV-C i vodikov peroksid

Vodikov peroksid je jako oksidacijsko sredstvo koje se najéescée koristi kao dezinficijens te za
uklanjanje niskih razina onecis¢enja iz otpadnih voda. Medutim, kada se koristi za tretiranje
voda sa visokim koncentracijama onecis¢enja, zbog niskih brzina reakcije, njegova reaktivnost
je ogranicena. Oksidacijska mo¢ vodikova peroksida se znatno povecava pucanjem veza
izmedu dva kisika u molekuli vodikova peroksida, pri ¢emu nastaju hidroksilni radikali. Takvo
pucanje veza se javlja kao rezultat ozra¢ivanja otopine onecis¢ujuce tvari koja sadrzi vodikov

peroksid, sa UV svjetlo§¢u valnih duljina manjih od 280 nm>2°®;
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H202+ hv — 2HO- (5)

Fotoliza vodikova peroksida se vr$i pomocu nisko ili srednje tla¢ne zivine lampe, prilikom Cega
se 50 % proizvedene energije izgubi u obliku topline ili emisije svjetlosti manje od 185 nm,
koju apsorbira kvarcna kiveta.>® Ovakav proces je puno uéinkovitiji u alkalnom mediju, jer se
koncentracija konjugiranog aniona vodikova peroksida povecava s pH, a ova vrsta ima veci
apsorpcijski koeficijent (¢ = 240 L mol™* cm™ pri 254 nm) od vodikova peroksida (¢ = 19,6 L
mol™* cm™ pri 254 nm), $to rezultira veéom apsorpcijom svijetla i ve¢om koncentracijom HO»
radikala. Medutim, potrebno je izbjegavati previsoke pH vrijednosti, jer hidrogenkarbonatni i
karbonatni ioni (HCO3/C0O3%), &ije porijeklo moze biti mineralizacija ili su pak prisutni u vodi,
pokazuju efekt hvataca slobodnih radikala (engl. Scavanger effect) jer mogu reagirati sa

hidroksilnim radikalima i na taj na¢in smanjuju njihovu koncentraciju u otopini®*®>6:

HO+ + HCO3 — COgz + H,0 (6)
HO« + CO32 — COz* + HO™ (7)

Stoga je u svim naprednim oksidacijskim procesima potrebno paziti na promjene pH uslijed
mineralizacije, jer dokazano utjeCu na brzinu reakcije. Primjenom UV-C/H.O: procesa,
utvrdeno je da brzina reakcije uklanjanja ovisi o koncentraciji vodikova peroksida. U trenutku
kada koncentracija vodikova peroksida postane veca od one koja se smatra optimalnom, dolazi

do smanjenja brzine uslijed rekombinacije hidroksilnih radikala:

HO- + H202 — H20 + HO2e (8)
HO2+ + H202 — H20 + HO» + O ©)
2HO2+ — H202+ O (10)

HO2+ + HO» — H,0 + O (11)

Stoga je za ovaj reakcijski sustav potrebno odrediti optimalnu dozu vodikova peroksida, pri
kojoj ¢e se posti¢i maksimalnu uklanjanje ciljane tvari. Andreozzi i suradnici® su zakljucili da
optimalna doza vodikova peroksida iznosi 0,01 mol L, te svako daljnje dodavanje ne pokazuje

uc¢inkovitost prilikom oksidacije metola.®*
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2.4.3. Reakcije temeljene na sulfatnom radikalu

Dok se tipi¢ni napredni oksidacijski procesi temelje na oksidaciji organskog oneciS¢enja
hidroksilnim radikalima, u novije vrijeme, sve se vise istraZzuje upotreba alternativnih
oksidansa. Jedan od takvih oksidansa je peroksidisulfat (S:0s?), ¢iji standardni elektrodni
potencijal iznosi 2,05 V. To je vrlo stabilna, visoko topljiva, relativno bezopasna te ekoloski
prihvatljiva sol, koja naj¢es¢e dolazi u obliku natrijeva peroksidisulfata, Na>S2Os ili kalijeva
peroksidisulfata, K2S>0s. Reakcije peroksidisulfata su na sobnoj temperaturi spore, pa se stoga
mogu ubrzati zagrijavanjem ili zradenjem, te se time ubrzava razgradnja S;0s? u dva SOass~

radikala po jednom apsorbiranom kvantu zra¢enja*°L:

S:08% + hv — 2S04ge (12)

Sulfatni radikali, SO4+", ¢iji je standardi elektrodni potencijal izmedu 2,50 i 3,10 V, smatra se
jakim oksidacijskim sredstvom, koje zbog svoje snazne sposobnosti primanja elektrona,
omoguéuje degradaciju spojeva koji su otporni ¢ak i na hidroksilne radikale.>*®! Reaktivnost
sulfatnog radikala je neovisna o pH, dok se na primjer ucinkovitost uklanjanja organskog
oneciS¢enja hidroksilnim radikalima smanjuje sa poveéanjem pH. Pri neutralnim pH
vrijednostima, sulfatni radikali su pokazali vecu reaktivnost od hidroksilnih radikala. Ovo je
bitna prednost ovakvih procesa, s obzirom da omoguéuje izbjegavanje koriStenja dodatnih
kemikalija u svrhu podeSavanja pH vrijednosti. Sulfatni radikali imaju duZi Zivotni vijek (3-
4x107 s) te vrlo visoke reakcijske brzine. Kod naprednih oksidacijskih procesa sa SO4e~, efekt
hvataca manje dolazi do izrazaja nego kod hidroksilni radikala, zbog Cega se stvaraju vece
koncentracije SO4+~ radikala te se poboljsava kinetika reakcije u tesko one¢is¢enoj vodi.>

Primjenom UV-C/S;0s? procesa, moze doc¢i i do stvaranja hidroksilnih radikala prema
66

sljede¢im reakcijama

SOz + H20 — SO4* + HO» + H* (13)
SOs+” + HO™ — SO4* + HO» (14)
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2.5. Toksi¢nost

Vaznost toksikoloskih ispitivanja je u utvrdivanju posljedica djelovanja ispitivanih uzoraka
vode na odabrani test organizam te pracenje utjecajnih ¢imbenika u odredenom vremenskom
razdoblju. Testovi toksi¢nosti koriste se u svrhu ocjenjivanja onecis¢enja vodenih medija, s
obzirom da klasi¢ne fizikalne i kemijske metode ne mogu dati potrebne informacije o mogu¢em
Stetnom utjecaju onecis¢ivala na zive organizme. Trenutno se u svijetu koriste razne metode za
ispitivanje toksi¢nosti, a izbor samog test organizama ovisi 0 brojnim ¢imbenicima, od koji su
najbitniji vrsta vodenog medija koji se ispituje te osjetljivosti ispitivane vrste prema toksi¢noj
tvari 1 cimbenicima koji se prate. Za odredivanje grani¢ne vrijednosti tolerancije pri izlaganju
odabranih test organizama utjecaju razli¢itih toksi¢nih tvari, Koriste se eksperimentalne

ekoloske metode ili biotestovi, od kojih je najéesée koristen test temeljen na mortalitetu.®’

