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1.UVOD

Okvirna direktiva o vodama (ODV) jest krovni dokument na nivou Europske zajednice na
podru¢ju vodne politike. Izmedu ostalog uspostavlja 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
svojih karakteristika kao $to su: postojanost u okolisu, bioakumuliranje i toksi¢nost, dodatno
oznacene kao prioritetne opasne tvari, a ukupno ih je 45. Posebno mjesto zauzimaju ,,nove

oneciScujuce tvari* gdje su svrstani i farmaceutici. [1]

Jedan od najbitnijih okoliSnih segmenata koji biva oneciscen jest voda i vodeni okolis. U
Zakonu o vodama navodi se da su vode opée dobro i imaju osobitu zastitu Republike
Hrvatske. [2] Upravo zato, kako otpadna voda iz raznih izvora ne bi dosla u direktan kontakt
sa prirodnim vodotocima, potrebno ju je prethodno obraditi, tj. procistiti. Nacini obrade se
biraju s obzirom na karakteristike otpadne vode te stupanj oneciS¢enja. Nakon $to prode
klasi¢ni komunalni sustav za obradivanje otpadnih voda (engl. Wastewater Treatment Plants,
WWTPs), voda odredene kvalitete se ispuSta u okoliS. Uvjete kvalitete koje mora

zadovoljavati takva voda propisane su u Zakonu o vodama. [2,3]

Posljednjih nekoliko desetlje¢a zabiljezene su poveéane koncentracije humanih i
veterinarskih farmaceutika u okoliSu koje su uzrokovane poveéanom proizvodnjom, ali i
upotrebom. Ti spojevi mogu dospjeti u vodeni okoli§ na razli¢ite nacine: u izvornom obliku
putem otpadne vode farmaceutske industrije te putem stani¢nih izluevina u izvornom
molekulskom obliku, ali i kao metabolizirane molekule i razgradni produkti.[4]Neka
farmakokineticka istrazivanja pokazala su da gotovo 50 % izvorne komponente farmaceutika

moze biti prisutno u stani¢nim izluevinama. [5]

Unato¢ tome $to su farmaceutici prvenstveno namijenjeni lijeCenju, metaboliti 1 razgradni
produkti pokazuju visoku razinu toksicnosti iako su u okoliSu prisutni u vrlo niskim

koncentracijama. Zato je vazno razviti i cjelokupan sustav pracenja takvih spojeva u okolisu.

Poseban naglasak trebastaviti na inZenjerstvo okoliSa. Integrirano upravljanje okoliSem
(engl. Integrated Environmental Management, IEM) jest svojevrsni preventivni pristup zastiti

okolisa. [6] lako su podaci o toksicnom utjecaju farmaceutika u smislu zdravstvenog



rizikaprilikom upotrebe lijekova jasno definirani i opée poznati, vazno je utvrditi njihovu
ekotoksi¢nost, odnosno toksicnost za sve sastavnice okoliSa, a u tom kontekstu 1 za ljude.
Informacije o ekotoksi¢nosti vazne su za pra¢enje farmaceutika u okoliSu. To je dodatni
segment prilikom procjene rizika takvih komponenata na okoli$. Ekotoksikologija je jedan od

klju¢nih segmenataza odredivanje ,,sudbine farmaceutika u okolisu. [7, 8]

Kod procjene toksi¢nosti vazno je naglasiti Siru mogucnost upotrebe takvih testova u
laboratorijskoj praksi. To podrazumijeva da je metoda: jednostavna za izvedbu, ne zahtjeva
ekstremne ekperimentalne uvjete, kratko traje, daje jak odziv procesa koji se jasno tumaci i
interpretira, jednoznacna, ponovljiva. Kod testova za odredivanje akutne toksi¢nosti najcesce
je u uporabi standardna metoda DIN 38 412-L-34 koja se temelji na mjerenju inhibicije
bioluminiscencije bakterijske vrste Vibrio fischeri. S druge strane u upotrebi su i razlidite
metode koje za odredivanje toksi¢nosti komponenata koriste okoliSne mikroorganizme, kao

Sto je metoda prac¢enjem zone inhibicije.

Provodenje upravo ovakvih kompleksnih istrazivanja i monitoring farmaceutika u okolisu
u buduénosti ¢e rezultirati jo§ ve¢im podizanjem svijesti o zastiti okoliSa, osobito vodenog.
Uz to, klju¢no je naglasiti i utjecaj ovih istrazivanja na definiranje maksimalno dozvoljene

koncentracije (MDK) tih komponenata u vodi.



2.0PCI DIO

2.1. Farmaceutici

Farmaceutici, odnosno lijekovi su grupa kemijskih spojeva koji obuhvacéaju sve terapijske
lijekove namijenjene ljudima, veterinarske lijekove te dodatke prehrani. Dijele se na prirodne,
polusintetske i sintetske. U odredenim koli¢inama i pod odredenim uvjetima sluze za

dijagnosticiranje, lijeCenje, ublazavanje ili sprjeCavanje bolesti. [9]

Farmaceutici su ve¢inom organski spojevi male molekulske mase u iznosu od 200 do 500

daltona. Lipofilni su i umjereno topljivi kako bi bili bioloski aktivni i bioraspolozvi. [10]

Na trziSte dolaze u obliku tableta ili tekucina. Bitno je napomenuti da se takav gotov
proizvod sastoji od jedne ili viSe farmaceutski aktivnih tvari (engl. Active Pharmaceutical
Ingredient, API), pomo¢nih sredstava i aditiva kao §to su anorganske soli ili druge organske
kemikalije poput Sefera, mirisa, pigmenata i boja. Struktura API-a moze imati znacajan

utjecaj na sudbinu farmaceutika u okolisu. [11]

Farmaceutici spadaju u skupinu ,,novih onecis¢ujucih tvari“. Naime, posljednjih nekoliko
desetljaca intenzivirala su se istrazivanja okoliSa koja su pomaknula pozornost sa
konvencionalnih prioritetnih onec¢is¢ujucih tvari poput policiklickih aromatskih ugljikovodika
1 polikloriranih bifenila na tzv. ,,nove onecis¢ujuce tvari“ koje se sve vise ispustaju u okolis 1
predstavljaju potencijalnu opasnost za ekosustav. Problem je u tome §to za takve tvari jos
uvijek ne postoje zakonske regulative koje kontroliraju njihove maksimalno dopustene
koncentracije (MDK) u okoliSu. Osim farmaceutika, tu se ubrajaju i sredstva za osobnu

higijenu, kao 1 sredstva koje se upotrebljavaju u ku¢anstvima. [12]

Zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava, farmaceutici lako prolaze kroz prirodne filtere 1

postrojenja za obradu otpadnih voda ¢ime ugrozavaju sustav opskrbe pitkom vodom. [13]

Iako su u vodi prisutni u niskim, mikrogramskim ili nanogranskim koncentracijama, njihov
dugoroc¢ni i1 kontinuirani unos moze rezultirati brojnim negativnim utjecajima na izloZene
kopnene ili vodene organizme u okoliSu. [10, 12]. Takve spojeve je danas, zbog znacajnih
poboljsanja u analitickim postupcima, ipak moguce detektirati u vodama bez obzira Sto su u

njima prisutni u jako niskim koncentracijama. [14]
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Analize farmaceutskog trziSta pokazuju da je za zdravstvenu zastitu ljudi u Europskoj uniji
odobreno oko 3.000 razli¢itih farmaceutskih aktivnih spojeva (PhAC) dok se u svijetu koristi
ukupno oko 4.000 farmaceutskih aktivnih spojeva ¢ija godiSnja proizvodnja iznosi vise od

1.000.00 tona. [9, 10]

U Republici Hrvatskoj je prema posljednjem Izvjescu o potrosnji lijekova za 2015. godinu
bilo potroSeno ukupno 5.266.937.944 kuna na lijekove, dok je 2014. godine ta potroS$nja
iznosila 5.005.884.342 kuna. Iz navedenih podataka vidimo da se potrosnja lijekova sve vise

povecava. [15, 16]

U radu je obradena toksi¢nost tri skupine farmaceutike na bakterije Vibrio fischeri, a to su

antihelmintici ili antiparazitici, antibiotici te kemoterapeutici.