Postoje akutni i kroni¢ni testovi toksi¢nosti. Cilj akutnih testova je odrediti koncentraciju ili
uvjete (npr. temperatura ili pH) pri kojoj ispitivani uzorak izaziva $tetni uéinak na skupinu
testnih organizama tijekom kratkotrajne izlozenosti pri kontroliranim uvjetima. Smrtnost je
obi¢no izrazena kao srednja letalna koncentracija (LCsp), Sto ubija ili imobilizira 50 % testnih
organizama tijekom 24-96 sati. Cilj kroni¢nih testova toksi¢nosti je odrediti koncentraciju
ispitivanog uzorka koja ima negativan utjecaj na testne organizme tijekom dugotrajne
izloZenosti pod kontroliranim uvjetima. Za razliku od akutnih testova toksi¢nosti, kronicni
testovi ne procjenjuju samo smrtnost, nego i posljedice koje je ispitivani uzorak imao na testni
organizam, kao §to su abnormalni razvoj, reprodukcija (ukupni broj mladih pojedinaca) 1
vitalnost potomstva, ponasanje pojedinaca, fizioloske parametre te histologiju. Kroni¢ni testovi

mogu trajati od 7 do 60 dana.®®
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2.5.1. Pojava bioluminiscencije

Pojava bioluminicencije se smatra fenomenom, koji se pojavljuje medu razli¢itim
organizmima, ukljucujuéi bakterije, protozoe, spuzve, Skoljkase, insekte, ribe te mnoge druge
vrste. Veéina bioluminiscentnih organizama zivi u moru, medutim postoje i mnogi kopneni
bioluminiscentni organizmi, od kojih je najpoznatiji insekt kornja¢. Neka od provedenih
istrazivanja su procijenila da je 60-80 % riba u dubokim morima i oceanima bioluminiscentno.
Zajednicko svim ovim organizmima je da mogu proizvesti i emitirati svjetlost. Naime,
bioluminiscencija je prirodni proces oslobadanja energije u obliku emitiranog svjetla.
Organizmi proizvode kemikaliju luciferin, koja je pigment, i enzim luciferazu. Egzotermnom
reakcijom oksidacije luciferina se oslobada energija u obliku svjetlosti uz pomo¢ enzima
luciferaze. Ovakve vrste reakcija zahtjevaju prisutnost energije i to u obliku adenozin trifosfata.
Adenozin trifosfat je biokemijski nacin skladiStenja i upotrebe energije. Bioluminiscenciju kod
bakterija kontrolira set gena pod nazivom Lux operon, koji su osjetljivi na prisutnost
oneciS¢ujucih tvari, stoga se smanjenje bioluminiscencije kod organizama smatra valjanim

pokazateljem prisutnosti onecis¢enja u vodenom okolisu.

Bioluminiscentne bakterije se mogu podijeliti u tri grupe. Photobacterium i Vibrio koje
obitavaju u morskom okolisu te Photorhabdus, koje pripadaju kopnenom okolisu. Bakterije
formiraju simbiotski odnos s organizmom domacina. U ovom odnosu, domacin pruza hranjivu
sredinu bakterijama, a zauzvrat koristi luminiscenciju kao zastitu od grabeZljivaca ili kao

kamuflazu.%

2.5.2. Ispitivanje toksi¢nosti na Vibrio fisherima

Za ispitivanje toksi¢nosti, koriStena je njemacka standardna metoda DIN 38412-L-34. To je
bioluminiscentna metoda, prilagodena testiranju industrijskih otpadnih voda. Metoda ukljucuje
testove kratkog trajanja (15 min), a kao test organizmi koriste se fluorescentne bakterije.’
Ispitivanje toksi¢nosti pesticida i farmaceutika provedeno je bakterijom Vibrio fischeri. Vibrio
fisheri su gram negativne bakterije koje se u morskom okolisu mogu na¢i samostalne ili u
simbiozi sa eukariotskim domac¢inom. Odredeni bioluminiscentni sojevi Vibrio fishera stvaraju
simbiotske odnose s morskim lignjama (slika 11.) i ribama. Proizvodnja svjetlosti bakterije

Vibrio fisheri, izravno je proporcionalna metaboli¢koj aktivnosti bakterijske populacije, a svaka
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inhibicija enzimske aktivnosti uzrokuje odgovaraju¢e smanjenje bioluminiscencije. Stoga ¢e
izlaganje ovih bakterija toksi¢nim tvarima uzrokovati pad luminiscencije Kkoji je onda

proporcionalan s toksi¢nos¢u ispitivane tvari.”

Slika 11. Mikroskopska slika mlade lignje. Strelica prikazuje organ, veli¢ine 1 mm, u kojem

su smjesteni Vibrio fisheri.”
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2.6. Biorazgradivost

U zadnjih nekoliko desetljeca, propisi o kakvoci vode postaju strozi zbog sve veceg drustvenog
interesa za okoli$. Podrucje koje pogotovo izaziva zanimanje i zabrinutost su otpadne vode koje

sadrze topljive organske spojeve koji su toksi¢ni ili bioloski nerazgradivi.”

Jedan od najvaznijih procesa za uklanjanje oneci$¢enja iz okolisa je biorazgradivost koja se
moze definirati kao bioloski katalizirana redukcija kompleksne kemikalije. Biorazgradnjom se
najéeS$ce postize kompletna konverzija kompleksnih molekula do anorganskih produkata,
odnosno mineralizacija. Biorazgradivost oneciS¢enja najceS¢e ovisi o tri glavna faktora:
mikroorganizmima koji imaju sposobnost razgradnje specifi¢nih kemijskih struktura, okolisSnim
uvjetima koji dopustaju rast mikroorganizama i upotrebu njihovih razgradnih enzima te fizicki
kontakt izmedu oneciséivala i mikroorganizma. U procesu mineralizacije one¢isé¢enja u okolisu,
sudjeluju Archaebacteria, prokarioti i eukarioti (gljivice, alge, kvasci i protozoa). Ovi
organizmi vrlo lako razlazu i mineraliziraju molekule prirodnog porijekla, medutim kod

prisutnosti ksenobiotika u okoli$u, razgradnja postaje otezana.”