2.1.1. Antibiotici

Antibiotici su kemijska terapijska sredstva koja se koriste za uniStavanje ili inhibiranje
mikroorganizama odnosno bakterija. Imaju Siroku primjenu u humanoj, veterinarskoj i
stocarskoj praksi. Koriste se u dovoljno niskoj koncentraciji kako bi se izbjeglo oSte¢enje

organizma domacina.

Jedna od podjela antibiotika je na baktericidne i bakteriostatske. Baktericidni antibiotici

koriste se za uniStavanje bakterija dok bakteriostatski inhibiraju rast bakterija.

Klasifikacija antibiotika se uglavnom vr$i na osnovi njihove strukture ili mehanizma
djelovanja, ukljucujuéi podskupine poput beta-laktama, kinolona, tetraciklina, makrolida,

sulfonamida i drugih.

S obzirom na razli¢ite pH-vrijednosti, antibiotici mogu biti neutralni, kationi, anioni ili
cviterioni. Unutar iste molekule mogu imati viSe razli¢itih funkcija zbog kojih se njihova
fizikalna, kemijska i bioloSka svojstva poput sorpcije, fotoreaktivnosti, aktivnosti i toksic¢nosti

mijenjaju sa pH vrijednosc¢u.

Proizvodnja 1 uporaba antibiotika se naglo povecala u cijelom svijetu posljednih nekoliko
desetljeca. Na globalnoj razini se koristi oko 100.000-200.000 tona antibiotika godis$nje. Zbog

povecane potrosnje antibiotika, intenzivirala su se istrazivanja o njihvom utjecaju na okolis.



Antibiotici su medu najcesée pripisivanim farmaceuticima koji vrlo lako pronalaze svoj put u
vodenim sustavima. Budu¢i da su postojani u okoliSu i1 nisu biorazgradivi, antibiotici se
smatraju najve¢om prijetnjom za kvalitetu vodenih resursa u urbanim druStvima. [17, 18, 19,

20] U radu su od antibiotika obradeni cefdinir i nitrofurantoin.

2.1.2. Antihelmintici

Antihelmintici ili antiparazitici su grupa farmaceutika koja se koristi za lijecenje crijevnih
nametnika (gliste, metilji, trakavice i drugi) kod ljudi i Zzivotinja. Infekcije uzrokovane

crijevnim nametnicima su naj¢esce infekcije koje pogadaju veliki broj ljudi.

Cine najveéu skupinu veterinarskih farmaceutika. U poljoprivredi se koriste protiv grinja

(akaricidi) 1 insekata (insekticidi).

Prema kemijskoj strukturi dijelimo ih na benzimidazole (albendazol), difenilsulfide
(febantel), heksahidropirazine (prazikvantel), imidazotiazole (levamisol), makrociklicke
laktone (abamektin), salicilanilide (klosantel), tetrahidropirimidine (pirantel) 1 ostale

(niklofolan).

U novije vrijeme se sve viSe primjenjuju kao antitumorski lijekovi. Tako benzimidazoli
djeluju protiv parazita na na¢in da se vezu na fS-tubulin parazita i inhibiraju polimerizaciju
tubulina i stvaranje mikrotubula ¢ime se naruSava funkcija diobenog vretena i dolazi do smrti
stanica. Imaju potencijala u lijecenju raka debelog crijeva dok se levamisol, predstavnik
skupine imidazotiazola, u kombinaciji s drugim kemoterapeuticima primjenjuje kao
djelotvoran imunomodulator u lijeenju raka debelog crijeva, raka glave 1 vrata te melanoma.

[21,22]

U radu su od antihelmintika obradeni alebndazol, febantel 1 prazikvantel.



2.1.3. Kemoterapeutici

Kemoterapeutici su primarno koncipirani kao kemijske tvari antibikrobnog djelovanja, a

koje su dobivene sintetskim putem.

Pocetkom dvadesetog stolje¢a, njemacki bakteriolog Paul Ehrlich je skovao izraz
kemoterapija u potrazi za kemikalijom koja bi izljecila sifilis. On je predvidio tvar koja bi
poput ,,magicnog metka™ ciljano napadala odredeni mikroorganizam, a pri tomeostavljala
domacina nepovrijedenog. Taj je cilj pruzanja terapijskih svojstva s minimalnim nuspojavama
1 dalje u svim podrucjima razvoja ljekova. Znacajan je uspjeh postignut u razvoju spojeva koji
utjecu na normalnu biokemiju ljudskog organizma. U takve spojeve ubrajaju se analgetici,
antihistaminici, regulatori sr€anog ritma, modifikatori krvnog tlaka, anestetici, protuupalna

sredstva, sedativi, diuretici 1 vazodilatatori.

Posljednjih godina, kemoterapija je postala popularan oblik terapije protiv raka. Prvi
potvrdeno uspjeSan lijek protiv raka bio je Heidelbergerov 5-fluorouracil (5-FU).
Kemoterapeutska sredstva koja se koriste za ljeCenje raka dijele se prema nacinu na koji
utjecu na odredene kemijske puteve u stanicama raka, prema nacinu na koji interferiraju sa
stani¢nim putevima, te prema fazi u kojoj se stanica raka nalazi kada lijek na nju utjece. Neke
od osnovnih vrsta kemoterapeutika su alkiliraju¢a sredstva, citotoksicni antibiotici,

antimetaboliti, hormoni i biljni alkaloidi. [23, 24, 25]

U radu su od kemoterapeutika obradeni alendronat, hidroksiklorokin, memantin i

metoklopramid.



2.2. Farmaceutici u vodama

Nakon primjene, farmaceutici u tijelima ljudi i1 Zivotinja prolaze kroz strukturalne
promjene $to rezultira stvaranjem metabolita. Te promjene se rijetko odvijaju do kraja tako da
se farmaceutski aktivni spojevi izlucuju kroz jetru ili bubrege kao smjesa osnovnog spoja,
odnosno farmaceutski aktivne tvari (API-a) i metabolita koji mogu biti hidrofilniji i polarniji
od izvornoga lijeka. [9, 11] Tako se neki antibiotici, primjerice, metabliziraju do 95 %, dok
drugi samo do 5 %. Studije o API-ima provedene u Njemackoj pokazuju kako se ¢ak 75 %
antibiotika koji se koriste u Njemackoj izluuje nepromijenjeno u obliku jos uvijek aktivnih

API-a. [11]

Nakon njihova izluéivanja i unosenja u okoli$, smjese osnovnih spojeva farmaceutika i
metabolita prolaze kroz daljnje promjene putem biotickih i1 abioti¢kih procesa. Bioticki
procesi podrazumijevaju biolosku razgradnju farmaceutika bakterijama i1 gljivicama dok
abioticki procesi razgradnje ukljucuju fotolizu 1 hidrolizu. Razgradnja rezultira smanjenjem
koncentracije farmaceutika 1 nastajanjem razgradnih 1 transformacijskih produkata.
Transformacijom dolazi do promjene u strukturi poc¢etne molekule farmaceutika pri ¢emu se

molekulska masa ne mijenja dok razgradnjom nastaju spojevi drugacije molekulske mase.

Zbog razlicitih fizikalno-kemijskih svojstava u odnosu na pocetne molekule farmaceutika,

.....