Najsuvremeniji testovi za odredivanje biorazgradivosti onecis¢ujucih tvari temelje se upravo
na koristenju bakterija i gljivica. Prilikom izlaganja oneciS¢enju, ove vrste pokazuju iznimnu
osjetljivost na svaku promjenu okoli$nih parametara (temperatura, pH, salinitet, koncentracija
kisika, redoks potencijal, prisutnost toksi¢nih komponenti). Stoga biorazgradivost onecis¢enja

bitno ovisi o okolisu u kojem se one¢iéenje nalazi.”

U svrhu odredivanja biorazgradivosti ispitivanih pesticida i farmaceutika, u ovom radu su
analizirane kemijska potrosnja kisika, KPK i biokemijska potrosnja kisika, BPK. Poznato je da
je BPKs standardni test za odredivanje koli¢ine kisika koju mikroorganizmi trose prilikom
oksidacije organske tvari u vremenu od 5 dana, a KPK je standardni test za odredivanje
potro$nje kisika koriStenjem jakog oksidansa, tijekom razgradnje organske i anorganske tvari u
vremenu od 90 do 180 minuta. Stoga omjer BPKs/KPK sluzi kao dobar pokazatelj
biorazgradivosti otpadnih voda, jer daje uvid u udio organskih tvari prisutnih u otpadnoj vodi,
koja je bioloSki razgradljiva pod aerobnim uvjetima tijekom predodredenog vremenskog
perioda. Otpadne vode ¢iji je BPKs/KPK omjer > 0,4 se smatraju biorazgradivim, dok se

otpadne vode ¢iji je BPKs/KPK omjer izmedu 0,2 i 0,3 smatraju djelomi¢no

biorazgradivima.”>"®
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2.6.1. Kemijska potrosnja kisika

Kemijska potrosnja kisika (KPK) se definira kao koli¢ina specifi¢nog oksidansa koja reagira sa
uzorkom pri kontroliranim uvjetima. Jaki kemijski oksidansi se u kiseloj otopini zagrijava s
ciljem oksidacije organskog ugljika na ugljikov dioksid i vodu. Koli¢ina potrosenog oksidansa
se izrazava kao ekvivalent kisika. Rezultati KPK testova se, za isti uzorak, mogu koristiti za
procjenu BPK, s obzirom da postoji empirijska odnos izmedu pokazatelja (KPK, BPK i TOC).
Kemijska potroSnja kisika se ve¢ duze vrijeme koristi kao pokazatelj oneciS¢enja vode.
Prednost ovakvih testova je da toksicnost ispitivanih uzoraka ne utjece na oksidanse te kratko
vrijeme analize (90-180 min), zbog Cega se ostvaruje brza ocjena kakvocée vode i kontrola

samog procesa.’®

Prema pravilniku o izmjenama i dopunama pravilnika o grani¢nim vrijednostima emisija

otpadnih voda (NN 3/2016), grani¢ne vrijednosti emisija za pokazatelje: KPK = 125 mg O2/L."’

2.6.2. Biokemijska potrosnja kisika

Biokemijska potrosnja kisika (BPK) je mjera koli¢ine kisika, izrazena u mg O>/L ili ppm, koju
mikroorganizmi uzimaju iz vode, kada oksidiraju organsku tvar. Proteini, ugljikohidrati
(celuloza, skrob, Seceri), ugljikovodici i1 drugi materijali koji sadrZe organsku tvar, u vodeni
okoli§ dospijevaju iz prirodnih izvora ili kroz onecis¢enje. Mikroorganizmi se u vodi mogu
razmnozavati samo kada su organske tvari dostupne kao hrana i kada je kisik dostupan za
oksidaciju. Okoprilike 1/3 hrane koju bakterije konzumiraju se pretvori u stani¢ni materijal,
dok 2/3 oksidiraju u ugljikov dioksid i vodu biokemijskim djelovanjem bakterija koristec¢i kisik
otopljen u vodi. Koli¢ina kisika koju bakterije potrose se racuna tako da se koli¢ina kisika koja
ostane nakon inkubacije od 5 dana usporedi sa koli¢inom kisika koja je bila prisutna na pocetku
(nulti dan).

Koli¢ina kisika otopljenog u vodi na sobnoj temperaturi iznosi 8 mg/L, pri zamrzavanju se
povecava do 14,6 mg/L. Takoder, potroSnja kisika se povecava pri visokim barometarskim
tlakovima dok je na tocki vrenja vode, topljivost kisika nula. Potrebno je petodnevno razdoblje
za odredivanje BPKs parametra. Biokemijska potrosnja kisika se ve¢ duze vrijeme Koristi kao
pokazatelj oneciS¢enja vode. Ako otpadna voda s visokom vrijednosti BPK dospije u vodeni

okolis, bakterije iz rijeke ¢e oksidirati organsku tvar i tako potrositi kisik brze nego Sto se kisik
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otapa iz zraka, te na ¢e na taj nacin ribe i ostali vodeni organizmi umrijeti zbog nedostatka
kisika.”®

Prema pravilniku o izmjenama i dopunama pravilnika o grani¢nim vrijednostima emisija

otpadnih voda (NN 3/2016), grani¢ne vrijednosti emisija za pokazatelje: BPKs = 25 mg O2/L.”’
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Pribor i kemikalije

Za izvedu eksperimenta koriSteno je standardno laboratorijsko posude te reaktor, koji se
specificno koristi za izvedbu naprednih oksidacijskih procesa, zajedno sa magnetnom

mijesalicom i UV lampom.
Kemikalije koriStene za pripremu otopina farmaceutika i pesticida su:

e ultra Cista voda

e alaklor, ALC, 99,8 %, Sigma-Aldrich

e diuron, DIU, 99,6 %, Sigma-Aldrich

e klorfenvinfos, CFP, 97,1 %, Sigma-Aldrich
e izoproturon, IPT, 99,8 %, Sigma-Aldrich

e eritromicin, ERM, 99,8 %, Sigma-Aldrich

e azitromicin, AZT, 99,8 %, Sigma-Aldrich

e oksitetraciklin, OXY, 99,8 %, Sigma-Aldrich
e deksametazon, DXT, 99,8 %, Sigma-Aldrich
e karbamazepin, CBZ, 99,6 %, Sigma-Aldrich
e diklofenak, DCF, 99,6 %, Sigma-Aldrich