Koncentracija farmaceutika u okoliSu se ne mora nuzno smanjiti zbog procesa razgradnje,
ve¢ moze biti posljedica sorpcije farmaceutika na Cestice tla, sedimenta ili suspendirane

Cestice koje su prisutne u vodenoj fazi. [9, 11]

Poznat je Citav niz farmaceutika koji su tijekom godina detektirani u okoliSu (Slika 1.) i
koji u okoli§ mogu dospijeti iz razli¢itih izvora (Slika 2.). Neki od izvora su farmaceutska
industrija, postrojenja za obradu otpadnih voda, procjedne vode iz odlagaliSta, septicki
sustavi, bolnice, nepropisno odlaganje neiskoriStenih lijekova te farme na kojima se velike
koli¢ine lijekova, posebice antibiotici, dodaju Zivotinjskoj hrani radi lijeenja ili preveniranja
bolesti, u svrhu poboljSanog rasta i bolje iskoristivosti prehrane. Upotrebom stajskog gnojiva,
farmaceutici mogu dospijeti na poljoprivredne povrSine, a ispiranjem tih povrSina ¢ak i u
podzemne vode. Gnojenjem poljoprivrednih povrSina aktivnim muljem, koji je nastao kao

produkt obrade komunalnih otpadnih voda, farmaceutici takoder mogu dospijeti u tlo. Ipak,
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veéina onecis¢ujucih tvari se ispusta iz postrojenja za obradu komunalnih otpadnih voda. [10,

13, 26]

Prilikom ulaska u postrojenje za obradu otpadnih voda, farmaceutici uobicajeno nisu u
potpunosti mineralizirani. Oni se ili djelomi¢no zadrzavaju u mulju ili metaboliziraju u jo$
hidrofilniji, ali postojani oblik pri ¢emu prolaze kroz sustav obrade otpadnih voda i zavrSavaju
u vodnim prijamnicima. Njihovo uklanjanje u postrojenjima za obradu otpadnih voda je
promjenjivo i ovisi o svojstvima samih farmaceutika i procesnim uvjetima kao $to su vrijeme
zadrzavanja mulja (engl. Sludge Retention Time, SRT), hidrauli¢ko vrijeme zadrzavanja (engl.
Hydraulic Retention Time, HRT) 1 temperatura. Vrlo se malo farmaceutskih aktivnih spojeva
uklanja konvencionalnim postupcima obrade otpadnih voda i tako naposljetku mogu dospjeti

u povrsinske vode, podzemne vode i vodu za pice. [29]

STEROIDII HORMONI:
17 p-estradiol
Estron KEMOTERAPEUTICI
sxmoncr e oot
Eriromi cm Dietilstilbestrolna kiselina —
Ofloks acin DIURETICI:
IQOII‘EEEL’E.C?I{J?H Furosemid
Ok51tetr:a.cl1k:hn ANTIEPILEPTICI:
Streptomi cin Karbamazepin
Flumekvin i | ANTIDEPRESIVI:
Clp.rcﬂoks?.cln Mianserin
Trimetoprim
Sulfametoksazol NAJZASTUPLJENIII
Linkomicin FARMACEUTICIU
Penicilin - OKOLISU
Spiramicin 7 I
ANELGETICI/PROTUPALNI:
REGULATORI Diklofenak BETA BLOKATORI:
MASNOCA: Ibuprofen Metoprolol
Bezafibrat ACEtEIIllIIlOfEﬂ Propancl
Gemfibrozil Metamizol Nadolel
Klofibri¢na kiselina Kodein . Atenolol
Fenofibrat Indometacin Sotalol
Naproksen Betaksolol
Fenazon

Slika 1. Najzastupljeniji farmaceutici u okolisu [27]
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Slika 2. Glavni putevi dopije¢a humanih 1 veterinarskih farmaceutika u okolis [28]

Koncentracije pojedina¢nih farmaceutskih spojeva u ispustima postrojenja za obradu
otpadnih voda su uobicajeno nize od 1 pg/L, iako su vise koncentracije u iznosu od nekoliko

mg/L izmjerene u ispustima postrojenja za obradu otpadnih voda farmaceutske industrije. [26]

Nakon dospijevanja u okoli§, koncentracija lijeka ili metabolita u odredenom dijelu
ekosustava ovisi o njegovoj otpornosti na fotokemijsku i mikrobiolosku razgradnju te o
afinitetu vezanja na krute Cestice. Farmaceutici sa tendencijom sorbiranja na krute matrice
akumuliraju se u sedimentima i tlu, dok se topljivije tvari prenose povrsinskim 1 podzemnim

vodama gdje podlijezu daljnjoj bioti¢koj transformaciji. [10]

Vrlo niske koncentracije farmaceutika u okoliSu predstavljaju veliki problem prilikom
njihove identifikacije i kvantitativnog odredivanja. Za njihovo odredivanje uglavnom se
primjenjuju plinska kromatografija (GC) i tekucéinska kromatografija visoke djelotvornosti

(HPLC) povezane sa spektrometrijom masa (MS).

Fizikalno-kemijska svojstva farmaceutika poput nehlapljivosti, nestabilnosti pri povisenim
temperaturama i polarnosti ograni¢avaju primjenu plinske kromatografije. Zbog toga se
tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti primjenjuje za odredivanje polarnih i termicki

nestabilnih farmaceutika u uzorcima iz okolisa.



U posljednjih nekoliko godina, HPLC-MS metode se sve viSe primijenjuju i zamjenjuju
kromatografske metode koje koriste detektore s nizom dioda te fluorescentne detektore.
Upotreba fluorescentnog detektora omogucuje postizanje niskih granica detekcije, dok se
detektor s nizom dioda upotrebljava za odredivanje spojeva koji apsorbiraju u podrucju
UV/VIS-a i kada se analiziraju jako optere¢ene otpadne vode sa visokim koncentracijama
farmaceutika. HPLC-MS metode pak, uz nize granice dokazivanja 1 kvantifikacije,
omogucuju odredivanje molekulske mase farmaceutika 1 utvrdivanje struktura nepoznatih

spojeva. [12]

Proizvodnju, otpustanje i upotrebu farmaceutika u sljede¢ih 10 do 50 godina nije lako
predvidjeti, ali iz viSe razloga se ofekuje povecanje otpustanja farmaceutika u okoli$. Prije
svega, to moze biti posljedica povecanja broja starijih ljudi ¢ime se povecava upotreba
lijekova te povecanje zivotnog standarda, posebice u brzo rastu¢im ekonomijama. Prema
tome, pretpostavka da proizvodnja i uporaba lijekova moze ostati priblizno kostantna je

definitvno pogresna. [11]

2.2.1. Utjecaj farmaceutika na okoliS$

Prisutnost farmaceutika u okolisu uzorkuje poremecaje fizioloskih procesa i reproduktivnih
funkcija organizama, razvoj rezistentnih bakterija i poveéanje toksi¢nosti nekih farmaceutski
aktivnih spojeva. Iako su u okoliSu prisutni u niskim koncentracijama, mogu imati negativne
ucinke na vodene organizme. U¢inci ovise o bioraspoloZzivosti spoja, osjetljivosti na ispitivani

spoj 1 0 njegovoj razgradivosti.