Za podeSavanje uvjeta u ispitivanim sustavima koristili su se:

e natrijev hidroksid, NaOH, Kemika, 98%

otopina sumporne kiseline, H.SO4, Kemika, 96%

otopina natrijeva klorida, NaCl, Kemika, pa.a.
vodikov peroksid, Kemika, w(H202)=30,0%

natrijev persulfat, Na;S,0g
Kemikalije koje su koristene za odredivanje toksi¢nosti i biorazgradivosti:

e Bio Fix Lumi Reconstituion sol

e Bio Fix Lumi Medium for freeze-dried luminous bacteria
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3.2. Instrumenti

e BioFix Lumi-10, Luminometar, Macherey-Nagel

e UV/VIS spektrofotometar, Perkin ElImer Lambda EZ 201

e DR 2800 spectrophotometer, Hach Lange

e Prenosivi pH metar, Handylab pH/LF, Schott Instuments GmbH
e HPLC sustav Shimadzu s UV/DAD detektorom

e HPLC sustav Shimadzu s UV/DAD i MS detektorom
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3.3. Provedba eksperimenta

3.3.1. Priprema radnih otopina

Eksperimenti su provedeni koriStenjem sintetskih otopina. Otopine su pripravljene tako da su
se zadani pesticidi i farmaceutici prvo odvagali na preciznoj analitickoj vagi, zatim je ta odvaga
kvantitativno prenijeta u staklene ¢ase. U case s uzorkom je zatim u vise navrata dodavana
destilirana voda, koja se presipala u odmjerenu tikvicu volumena 1000 ml, kako bi se osiguralo
da se cijeli uzorak prenese. U tikvicu je zatim nadoliveno destilirane vode do meniskusa uz
povremeno mijesanje. Pripravljeno je 6 otopina farmaceutika te 4 otopina pesticida. U tablici
4. su prikazane odvagane mase koriStenih pesticida i farmaceutika, te koncentracije prioritetnih

onecis¢ivala u pripravljenim otopinama.

Tablica 4. Odvage i koncentracije pripremljenih otopina

Prioritetno one¢i$éivalo Odvagana masa/ g c (PO)/ mM
ALC 27,0 0,1
AZT 74,9 0,1
CcBz 12,8 0,05
CFP 35,9 0,1
DCF 29,6 0,1
DIU 11,7 0,05
DXT 38,1 0,1
ERM 73,4 0,1

IPT 20,6 0,1
oxXY 46,0 0,1

29



3.3.2. Priprema aparature

Par minuta prije provedbe eksperimenta bilo je potrebno upaliti UV lampu, kako bi se zagrijala
na odgovarajuéu temperaturu. Zatim je menzurom odmjereno 80 mL pripravljenih otopina
pesticida ili farmaceutika, koje su prenesene u ¢asu od 100 ml. Casa je zatim postavljena na
magnetnu mijesalicu, uz dodavanje zadane mase ili volumena oksidacijskog sredstva.
Koristenjem pH elektrode podeSavana je pH vrijednost otopine. Sadrzaj ¢ase je zatim prenesen
u reaktor (slika 12.), ¢iji ukupni volumen iznosi 100 ml, koji se nalazio na magnetnoj mijesalici.
Reaktor je nakon toga zatvoren poklopcem na kojem se nalazila kvarcna kiveta, u koju je
postavljena zagrijana UV lampa.

]

PS

]

6

Slika 12. Shema reaktora koristenog za napredne oksidacijske procese: (1) stakleni reaktor,
(2) kvarcna kiveta, (3) UV lampa, (4) otvor za uzorkovanje,

(5) izvor napajanja, (6) magnetska mijesalica
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3.3.3. Provodenje eksperimenta

Nakon §to je aparatura slozena i otopine pripremljene, zagrijana UV lampa je stavljena u
kvarcnu kivetu §to naznacava pocetak reakcije. Kada je UV lampa postavljena u kivetu, pocelo
se mjeriti zadano vrijeme. Nakon $to je zadano vrijeme proslo, UV lampa je izvadena iz kivete,
a uzorak je prenesen u prethodno ozna¢enu ¢asu. Cistom kapaljkom je uzet mali dio uzorka i
prenijet u vijalu. Uzorci iz vijale su analizirani HPLC-om, koriStenjem prethodno razvijene
metode specifiéno razvijene za svaku pojedinu tvar. Zatim je u bocice preneseno po 15 ml
uzorka za ispitivanje biorazgradivosti i toksi¢nosti. U obje bocice je pH vrijednost podeSena na
7, a u bocicu za odredivanje toksi¢nosti je dodano 300 mg 2 % NaCl. Eksperimentalni dio se

sastojao od tri dijela:

1. Prvi dio eksperimenta je uklju¢ivao proces razgradnje pomo¢u UV lampe, uz dodavanje
odgovaraju¢eg volumena vodikova peroksida (H202), podesavanje pH otopine s vremenom
reakcija razgradnje prioritetnih oneciS¢ivala koje je specifi¢no za svaki ispitivani spoj (tablica

3..

2. Drugi dio eksperimenta je ukljucivao proces razgradnje pomoc¢u UV lampe, uz dodavanje
odgovarajuée mase persulfata (S;0s?>’), podesavanje pH otopine s vremenom reakcija

razgradnje prioritetnih oneci$éivala koje je specifi¢no za svaki ispitivani spoj (tablica 3.).

3. Tre¢i dio eksperimenta je uklju¢ivao odredivanje toksi¢nosti i biorazgradivosti (3.3.4. i
3.35)
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U tablici 5. prikazane su vrijednosti volumena, mase i koncentracije oksidacijskih sredstava te

vremena poluraspada prioritetnih onecisc¢ivala:

Tablica 5. Volumen, masa i koncentracija oksidacijskih sredstava, te vrijeme poluraspada

prioritetnih onecis¢ivala

Prioritetno C(HZOZ) V(HZOZ) tvrijeme C(SZOSZ_) m(82082_) tvrijeme

onecis¢ivalo / mM /ul poluraspada / S/ MM / mg poluraspada / S
ALC 20,0 165,0 15,5 19,2 364,4 4,2
AZT 20,0 165,0 9,0 13,2 250,0 4,4
CBz 9,9 82,0 18,5 10,0 189,5 6,2
CFP 20,0 165,0 23,0 20,0 379,2 3,8
DCF 20,0 165,0 15,5 20,0 380,0 4,2
DIU 10,0 82,4 14,5 10,0 189,7 4.8
DXT 5,2 42,6 7,0 20,0 379,4 4,9
ERM 20,0 165,0 8,6 20,0 380,0 2,8
IPT 20,0 165,0 235 20,0 379,9 7,6
OoXY 20,0 165,0 7,5 15,3 290,5 41