Njihova prisutnost u okoliSu je prvi put identificirana 60-ih godina 20. stoljea u
povrsinskim i otpadnim vodama u SAD-u i Europi. Zabrinutost zbog njihove potencijalne
opasnosti porasla je devedesetih godina proslog stolje¢a kada su znanstvenici otkrili masovnu
pojavu feminizacije muZzjaka ribe u podrucjima rijeka, a u blizini postrojenja za obradu
otpadnih voda. Feminizacija je bila uzrokovana prisutstvom 17 a-etinil estradiola sintetskog
estrogenog hormona u vodi koji se inace koristi za kontracepciju. Osim estrogenih spojeva, u
vodi su bili prisutni 1 ostali farmaceutici poput karbamazepina (antiepileptik) koji naglo
smanjuje populaciju vodenih kukaca, fluoksetina (antidepresiv) koji nepovoljno utjece na

mrijestenje Skoljaka itd. Otkriveno je joS i da je lijek diklofenak, poznatiji kao voltaren, skoro

10



uzrokovao izumiranje bengalskih i indijskih tankokljunih supova. Voltaren se davao kao
protuupalno sredstvo za stoku ¢ijim su se uginulim ostacima hranili supovi 1 tako se izravno

ugrozili. [10, 16, 30]

Prisutnost tragova lijekova u vodi, posebice antibiotika, izaziva niz ekoloskih 1
medicinskih problema. Mnogo su puta Zeljeni utjecaji na ciljane vrste Stetni na one neciljane.
Utjecaji humanih i veterinarskih antibiotika na okoli§ prikazani su u Tablici 1. Ukoliko su
bakterije konstantno izlozene malim koncentracijama antibiotika, dolazi do pojave
rezistentnosti, ¢ime se izravno ugrozava zdravlje ljudi 1 zivotinja buduci da se sve veci broj
infekcija ne moze lijeciti postojeim antibioticima. Smatra se da je najviSe rezistentnosti
stvoreno prema penicilinu, posebice ampicilinu te tetraciklinima i makrolidima kao Sto je

eritromicin.

Osim pojave rezistentosti, drugi problem koji moze uzrokovati prisutstvo antibiotika u vodi
jesu kemijske reakcije antibiotika sa sredstvima za obradu voda, najces¢e s klorom koji se

dodaje otpadnoj ili pitkoj vodi kako bi se uklonile Stetne tvari. Zbog reakcija s klorom,

.....

farmaceutskog spoja. [10, 31]

Tablica 1. Utjecaj nekih sintetskih aktivnih farmaceutskih tvari na ljude i Zivotinje [31]

Aktivna farmaceutska | Farmakoloski u¢inak na ciljane Potencijalni negativni u¢inci na

tvar (API) organizme neciljane organizme

Fluoksetin Seksualne d1sfunkpue u ljudi kao Mijenja razinu estradiola kod riba
nuspojava

Diklofenak Bubrezna toksi¢nost kod ljudi OStecenje bubr'ega kod riba i ptica te

uzrokuje smrt supova

Etinil estradiol Feminizacija muzj aka kao UtjeCe na p!odnost rlbai gmazova i
nuspojava vodenih beskraljeznjaka

Citotoksici Zeljeni ué¢inak - antikancerogen Rep I‘Odul.{tIVI.ll toksikanti i citotoksicni

za ribe 1 ostale vodene vrste
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2.2.2. Metode obrade otpadnih voda te njihova ucinkovitost pri uklanjanju

farmaceutika

Kada se voda koristi za ljudsku uporabu, oneciséena je razliitim spojevima. Kako bi se
prevladala ograni¢ena dostupnost vode, proc¢is¢avanje oneciS¢ene vode za njenu eventualnu

ponovnu upotrebu predstavlja jedinstveno rjesenje. [32]

Povecana upotreba farmaceutika i njihovo kontinuirano ispustanje u okoli§ moze ugroziti
ponovnu upotrebu procis€ene otpadne vode. Uklanjanje farmaceutskih aktivnih spojeva
(PhAC) tijekom procesa procis¢avanja otpadnih voda postala je glavna briga u istrazivanju
vode tijekom proslog desetlje¢a. Ucinkovitost uklanjanja farmaceutika u postrojenjima za
obradu otpadnih voda moze biti jako niska, a ovisi o specificnim svojstvima uklanjanih
komponenti, te o ¢cimbenicima vezanim za samo postrojenje obrade otpadnih voda kao $to su

tip provodenog procesa, starost mulja itd. [33, 34]

Istrazivanja provedena na ukupno 32 farmaceutika pokazala su da njihova ucinkovitost
uklanjanja prilikom prolaska kroz jedinicu za obradu otpadnih voda iznosi od 7 do 96 %.
Velike razlike u uc¢inkovitosti uklanjanja mogu se objasniti time §to mnoge jedinice za obradu

otpadnih voda nisu dizajnirane za uklanjanje spojeva poput farmaceutika. [35]

Bioloska obrada predstavalja najce$¢u i1 ekonomski najisplativiju metodu za obradu
otpadnih voda. Medutim, bioloske metode su se pokazale nedovoljno ucinkovitima za
uklanjanje svih potencijalno opasnih sastojaka iz otpadnih voda. U posljednje vrijeme, za
obradu otpadnih voda oneciS¢enih farmaceuticima sve se viSe koriste metode poput MBR
(membranski bioreaktori) tehnologija, ozonizacije 1 naprednih oksidacijskih procesa (— engl.

Advanced Oxidation Processes, AOPs) koje su pokazale razli€ite stupnjeve uc¢inkovitosti.

Kako bi se otpadna voda S$to bolje obradila, potrebna je integracija i kombinacija
tehnologija budu¢i da se jedino na taj nacin u buduénosti moze osigurati ucinkovita, iako

skuplja obrada. [36]
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2.2.3. Pravilno zbrinjavanje farmaceutika

Izuzetno ucinkovit 1 ekoloski najprihvatljiviji nadin zbrinjavanja neiskoriStenih
farmaceutika jest putem spaljivanja. Ukoliko se otpad koji sadrZi neiskoriStene farmaceutike
odlaze na odlagaliSta, postoji opasnost da ¢e se farmaceutski aktivni spojevi naéi nakon
nekoliko godina u procjednim vodama odlagalista. Ukoliko na odlagalistima nije razvijen
sustav prikupljanja procjednih voda, one vrlo lako mogu prodrijeti u povrsinske 1 podzemne

vode te izravno ugroziti vodeni ekosustav.

Veliki problem predstavlja otpuStanje ostataka farmaceutika i onih kojima je istekao rok
trajanja putem odvoda. Takva postupanja zahtijevaju obveznu edukaciju gradana o na¢inima
pravilnog odlaganja neiskoriStenih farmaceutika. OneciS¢enje okoliSa farmaceuticima bi se u
znatnoj mjeri smanjilo kad bi se oni samo prestali bacati u odvod. Naime, u nekim zemljama
su uvedeni 1 jako dobro funkcioniraju tzv. ,fake-back® sistemi gdje se neiskoriSteni

farmaceutici mogu vratiti u ljekarne koje se potom brinu o njihovom daljnjem zbrinjavanju.