3.3.4. Odredivanje toksi¢nosti bakterijama Vibrio fisheri

U svrhu odredivanja toksi¢nosti prioritetnih oneci$¢ivala, u ovom je radu koristena liofilizirana
luminiscentna bakterija Vibrio fisheri. S obzirom da su ovakve bakterije vrlo osjetljive na
okoli$ne uvjete, nakon provedenog eksperimenta, u 15 ml uzorka odvojenog za odredivanje
toksi¢nosti, podeSena je pH vrijednosti ispitivanih otopina na optimalne uvjete (pH: 6,8-7,2) te
je dodano 300 mg 2 % NaCl. Uzorci su zatim termostatirani na 15 °C. Priprema bakterija
ukljucuje koristenje 1 ml otopine 'Bio Fix Lumi Reconstituion sol' koja se dodaje u boc€icu koja
zadrzava bakteriju Vibrio fisheri. U bocicu se dodaje i 50 ml 'Bio Fix Lumi Medium for freeze
dried luminous bacteria'. Sadrzaj bocCice je zatim prenesen u ¢asu od 100 ml, u kojoj je stajao
15 minuta. Do tada je pripremljena referentna kiveta, odnosno slijepa proba, koja je sadrzavala
bakterijsku suspenziju te 2 % NaCl.

Inhibicija bioluminiscencije izmjerena je na uredaju Lumistox 300 (Dr. Lange GmbH,

Njemacka) nakon inkubacije od 15 min prema standardnoj metodi EN ISO 11348-3. Mjerenje
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je provedeno tako da su se u kivetu za ispitivanje dodavala razliCita razrjedenja ispitivanih
uzoraka te je izmjereno smanjenje luminiscencije bakterija. Uc¢inak inhibicije izrazava se s
ICs09 vrijednosti (engl. half-maximal inhibitory concentration) koja se preracunava u jedinicu

toksi¢nosti (engl. toxicity unit, TU) prema izrazu: TU = (100/ICso%).%%

3.3.5. Odredivanje biorazgradivosti (KPK i BPK)

KPK i BPKs su izmjereni prema standardnim metodama za ispitivanje pitkih i otpadnih voda
(APHA, 2012).

Kemijska potrosnja kisika (KPK) odredivala se koriStenjem seta reagensa LCK 414 COD
proizvodac¢a Hach Lange, UK, prema normi HRN 1SO 15705:2003. Prije same analize, zagrijan
je termostat na 150 °C. Unaprijed pripravljene bocice s uzorcima pesticida i farmaceutika, ¢iji
je pH podesen na optimalne uvjete (pH: 6,8-7,2) su izvadene iz termostata, te je 2 ml iz uzorka
odpipetirano u testne kivete. Kivete su zatim dobro promuckane te stavljene u termostat gdje
su ostavljene 2 sata. Kemijska potrosnja kisika je zatim odredena koristenjem spektrofotometra
marke DR 2800, Hach Lange (slika 13.).

Biokemijska potrosnja kisika (BPK) odredivala se koristenjem seta reagensa LCK 554 BOD
proizvodaca Hach Lange, UK, prema normi HRN EN 1899-1:2004. Unaprijed pripravljene
bocice s uzorcima pesticida i farmaceutika, ¢iji je pH podeSen na optimalne uvjete (pH: 6,8-
7,2) su izvadene iz termostata, te aerirane. Unaprijed pripravljena inokulacijska otopina je
dobro promuckana, kako bi se osigurala ravnomjerna rasporedenost kulture, zatim je 2 ml te
otopine otpipetirano u ¢aSu u koju je nadoliveno 18 ml destilirane vode. Prvi dio analize se
sastojao od ubacivanja tabletica, koje su se nalazile u ¢epu kivete, u samu kivetu, te
nadolijevanjem ispitivanog uzorka da meniskus bude vani. Drugi dio analize je uklju¢ivao
pipetiranje 500 pL razrijedene inokulacijske otopine u kivetu te nadolijevanjem uzorka do vrha
kivete. Biokemijska potros$nja kisika je odredena prvog i 5 dana, koristenjem spektrofotometra

marke DR 2800, Hach Lange (slika 13.).
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Slika 13. Spektrofotometra marke DR 2800, Hach Lange

3.3.6. HPLC metoda

Svaki spoj zahtjeva posebnu metodu radi razli€itih fizikalno-kemijskih svojstava. Na principu
pokusaja i pogreske razvijene su metode za analizu, sve dok nisu dobiveni zadovoljavajuci
parametri analize (dovoljno kratko vrijeme analize). Za dobivanje zadovoljavajuceg
kromatograma bhilo je potrebno izabrati odgovarajucu kolonu s obzirom na prirodu punila,
veli¢inu Cestica te duljinu. Mobilnu fazu je bilo potrebno pravilno izabrati, tj. pravilan omjer
organske i vodene faze kako bi razdvajanje tvari na koloni bilo u¢inkovito i u prihvatljivom
vremenu. Kako bi se tvari uspjele §to bolje razdvojiti, bilo je potrebno podesiti i brzinu protoka
kroz kolonu, a temperaturu kolone konstantno odrzavati na 40 °C. Vecina spojeva moze se
detektirati UV/VIS detektorima, a sami izbor detektora ovisi o prirodi tvari izuzetak su

azitromicini i eritromicini za koje se koristi maseni spektrometar.

Slika 14. HPLC uredaj
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4. Rezultati 1 rasprava

Uredba REACH?®! koja je na snagu stupila 1. lipnja 2007, na zahtjev Europske unije, potice
skupljanje informacija o kemijskim tvarima u svrhu zastite ljudskog zdravlja i okolisa, s
obzirom na opasnosti koje te kemijske tvari predstavljaju. Ova uredba potice razvoj postojecih

i novih metoda za procjenu rizika opasnih kemikalija.

U skladu s ciljevima ove uredbe, cilj ovog rada je bio odrediti toksi¢nost i biorazgradivost
razli¢itih pesticida i farmaceutika tijekom fotooksidacijske razgradnje. Takoder, bilo je
potrebno odrediti toksi¢nost i biorazgradivost Cistih pesticida i farmaceutika kako bi se utvrdilo
da li se toksi¢nost i biorazgradivost spojeva i njihovih metabolita smanjila odnosno povecala.
Toksi¢nost je odredivana koriStenjem bakterije Vibrio fisheri. Nakon odredivanja vrijednosti
biokemijske potrosnje kisika nakon 5 dana, BPKs, i kemijske potro$nje kisika, KPK,
spektrofotometrijski pomocu seta reagensa, biorazgradivost je izraZzena kao omjer BPKs i KPK.
U svrhu ovog rada ispitana su ¢etiri pesticida (alaklor, diuron, izoproturon, klorfenvinfos) i Sest
farmaceutika  (azitromicin, deksametazon, diklofenak, eritromicin, karbamazepin,

oksitetraciklin).
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4.1. Odredivanje toksi¢nosti i biorazgradivosti

Ucinak inhibicije izrazava se s ICso0 vrijednosti (engl. half-maximal inhibitory concentration)
koja se preracunava u jedinicu toksi¢nosti (engl. toxicity unit, TU) prema izrazu: TU =
(100/ICs09%).798°

U tablici 6. i 7. navedeni su dobiveni rezultati toksi¢nosti za Ciste pesticide i farmaceutike, te
za pesticide i farmaceutike i smjesu njihovih razgradnih produkata tokom fotooksidacijske

razgradnje.

Tablica 6. Toksi¢nost pesticida izrazena preko TU

Toksi¢nost = TU

Molekulska

Pesticidi Cisti pesticidi UV-C/H20: UV-C/S208?"
formula
ALC C14H20CINO? 14,1 14 11,6
DIU CoH10CI2N20 0,5 2,1 1,7
IPT C12H1sN20 0,6 31,3 6,2
CFP C12H14Cl1304P 1,0 29,2 0,4

Tablica 7. Toksi¢nost farmaceutika izrazena preko TU

Toksi¢nost = TU

Farmaceutici Molekulska Cist N UV-C/H20: UV-C/S2082
formula farmaceutici
AZT C3sH72N2012 2 0,5 2,1
DXT C22H29FOs 11,2 0,8 0,9
DCF C14H11CI2NO2 3,2 0,5 3,8
ERM Ca7He7NO13 0,9 0,4 4,9
CBz C1sH12N20 2 1,5 4.8
OoXY C22H28N2011 73,5 3,6 1,7
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Biorazgradivost se izrazena kao omjer BPKs i KPK. Kada je BPKs/KPK > 0,5 otpadna voda se
smatra lako biorazgradivom. Kada je omjer u rasponu 0,4-0,5 otpadna voda se smatra prosjecno
biorazgradivom, dok se otpadne vode s omjerom BPKs/KPK u rasponu od 0,2 do 0,4 smatraju
slabo biorazgradive. Otpadna voda se smatra bioloski nerazgradivom, kada je omjer BPKs i
KPK manji od 0,2.8?

U tablici 8. i 9. navedeni su dobiveni rezultati biorazgradivosti za Ciste pesticide i farmaceutike,
te za pesticide i farmaceutike i smjesu njihovih razgradnih produkata tokom fotooksidacijske

razgradnje.

Tablica 8. Biorazgradivost pesticida izrazena preko BPKs/KPK

Biorazgradivost = BPKs/KPK

o Molekulska . o
Pesticidi Cisti pesticidi UV-C/H20: UV-C/S208%"
formula
ALC C14H20CINO> 0,100 0,119 0,083
DIU CgH10CI2N20 0,202 0,054 0,104
IPT C12H18N2O 0,196 0,135 0,196
CFP C12H14Cl304P 0,169 0,145 0,211

Tablica 9. Biorazgradivost farmaceutika izrazena preko BPKs/KPK

Biorazgradivost = BPKs/KPK

Farmaceutici Molekulska Cist UV-C/H202 UV-C/S208%"
formula farmaceutici
AZT CsH72N2012 0,037 0,041 0,030
DXT C22H29FOs 0,079 0,146 0,227
DCF C14H11CI2NO2 0,063 0,140 0,025
ERM Cz7He7NO13 0,081 0,114 0,043
CBZz C15H12N20 0,062 0,071 0,037
OoXY C22H28N2011 0,012 0,087 0,085

Ispitivanjem toksicnosti Cistih pesticida koristenjem bakterija Vibrio fisheri (tablica 6.), vidljivo

je da daleko najvecu toksi¢nost pokazuje ALC (TU = 14,1), dok ostale ispitivane pesticide

37



(DIU, CFP, IPT) karakterizira relativno niska toksi¢nost. Prilikom ispitivanja biorazgradivosti
Cistih pesticida (tablica 8.) vidljivo je da je omjer BPKs/KPK vecine spojeva (ALC, IPT, CFP)
manyji od 0,2 Sto znaci da su bioloski nerazgradivi. Jedino se DIU, ¢iji omjer iznosi 0,202, moze
smatrati slabo biorazgradivim.

Diuron se smatra relativno biorazgradivim (BPKs/KPK = 0,202). Bioloskim procesima
razgradnje diurona, mogu nastati biorazgradivi metaboliti: 3,4-dikloranilin (DCA), (3-(3,4-
diklorofenil)ureu) (DCPU) i (3-(3,4-diklorofenil)-1-metilureu) (DCPMU). Diuron se smatra
slabo toksi¢nim (TU = 0,4), dok istrazivanja upozoravaju da 3,4-DCA moze izazvati niz
negativnih efekata na vodene organizme. Istrazivanja su takoder pokazala da metaboliti diurona
(DCPMU i DCPU) imaju anti-androgenske i estrogenske efekte na muske i zenske Nile
tilapiae.®

Primjenom fotooksidacijski procesa na DIU, takoder mogu nastati DCPMU i DCPU, zajedno
sa jo§ tri metabolita: D3 (3-(3,4-diklorfenil)-1-formil-1-metilurea), koji je djelomi¢no
biorazgradiv, te kao rezultat supstitucije atoma klora hidroksilnom skupinom, mogu nastati
hidroksilirani fotoprodukti D1 3-(3-klor-4-hidroksifenil-1,1-dimetilurea) i D2 (3-(4-klor-3-
hidroksifenil)-1,1-dimetilurea), ¢ime biorzgradivost znatno opada. Biorazgradnjom (3-(3,4-
diklorfenil)-1-formil-1-metilurea) mogu nastati dva razgradna produkta, bioloski nerazgradivi
dealkilirani DIU i/ili 3,4-dikloroanilin.2##> Fotooksidacijom DIU-a, biorazgradivost opada.
Primjenom UV-C/S;0s?>  procesa pretpostavlja se da nastaje vise 3,4-dikloranilina nego
prilikom primjene UV-C/H20- procesa. Stoga je veca biorazgradivost (BPKs/KPK = 0,104)
smjese DIU-a i razgradnih produkata UV-C/S;0s®>" procesom nego kod UV-C/H,0; procesa
(BPKs/KPK = 0,054). Fotooksidacijom DIU toksi¢nost raste, zbog stvaranja razgradnih
produkata, koji pokazuju vecu toksi¢nost od pocetnog spoja. Pretpostavlja se da toksi¢nost
primjenom UV-C/H,02 procesa veéa od toksi¢nosti primjenom UV-C/S,0g?” procesa, zbog