[11]

Zbrinjavanje farmaceutskog otpada u Republici Hrvatskoj je regulirano Pravilnikom o
gospodarenju farmaceutskim otpadom koji je donesen 8. svibnja 2015. godine. Prema tom
Pravilniku, ljekarne su duzne od gradana preuzimati stare lijekove i1 farmaceutski otpad
neovisno o njegovom podrijetlu, dok su veterinarske ljekarne i ambulante duzne preuzimati
stare veterinarske lijekove 1 slican farmaceutski otpad koji je nastao pruzanjem veterinarskih
usluga u kuéanstvima ili na poljoprivrednim gospodarstvima. Zbrinjavanje farmaceutskog
otpada odvija se u postrojenjima koja su ovlastena za zbrinjavanje opasnog otpada postupkom

spaljivanja. [37, 38]
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2.3. Ispitivani farmaceutici

2.3.1. Albendazol

Albendazol (ABZ) je antihelmintik Sirokog spektra djelovanja iz grupe benzimidazola
(Slika 3.). Primjenjuje se oralno. Koristi se za lije€enje raznih crvnih infekcija uzrokovanih
nematodama i trakavicama kod ljudi i Zivotnja. Slabo je topljiv u vodi. Zbog svoje niske

topivosti u vodi, slabo se i1 nepravnilo apsorbira nakon oralnog davanja §to rezultira nizom

SO W

Slika 3. Molekulska struktura albendazola

bioraspolozivosti. [39, 40]

2.3.2. Alendronat

Alendronat (ALN) je bisfosfonat tree generacije koji je najviSe 1 najduze ispitivan u
lijeCenju 1 prevenciji osteoporoze (Slika 4.). Opcenito, bisfosfanati su lijekovi prvog izbora za
lijeCenje osteoporoze i za prevenciju prijeloma. Oni povisuju mineralni koStani sadrzaj
(BMD) 1 na taj naCin smanjuju rizik za vertebralne, nevertebralne prijelome i za prijelome

kuka. Djelotvoran je i u osteoporozi induciranoj kortikosteroidima. [41]
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Slika 4. Molekulska struktura alendronata

2.3.3. Cefdinir

Cefdinir (CEF) je polusintetincki, cefalosporinski antibiotik tre¢e generacije (Slika 5.).
Primjenjuje se oralno i ucinkovit je protiv mnogih Gram pozitivnih i Gram negativnih
bakterija. Koristi se za lijeCenje akutnog i kroni¢nog bronhitisa, bakterijske upale pluca, upale
srednjeg uha, faringitisa te infekcije koze 1 mekih tkiva. Zbog slabe topljivosti u vodi, oralna

bioraspolozivost mu iznosi svega 21-25 %. [42]

/DH

Slika 5. Molekulska struktura cefdinira
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2.3.4. Febantel

Febantel (FBT) je antihelmintik Sirokog spektra antiparazitskog djelovanja (Slika 6.).
Koristi se iskljuivo u veterinarskoj medicini gdje se kod Zivotinja brzo apsorbira i
metabolizira. Visoko je ucinkovit je u lijeCenju probavnih parazita u goveda, ovaca i svinja.

Ubrzo nakon primjene se pretvara u aktivne spojeve. [43]

(T

Slika 6. Molekulska struktura febantela

2.3.5. Hidroksiklorokin

Hidroksiklorokin (HCQ) je farmaceutik koji se najvise koristi za lijecenje reumatoidnog
artritisa 1 drugih upalnih stanja kao $to je sistemski eritemski lupus(Slika 7.). Nastoji smanjiti
Stetu u zglobovima, a ne samo ublaziti bol tako da se wubraja u skupinu
lijekova koji modificiraju tijek bolesti (engl.Disease ~ Modifying  AntiRheumatic ~ Drugs,
DMARDs). Takoder je i antimalarijski lijek koji se koristi za lijeCenje i prevenciju malarije i
ostalih parazitskih infekcija. U nekoliko vrsta raka postize antikancerogenu aktivnost,

posebice kod raka krvi. [44, 45]

H:C NH
99!
\1\: Cl
Slika 7. Molekulska struktura hidroksiklorokina
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2.3.6. Memantin

Memantin je derivat amantadina koji djeluje na glutamatergicni sistem putem blokiranja
NMDA glutamatnih receptora (Slika 8.). Klinicki se dugo koristi za lije¢enje Parkinsonove
bolesti, a u danaSnje vrijeme se takoder Siroko primjenjuje i za lijeCenje Alzheimerove bolesti.
Ima veliki potencijal u lijeCenju neurodegenerativnih i cerebralnih poremecaja. Njegovo

koriStenje pozitivno utjece na ucenje, pamcenje, bol i neurozastitne ucinke. [46, 47]

NH:

CH:

H:C

Slika 8. Molekulska struktura memantina

2.3.7. Metoklopramid

Metoklopramid je antiemetik i propulziv (Slika 9.). Takoder je i dopaminski antagonist
koji inhibira dopaminske efekte u srediSnjem ziv€anom sustavu i drugim organskim
sustavima. Obi¢no se koristi za lijeCenje mucnine i povracanja, za olakSanje praznjenja zeluca
kod ljudi s gastroparezom i kao lijek za ZeluCane smetnje koje su Cesto povezane s

migrenskim glavoboljama. [48, 49]

HN cl
H:C CH:
N/
o NH
He o

Slika 9. Molekulska struktura metoklopramida
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2.3.8. Nitrofurantoin

Nitrofurantoin je sinteticki antibiotik koji je derivat nitrofurana (Slika 10.). Koristi se u
ljudskoj 1 veterinarskoj medicini. Klini¢ki je koristan protiv Sirokog spektra Gram pozitivnih
(Enterococci) 1 Gram negativnih bakterija (Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella).
Opcenito se koristi u ginekologiji za lijecenje akutnih upala donjeg dijela mokraénog sustava

u trudnodi te za prevenciju upala mokra¢nog sustava poslije kateterizacije ili kirurSkog

zahvata. [50]
D“\“‘i\{QW/“wA:H

Slika 10. Molekulska struktura nitrofurantoina

2.3.9. Prazikvantel

Prazikvantel (PZQ) je antihelmintik Sirokog spektra djelovanja protiv parazita poput
metilja i trakavica (Slika 11.). Nasiroko se koristi za lijeCenje parazitarne bolesti prouzroc¢ene
crvima roda Shistosoma, shistosomijaze. Ucinkovit je i1 protiv ehinokokoze. Dobro se
metabolizira i brzo izluCuje iz organizma, uglavnom u mokraéi. Prednosti su mu visoka

ucinkovitost, dobra sigurnost i dobar terapijski profil. [51, 52]

@51\

Slika 11. Molekulska struktura prazikvantela
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2.4. Toksi¢nost farmaceutika u vodama

Razvojem specificnih preventivnih mjera, zdravstvena ekologija nastoji svesti izloZenost
opasnim okoliSnim ¢imbenicima na prihvatljivu razinu. U opasne okoliSne ¢imbenike
najces¢e ubrajamo nusprodukte industrije ili poljoprivredne djelatnosti koji donose
ekonomsku dobrobit zajednici. Nekontrolirano ispusStanje toksi¢nih tvari iz industrije moze
imati nesagledive posljedice na stanje okoliSa. Primjerice, ispustanje toksi¢ne tvari u vodeni
recipijent u prekomjernoj koncentraciji moze dovesti do posljedica u hranidbenom lancu
ekosustava recipijenta. Sva djelovanja intoksikacije naruSavaju normalan ustroj protoplazme i
dovodeéi do reverzibilnih procesa, u njoj izazivaju poremecaje s posljedicama narusavanja
prirodne bioloSke ravnoteze. U¢inci mogu imati kancerogen ili mutagen karakter, ovisno o
stanju organizma 1 djelovanju zaStitnih fizioloskih mehanizama intoksikacije. Uklanjanje
takvih tvari iz okoliSa je skupo, ali oneciS¢enje okoliSa ugrozava ljudsko zdravlje i

proizvodnju. [53]

2.4.1. Ispitivanje toksi¢nosti farmaceutika

Provodenje testova toksi¢nosti je neophodno kako bi se ocijenila onecis¢enost vodenih
medija, jer fizikalne 1 kemijske analize nisu dovoljne za definiciju svih Stetnih ucinaka
oneciS¢ujucih tvari na zive organizme. Naime, fizikalne i kemijske analize su ogranicene 1 one
samo ukazuju na prirodu Stetnih tvari, ali ne daju nikakve informacije o bioloSkim utjecajima.
Do danas je razvijeno mnogo metoda utvrdivanja bioloske toksi¢nosti voda poput testova na

algama, bakterijama, beskraljeSnjacima, biljkama i ribama.