stvaranja vece koli¢ine hidroksilirani fotoprodukta, koji se smatraju izrazito toksi¢nima.®®

a iznosi 0,100. Promatrajuci rezultate iz tablice 8., vidljivo je da biorazgradivost ALC-a i
razgradnih produkata primjenom UV-C/H20: raste, Sto se moze pripisati Stvaranju
dehalogeniranog ALC, ¢ime biorazgradivost raste.®® Nedugo nakon, moze doéi do stvaranje
fenolne funkcionalne skupine na aromatskom prstenu, koja bitno povecava toksi¢nost, ali
smanjuje biorazgradivost s obzirom na pocetni ALC. Primjenom UV-C/S;0s?  procesa,
moguce je kombinirano nastajanje dehalogniranih i oksidiranih produkata ALC, koji su bioloski
razgradivi i fenolnih skupina na aromatkom prstenu, zbog ¢ega je biorazgradivost blago niza

od pocetne B+887 Toksi¢nost primjenom fotooksidacijskih procesa opada. Taj pad je posebno
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vidljiv prilikom primjene procesa UV-C/H20., §to se moze pripisati smanjenju aromati¢nosti
tijekom fotooksidacijske razgradnje, koja prema istrazivanju dovodi do znac¢ajnog smanjenja

toksi¢nosti.?®

Prilikom razgradnje CFP-a UV-C/S,0g? procesom, moze se primijetiti sli¢no ponasanje kao i
kod ALC. Na pocetku procesa, zbog visoke koncentracije oksidansa, pretpostavlja se da dolazi
do dehalogenacije klora i raspada CFP na 2,4-diklorofenol i trictilfosfat, zbog cega
biorazgradivost raste (BPKs/KPK = 0,211). Kasnije dolazi do stvaranja 2-hidroksi-1-(2,4-
diklorofenil) vinildietilfosfata, koji je bitho manje biorazgradiv, zbog ¢ega biorazgradivost
primjenom procesa UV-C/H202 (BPKs/KPK = 0,145) opada u usporedbi s pocetnim CFP.
Mineralizacijom dolazi do stvaranja fosforovih oksida, zbog ¢ega moze doé¢i do porasta
toksi¢nosti (TU = 29,2) prilikom UV-C/H,02procesa.®

Biorazgradivost IPT-a tokom UV-C/H20. procesa ostaje ne promijenjena u usporedbi sa
biorazgradivosti ¢&istoga spoja (BPKs/KPK = 0,196). Biorazgradivost tokom UV-C/S,0g?
procesa opada, Sto bi se moglo pripisati prisutstvu razgadnih produkata koji su teze

biorazgradivi od pocetnog spoja.®

Slozenim mehanizmima koji ukljucuju reakcije
hidroksilacije, demetilacije i deaminacije, eventualno uz sudjelovanje radikalnih
meduprodukata, nastaju N-(4-izopropil-hidroksifenil)-N'-metilurea, N-(4-izopropil-fenil)-N'-
dimetilurea i N-(4-izopropil-fenil)-N'-acetamid.®>*° Prisutstvo razgradnih produkata moze

uzrokovati povecanje toksi¢nosti (tablica 6.) s obzirom na pocetni spoj.

Ispitivanjem toksi¢nosti Cistih farmaceutika koriStenjem bakterija Vibrio fisheri (tablica 7.),
vidljivo je da daleko najvecu toksi¢nost pokazuje OXY (TU = 73,5), dok ostale ispitivane
farmaceutike (AZT, ERM, DXT, DCF, CBZ) karakterizira relativno niska toksi¢nost. Prilikom
ispitivanja biorazgradivosti ¢istih farmaceutika (tablica 9.) vidljivo je da je omjer BPKs/KPK
svih ispitivanih farmaceutika manji od 0,2 $to znaci da su bioloski nerazgradivi. A obzirom da
se farmaceutici proizvode za lijeCenje ljudi i Zivotinja, ovakvi rezultati o¢ekivani.

Prema istrazivanju Halling-Sorensen i suradnika®®, prilikom fotolize tetraciklina nastaju
iznimno stabilni razgradni produkti, koje karakterizira visoka toksi¢nost u usporedbi s OXY.
Ti razgradni produkti ukljuc¢uju ahidrotetraciklin, anhidroklortetraciklin i terinolid, koji
pokazuju vecu biorazgradivost od pocetnog spoja, $to odgovara rezultatima biorazgradivosti
tokom UV-C/H;0, i UV-C/S,0¢% procesa (tablica 7.). Toksi¢nost se tokom oba procesa
smanjuje u usporedbi s Cistim OXY, Sto znaci da je zapocela razgradnja nastalih produkata
(tablica 9.).92%3
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AZT je makrolidni antibiotik koji se koristi za lijeCenje ljudi i Zivotinja. Biorazgradnjom
prilikom UV-C/H»0: procesa dolazi do blagog porasta biorazgradivosti, dok toksi¢nost opada.
Birazgradivost blago opada primjenom UV-C/S;0g?" procesa, dok toksi¢nost ostaje gotovo ne
promijenjena (tablica 9.). Takva mala odstupanja u biorazgradivost i toksi¢nosti se mogu

objasniti razli¢itim razgradnim mehanizmima AZT.%

ERM, kao i AZT je makrolidni antibiotik, stoga ta dva farmaceutika dijele sli¢cne mehanizme
razgradnje. Prilikom fotooksidacije, moze do¢i do cijepanja ERM djelovanjem radikala, na
slobodni Secer i1 ostale razgradne produkte ERM-a, koji se smatraju manje toksi¢nima od
pocetnog spoja. Zbog biorazgradivosti Secera dolazi do poveéanja biorazgradivosti prilikom
UV-C/H202 procesa, kao i kod AZT, dok toksi¢nost opada. Prilikom UV-C/S,0s®>  procesa

dolazi do blagog smanjenja biorazgradivosti i poveéanja toksiénosti (tablica 7.1 9.).9>%

CBZ je antiepilepticki lijek, koji se smatra visoko otpornim na biorazgradnju. Prilikom
fotooksidacije CBZ nastaju dva razgradna produkta, akridon i akridin, koji su pokazali vecu
toksi¢nost. Stoga mozemo pretpostaviti da je tijekom UV-C/S,0g? procesa doslo do stvaranja
razgradnih produkata, jer dolazi do porasta toksi¢nosti (TU=4,8), dok biorazgradivost opada

(BPKs/KPK=0,037) s obzirom na podetni spoj.%’

DCF je 8iroko koriSten nesteroidni protuupalni lijek koji se redovito detektira u povrsinskim
vodama. U literaturi se navode dva razgradna mehanizma DCF, adicija hidroksilne skupine na
jedan od aromatskih prstena DCF-a i dehaogenacija jednog ili oba klorova atoma. 1z tablice 7.
i 9. moze se vidjeti da tijekom UV-C/H202 procesa biorazgradivost raste, a toksi¢nost opada,
Sto se moze pripisati dehalogenaciji DCF-a, pri ¢emu nastaju produkti razgradnje koji su vise
biorazgradivi od pogetnog spoja. Biorazgradivost tijekom UV-C/S,0s?” procesa je nesto niza u
usporedbi sa pocetnim DCF, $to se moZe pripisati djelovanju razgradnih produkata nastalih u

pocetku reakcije, koji pokazuju nesto nizu biorazgradivost, a veéu toksi¢nost.%%°

DXT je sinteticki produkt glukokortikoidnog hormona. Prisutnost ovog hormona rezultira
toksi¢nim djelovanjem na vodene organizme, §to potvrduju i rezultat s obzirom na ostale
ispitivane farmaceutike (tablica 7.). lako fotooksidacijom DXT-a mogu nastati razgradni
produkti koji pokazuju vecu toksi¢nog od pocetnog spoja, toksi¢nost se smanjuje te dolazi do
poveéanja biorazgradivosti primjenom UV-C/HO; i UV-C/S;0s* procesa (tablice 9.)

vjerojatno zato $to nastaju male koli¢ine razgradnih produkata.10%101
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Na slikama 15., 16. i 17. prikazani su grafovi toksi¢nosti za Ciste pesticide i farmaceutike, te za

pesticide i farmaceutike i smjesu njihovih razgradnih produkata tokom fotooksidacijske
razgradnje.
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Slika 15. Toksi¢nost ¢istih pesticida i farmaceutika tokom fotooksidativne razgradnje izrazena
preko TU
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Slika 16. Toksi¢nost pesticida i farmaceutika tokom UV-C/H20> razgradnje izraZzena preko TU
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Slika 17. Toksi¢nost pesticida i farmaceutika tokom UV-C/S;0s? razgradnje izrazena preko
TU

Na slikama 18., 19. i 20. prikazani su grafovi biorazgradivosti za Ciste pesticide i farmaceutike,

te za pesticide i farmaceutike i smjesu njihovih razgradnih produkata tokom fotooksidacijske

razgradnje.
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Slika 19. Biorazgradivost pesticida i farmaceutika tokom UV-C/H.O; razgradnje izrazena

preko BPKs/KPK
S < <
NS

& & ¢
MW Pesticidi mFarmaceutici

0,25

0 |
O
Q\

¢
»

Biorazgradivost, BPKy/KPK
o
o - IS
— L 2

o
o
Lh

&

Q

S C‘?’/\)

v <

Slika 20. Biorazgradivost pesticida i farmaceutika tokom UV-C/S,0g?" razgradnje izrazena
preko BPKs/KPK

Sa grafova je vidljivo da ispitivani cisti spojevi pesticida i farmaceutika, pokazuju sli¢nu
toksi¢nost, uz izuzetak (ALC, DXT, OXY) (slika 15.). Fotooksidacijskom razgradnjom

zabiljezena je veca toksi¢nost pesticida od farmaceutika, vjerojatno zbog nastajanja puno
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.....

karakterizira veca biorazgradivost, s obzirom da se farmaceutici proizvode da budu $to manje
biorazgradivi. Tokom UV-C/H;0> procesa biorazgradivost pesticida ve¢inom opada, dok kod
farmaceutika raste. Tokom UV-C/S,0s?" procesa, biorazgradivost ispitivanih farmaceutika

blago opada 1 raste u usporedbi s pocetnim spojevima, dok kod pesticida u vecini slucajeva

opada (slika 19. 1 20.).
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5. Zakljudak

U ovom radu je odredivana toksi¢nost i biorazgradivost prioritetnih onecis¢ivala, pesticida i
farmaceutika, primjenom UV-C/H,0; i UV-C/S;0s? procesa. Takoder je ispitana toksi¢nost i
biorazgradivost Cistih prioritetnih oneciS¢ivala. Ispitana su Cetiri pesticida (alaklor, diuron,
izoproturon, Kklorfenvinfos) i Sest farmaceutika (azitromicin, deksametazon, diklofenak,

eritromicin, karbamazepin, oksitetraciklin).

Za odredivanje toksi¢nosti koriStena je bakterija Vibrio fisheri, koju karakterizira prirodna
luminiscencija. Mjerila se inhibicija luminiscencije kao posljedica dodavanja ispitivanih
onecis¢ivala.

Svi ispitivani spojevi prikazali odredeni stupanj toksi¢nosti na bakteriju Vibrio fisheri, ¢ak i
nakon primjene fotooksidacijskih procesa. Najvecéu toksicnost je pokazao OXY (TU = 14,1),
koja se smanjila na TU = 3,6 tijekom UV-C/H20> procesa. Najmanju toksi¢nost su pokazali
AZT i ERM, koji su makrolidni spojevi. Toksi¢nost ovih spojeva je blago porasla tokom UV-
C/S20¢® procesa.

Biorazgradivost je izrazena kao omjer biokemijske potro$nje kisika nakon 5 dana, BPKs, i
kemijske potrosnje kisika, KPK.

Gotovo sve ispitivane pesticide i farmaceutike je nemogucée razgraditi bioloskim putem.
Izuzetak je DIU ¢iji je omjer BPKs/KPK = 0,202. Primjenom fotooksidacijskih procesa
biorazgradivost DIU se smanjila, dok se primjenom UV-C/S;0s?" procesa biorazgradivost CFP

1 DXT povecala.
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Simboli i kratice

ALC  —alaklor

AOP  — napredni oksidacijski procesi
AZT  —azitromicin

BPK  —biokemijska potrosnja Kisika
CBZ - karbamazepin

CFP  —klorfenvinfos

DCF  —diklofenak

DIU  —diuron

DXT - deksametazon

ERM —eritromicin

HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

IPT — izoproturon
KPK  —kemijska potro$nja kisika

OXY - oksitetraciklin

Ry — faktor zadrzavanja

TU — jedinica toksi¢nosti

E° — elektrodni potencijal

£ — molarni apsorpcijski koeficijent
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