Granicne vrijednosti tolerancije pri izlaganju odabranih bioloSkih modela, test organizama,
utjecaju razli¢itih toksi¢nih tvari se eksperimentalno odreduju biotestovima. Najces$¢i oblik
ispitivanja je mortalitet. Osnovu biotesta ¢ini pracenje utjecaja koncentracijskog gradijenta
otpadne vode u kontroliranim uvjetima medu kojima je koncentracija otpadne vode jedina
promjenjiva veli¢ina. Izbor bioindikatora ovisi o specifi¢nostima ekosustava, karakteristikama

otpadne vode i recipijenta, svrsi testa, ali i o laboratorijskim moguénostima (Tablica 2.).
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Mnogo je parametara koji utjecu na varijabilnost testova ekotoksi¢nosti, a neki od njih su
fizikalni 1 kemijski uvjeti ispitivanja (pH-vrijednost, provodnost, salinitet itd.), priroda

ispitivanog uzorka, procedura provodenja (protokol 1 uvjezbanost) itd.

Razlikujemo akutne i kroni¢ne testove toksi¢nosti. Akutnim testom se odreduje
prezivljavanje testiranih organizama unutar 24 do 96 sati dok se kroni¢nim testom odreduje
prezivljavanje organizma koji je kontaminiran ispitivanim uzorkom, ali i utjecaj tog uzorka

kao npr. smetnje ponasanja, rasta, reprodukcije i sli¢no, a traje minimalno 7 dana. [53, 54, 55]

Tablica 2. Pregled razlicitih vrsta standardnih bioindikatora [53]

Test organizam Metoda Instrument Nacelo
HRN EN ISO | Oprema za uzgoj jedinki u Slatk.o;;(.)g.n L racie /
Daphnia magna Straus 6431:2000 laboratorijskim uvjetima, ke ﬂm ! }[(.:lfa ik
(Crustacea) Test akutne mikroskop i standardni POKTELYIVOSt opl}c a
toksi¢nosti laboratorijski pribor opservacya n'lort'a 1t.eta
gravidnih jedinki
Photobacterium
phosphoreum (dr. DIN 38412-L34 Luminometar - Monolight Luminiscentna
Lange LUMIStox (ISO/DIS 2010 bakterija / inhibicija
luminous Bacteeria, 11384) emitiranja svjetlosti
LCK480)
Skeletonema costatum Aparat za membransku Morske alge /
ili Pheodactylum ISO 10253 filtraciju, autoklav, pH- inhibicija rasta
tricornutum metar, mikroskop
S;ﬁg;iiiﬁgs Apara.t. za membransku Planktonske
Selenastrum ISO 8692 filtraciju, aqtoklav, pH- slgtk(.)V.O('i‘ne alge /
capricornutum metar, mikroskop inhibicija rasta
Saccharomyces YTT Se_:rum boce V(?l. 125 cm’, ' Kya}é(.“:'eve gljivice /
cerevisae ili Yeast (D'Vf)raé?l’g igle sa Strcaljkom, pH- 19h1b101j.a f.errner}tvgcue
Toxicity Test Stilinovi¢, metar‘,' magnetna i smanjenje koli¢ine
1997.) mijeSalica nastalog CO2

20




2.4.2. Prikaz toksi¢nosti — krivulja toksi¢nosti

Krivulja toksi¢nosti (Slika 12.) pokazuje meduovisnost DOZE i ODGOVORA. Najcesce

(kod normalne razdiobe) ima karakteristi¢ni oblik slova S. [54]

A
llm_. ——— R —— p— — - - f—.
95% *  kod doze X, odgovor se
javlja kod 50% populacije
80
*  kod doze y, odgovor se
javlja kod 95% populacije
E;" 60 * koja ¢e se doza uzeti kao
é 500/ grani¢na ovisi o tezini
8o 8 promatranog ucinka i
;f: moguénostima i troSkovima
4 smanjenja koncentracije
promatranog ¢imbenika u
okolisu [41]
20
0 >

x Doza v

Slika 12. Op¢i izgled krivulje toksi¢nosti

2.4.4. Ispitivanje akutne toksi¢nosti na bakterijama Vibrio fischeri

U posljednjih nekoliko godina razvijen je velik broj testova za odredivanje akutne
toksi¢nosti uz pomo¢ bioluminiscentnih test organizama kao $to su bakterije Vibrio fischeri,
Photobacterium phosphoreum, Vibrio harveyi 1 Pseudomonas fluorescens. lzlaganje
luminiscentnih bakterija toksi¢nim tvarima uzrokuje pad luminiscencije koji je proporcionalan
s toksi¢nos¢u ispitivane tvari. Veliki je interes za provodenjem ovih testova budu¢i da su
jednostavni, daju brzi odgovor i relativno su povoljni. Takoder, usprkos Cinjenici da postoje

razli¢iti mehanizmi toksi¢nosti za razlicite organizme razliitih vrsta, ona tvar koja je toksi¢na
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za neki organizam pokazuje sli¢ne toksicne u€inke na drugom organizmu. Dakle, inhibicija
luminiscencije kod bakterija moze ucinkovito pokazati toksi¢ne ucinke na viSim

organizmima. [54, 55]

Za odredivanje toksi¢nosti u ovom radu koriStena je njemacka standardna metoda po DIN-
u (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* metode koje obi¢no traju 48 ili 96 sati. Kao test organizmi se koriste
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. [53, 55,

57]

2.4.5. Definicije povezane s toksi¢noScu [58]

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 Sto ujedno i predstavlja os
ordinatu na grafu toksi¢nosti otopine ispitivanog farmaceutika dok se na apsicisi nalazi

logaritam koncentracije otopine farmaceutika.

Kasnije se iz grafa ocitaju vrijednosti EC,y 1 ECso koje uzrokuju inhibiciju 20 %, odnosno
50 % bakterijske kulture Sto nam omogucava lakSu interpretaciju rezultata i definiranje

utjecaja uzorka na ispitivanu bakterijsku kulturu.
Prikaz odredivanih fizikalno-kemijskih veli¢ina:

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

luminiscencija)
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Iy — luminiscencija testirane otopine nakon inkubacije u vremenu t (kona¢na luminiscencija

nakon dodavanja uzorka)

loK/ILK — pocetna 1 konac¢na luminiscencija kontrolne otopine (2% NaCl)
fK — faktor korekcije

fK=ILK/l)K (1)
I, — ispravljeni fK

le=fKx Iy (2)
% inhib.t. — postotak inhibicije luminiscencije nakon inkubacije u vremenu ¢

% inhib.t. = (I, — ;) x 100//, 3)

GL vrijednost — faktor razrjedenja kojim je postignut % inhib.z. <20
EC,o — koncentracija uzorka u testu koji uzrokuje 20 % inhibicije

ECs — koncentracija uzorka u testu koji uzrokuje 50% inhibicije

2.4.6. Zona inhibicije [59]

Zona inhibicije podrazumijeva ispitivanje aktivnosti mikrobicidnih sredstava. Ovisno o
vrsti mikrobicidnog sredstva, pazljivo se odabire mikroorganizam za provedbu odgovarajuc¢ih
ispitivanja. Jedna od metoda ispitivanje je metoda difuzije, pri ¢emu se aktivna tvari nanosi u
cilindar, na disk ili na plo¢icu. Kod ove metode odredena koliCina aktivne tvari je pohranjena
na maloj povrSini agar ploce koja je inokulirana ispitivanim mikroorganizmom, uz vrijeme
inkubacije 16-18 sati. Nastala zona inhibicije je povezana s logaritmom koncentracije
mikrobicidnog sredstva. Teoriju nastajanja zone inhibicije razvio je Cooper i prikazo je

jednadzbom:
Xo=4x D x Ty x In(mo/m'") 4)
D - koeficijent difuzije aktivne tvari u vodi pri temperaturi inkubacije

T) - vrijeme potrebno za stvaranje zone inhibicije
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my - po¢etna koncentracija na disku
Vs . . .
m' - kriticna koncentracija aktivne tvari

X - duzina difuzije

Kritiéno vrijeme 7y, kriticna koncentracija aktivne tvari m' i kriticna koncentracija
mikroorganizama znacajni su za teoriju nastajanja zone difuzije. Shodno tome slijedi opca
jednadzba koja objasnjava utjecaj temperature, sastava podloge i koncentraciju inokuluma na

veli¢inu zone:

Xo= (9,2 x D x log(my/m")) x (L+3,32 x G x log(N'/N0)) ®))

G - generacijsko doba
L - vrijeme laganog rasta
No- pocetna koncentracija mikroorganizama

N' - kriti¢na koncentracija mikroorganizama

2.4. Procjena rizika za okolis

Prema definiciji, procjena rizika za okoli§ podrazumijeva analizu i interpretaciju podataka u
cilju predvidanja potencijalne opasnosti/Stetnih ucinaka. Integrirano upravljanje okoliSem
(engl. 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, navedenih na Slici

13., a jedan od njih jest i procjena rizika, gdje spada i odredivanje ekotoksi¢nosti.
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Internacionalna organizacija koja se bavi biomonitoringom onecis¢enja jest Europska agencija
za okoli§ (engl. European Environmental Agency, EEA) koja pruza neovisne informacije o
okoliSu za one koji su ukljuceni u razvoj, usvajanje, provedbu i ocjenu politike zastite okolisa,
ali 1 Siroj javnosti. EEA prikuplja podatke i proizvodi procjene o Sirokom rasponu tema

vezanih uz okoli$.[60]

Stratetka procjena utjecaja na okolis
SEA)
(4] )] i s Y 08 ) ISP rociena utjecaja na okolis (ELA)

* Programi upravljanja okoliltem
S (EMP)
UPRAVLJANJE Sustavi upravljanja okolifem

(EMS)
* Procjena Zivotnog ciklusa (LCA)

* Nezavisna ocjenjivanja (audit)
* Kontrola i upravljanje
neuskladenostima

Slika 13. Alati integriranog upravljanja okoliSem (IEM) [61]

Farmaceutici su u okoliSu prisutni u vrlo niskim koncentracijama, vazna je primjena
osjetljivih analitickih metoda detekcije 1 kvantifikacije. U okoliSu mogu biti podlozni raznim
procesima kao §to su: hidroliza, fotorazgradni i biorazgradni procesi. Na taj nacin su u okoliSu
prisutni i metaboliti te razgradni produkti, koji u nekim sluajevima mogu pokazati vecu

toksi¢nost od polazne komponente. [62]

Svaki zahtjev za odobrenje novog lijeka treba sadrzavati ocjenu potencijalnog rizika za okoli§
(ERA) i u slu¢aju potrebe nuzno je poduzeti mjere za smanjenje negativnog utjecaja na okolis,
Kako je literaturno navedeno, ocjena rizika koji lijek moze imati za okoli§ je proces koji se
sastoji od dvije faze. U prvoj fazi ispitivanja se temelje isklju¢ivo na djelatnoj tvari, neovisno

o nacinu primjene, farmaceutskom obliku, metabolizmu lijeka i njegovom izluéivanju.
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Ocjenjuje se izlozenost okolisa lijeku, izraCunava se predvidena koncentracija lijeka u
vodenom okoliSu (engl. Predicted Environmental Concentration, PEC). Ako je vrijednost
PEC u povrSinskim vodama ispod 0,01 pg/L i nema drugih naznaka opasnosti za okolis,
pretpostavka je da lijek ne predstavlja rizik za okoli§ nakon propisane primjene i nisu
potrebna dodatna ispitivanja. Ako je vrijednost veca, potrebna je provedba druge faze koja
podrazumijeva analize postojanosti lijeka u okoliSu 1 njegovog utjecaja na okolis. Odreduje se
odnos PEC/PNEC (engl. Predicted-no-effect-Concetration, PNEC). Eksperimentalne studije
trebaju slijediti protokole koje su propisale Europska komisija (engl. Organization for
Economic Co-operation and Development, OECD) ili Medunarodna organizacija za
normizaciju (engl. International Organization for Standardization, ISO). Kod ocjene rizika za
okoli§ skupljaju se 1 obraduju svi dostupni podaci o fizikalno-kemijskim osobinama,
primarnoj i sekundarnoj farmakodinamici, toksikologiji, metabolizmu, izlu€ivanju, razgradnji
1 postojanosti djelatne tvari i/ili odredenog metabolita te razgradnog produkta. Neovisno o
rezultatima ispitivanja potencijalnog rizika ne postoje kriteriji kojima bi se uskratilo davanje

odobrenja zastavljanje lijeka u promet.

Svrha dobro provedene procjene rizika na okoli§ je utvrditi Stetan utjecaj na okolis, definirati
mjere koje je potrebno poduzeti pri pohrani i1 zbrinjavanju lijeka te podatke o lijeku upotpuniti

potrebnim podacima o zbrinjavanju neupotrebljenog lijeka. [8]

2.5. Osvrt na zakonodavstvo

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 1 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 toksic¢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 sljede¢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$ 1 ljudsko zdravlje.
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Rastu¢i problem okolisa i utjecaja na ljudsko zdravlje predstavlja onecis¢enje vode i tla
ostatcima 1 razgradnim produktima farmaceutskih pojeva. Na ,,watch listi su se naSla i tri
farmaceutska spoja: 17 a-etinilestradiol (EE2), 17 p-estradiol (E2) i diklofenak. 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. [64]

Takoder, na razini Europske unije, utjecaj farmaceutika na okoli§ se prvi put spominje u
Direktivi iz 1993. godine (Direktiva 93/39/EEC), a u kasnijim Direktivama se toj temi daje
vise prostora. U Direktivama se navode rizici za okoli$ koji proizlaze iz primjene, skladiStenja

1 odlaganja lijekova, a ne iz sinteze ili proizvodnje lijekova.

Zahtjev za odobrenje novih lijjekova za ljudsku primjenu mora sadrzavati ocjenu rizika
koju taj farmaceutik moze imati za okoli§ (engl. Environmental Risk Assessment, ERA).
Ocjena rizika koju farmaceutik moze imati za okolis je proces koji se sastoji od dvije faze. U
fazi 1 se ispitivanja temelje isklju¢ivo na djelatnoj tvari, neovisno o nacinu primjene,
farmaceutskom obliku, njegovom izluc¢ivanju ili metabolizmu lijeka. Ukoliko se u fazi I utvrdi
da farmaceutik predstavlja rizik za okoli§, provodi se faza II u kojoj se rade analize

postojanosti lijeka u okolisu 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. [63]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

U Tablici 3. Navedene su kemikalije koje su koriStene prilikom provodenja analiza u svrhu
odredivanja toksicnosti farmaceutika.

Tablica 3.Kemikalije koje su koristene za odredivanje toksi¢nosti

KEMIKALIJE M(F)(L)Ef,[%LLS;(A CISTOCA PROIZVODPAC
Acetonitril CH;CN HPLC ¢istoca Fischer Chemical, Velika Britanija
Agar Ci4H2409 p.a. Liofilchem, Italija
Amonijev-zeljezo (I) sulfat (NH,),Fe(SO,), p-a. Sigma-Aldrich, SAD
Cink sulfat heptahidrat ZnSo, x 7TH,0O p.a. Lach-ner, Ceska
D(+)-rafinoza pentahidrat CisH3,015 99% Alfa Aesar, Njemacka
D-glukoza Ce¢H 204 p.a. Lach-ner, Ceska
Etanol C,HsOH 96 % Gram-mol d.o.o., Hrvatska
Feroin indikator CyeHosFeNg p-a. Sigma-Aldrich, SAD
Glicerol C;Hz0, p.a. Lach-ner, Ceska
Kalcij karbonat CaCO;, 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
Kwvascev ekstrakt CioH 40, p-a. Biolife, Italija
Magnezij sulfat MgSO, p.a. T.T.T., Hrvatska
Metanol CH;0H HPLC distoca J.T. Baker, Nizozemska
Natrijev klorid NaCl p-a. Lach-ner, Ceska
Pepton - p.a. Biolife, Italija
Srebrov sulfat Ag,SOy p.a. Kemika d.d., Hrvatska
Sulfatna kiselina H,SO, p-a. Kemika d.d., Hrvatska
Zivin (IT) sulfat Hg,S0, p.a. Sigma-Aldrich, SAD

3.1.2. Hranjive podloge
3.1.2.1. Podloga za uzgoj bakterija Vibrio fischeri

Sve sastojke (Tablica 4.) otopiti u hladnoj deioniziranoj vodi u Erlenmeyer tikvici.
Ostaviti 15 minuta da agar nabubri i potom zagrijati do vrenja. Budu¢i da veéina kalcij

karbonata ostaje neotopljena, zagrijavanje treba izvoditi u vodenoj kupelji. Kada se sastojci u
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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 kalcij
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). [58]

Tablica 4. Sastav hranjive podloge

Sastojci u 1000 mL
NaCl 30g
Agar 15¢g
Glicerol 10g
CaCOs S¢g
Pepton S5¢g
Kvascev ekstrakt 3g

Za uzgoj bakterija 1 plijesni tijekom mikrobioloSkih ispitivanja toksi¢nosti metodom
mjerenja zone inhibicije upotrijebljene su dehidrirane hranjive podloge proizvodaca "Biolife",
Milano, Italija i pripremane su po uputstvu proizvodaca. Prethodno izvagane i otopljene

podloge sterilizirane su u autoklavu pri 121 °C i 1 atmosferi pretlaka u trajanju od 15 minuta.

3.1.2.2. Podloga za uzgoj bakterija Streptomyces rimosus i Bacillus sp. — bujon agar

U Erlenmeyerovoj tikvici u destiliranoj vodi suspendirano je 23,3 g bujona dopunjeno do
1000 mL (Tablica 5.). Podloga se zatim pazljivo zagrijavala do vrenja dok se nije potpuno

otopila 1 sterilizirana je u autoklavu 15 min pri 121 °C.[65]
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Tablica 5. Sastav hranjive podloge

Sastojci u 1000 mL
Pepton-1 ,,Torlak* 150¢g
Mesni ekstrakt

,,Jorlak* 3.08
NaCl 50g
K3PO4 0,3 g

3.1.2.3. Podloga za uzgoj plijesni Aspergillus niger — malt agar (kruti)

U hladnoj destiliranoj vodi suspendirano je 47,0 g malt agara u prahu dopunjeno do 1000
mL 1 ostavljeno stajati 15 min. Potom je zagrijavano do vrenja i sterilizirano u autoklavu 15

min pri 121 °C.[65]

Tablica 6. Sastav hranjive podloge

Sastojci u 1000 mL
Malt ekstrakt 300 g
Agar Bios LL 170 g

3.1.3. Otopina za resuspenziju

Otopina za resuspenziju je hranjiva izoosmotska otopina za resuspendiranje bakterijske
kulture. U destiliranoj vodi se otope sastojci (Tablica 7.). Otopina se prokuha, ohladi i
profiltrira. Sterilizira se u autoklavu. Tako pripremljena se ¢uva u hladnjaku do 4°C do 2
tjedna ili do pojave zamucenja, a moze se i smrznuti u manjim bocicama (100mL) 1 duze

ocuvati. [58]
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Tablica 7. Sastav otopine za resuspenziju

Sastojci u 1000mL
NaCl 36¢g
KHPO 02¢g
Ca(Cl 05¢g
MgSO 0,2¢g
Glicerol 0,5 mL

3.1.4. Djelatni mikroorganizmi
3.1.4.1. Bakterije Vibrio fischeri

Bakterijsku suspenziju pripremamo sterilnom tehnikom rada. Pripremi se sav potreban
pribor. 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 od 15°C. Nakon 15 minuta odmah se krece sa
radom 1 mjerenjem da kultura predugo ne stoji jer s vremenom 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.

Sterilnom tehnikom rada se pazljivo sadrzaj kivete izlije na svjezu, sterilnu ¢vrstu hranjivu
podlogu na Petrijevoj zdjelici. Takoder se moze i sterilnom mikrobioloSkom ezom uzeti malo

suspenzije i cik-cak potezima nacijepiti na podlogu.

Kultura se odrzava u Petrijevim zdjelicama na temperaturi od 15 °C do 22°C uz
temperaturni optimum od 18°C. Petrijeva posuda se postavi poklopcem prema dolje kako bi
se sprijecilo kapanje vode na bakterije zbog kondenzacije. 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.
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pH—Vrijednost otopine za resuspenziju, radne otopine i otopine referentnih tvari mora

1znositi izmedu 6,8 1 7,2.

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

redeionizirane vode.

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 i za pripremu niza razrjedenja.

Sterilnom tehnikom rada, §to podrazumijeva upaljeni plamenik s oksidirajuéim plamenom
te radna povrsina oc¢iS¢ena etanolom, se sterilnom mikrobioloSkom ezom pokupi malo kulture
izrasle na hranjivoj podlozi (Slika 14.), stavi se u 5 mL sterilne otopine za resuspenzije u
kivetu, dobro se homogenizira te se stavi na termostat na 15 minuta na temperaturu od 15 °C.

Pripremljena suspenzija mora biti gusta (zamucena).

Kivete za provjeru toksi¢nosti moraju biti u termostatiranom bloku na 15 °C barem 15
minuta prije pocetka izvodenja testa. Termostatirani blok postize temperaturu od 15 °C za
otprilike 10 minuta. pH-vrijednost uzorka mora biti izmedu 6 1 8,5 (podesiti s 0,1 M NaOH ili
0,1 M HCI). [65]

Slika 14. Hranjiva podloga sa vidljivim kolonijama bakterijske kulture
Vibrio fischeri (zute kolonije, kultura nakon 48 h inkubacije)
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3.1.4.2. Mikroorganizmi koriSteni za odredivanje toksi¢nosti zonom inhibicije

Za odredivanje toksi¢nosti farmaceutika metodom mjerenja zone inhibicije koriStene su
Ciste kulture bakterija i plijesni iz Zbirke mikroorganizama Zavoda za industrijsku ekologiju
Fakulteta kemijskog inZenjerstva 1 tehnologije. Odabrane su bakterije i plijesni koje mogu

biti prisutne u okoliSu[64]:

Streptomyces rimosus R7 - za uzgoj zrakaste bakterije koristio se hranjivi bujon uz

inkubaciju 2-5 dana pri 28 °C.

Bacillus sp. 3045 - za uzgoj Stapicaste bakterije koristio se hranjivi bujon uz inkubaciju od

48 sati pri 37 °C.

Aspergillus niger 405 - za uzgoj plijesni koristio se hranjivi malt uz dodatak
oksitetraciklina (OTC) kao antibiotika radi sprje¢avanja bakterijske infekcije uz inkubaciju od

2-5 dana pri 28 °C.
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3.1.5. Farmaceutici

U Tablici 8. navedeni su osnovni podaci o farmaceuticima koji su koriSteni u radu.

Tablica 8. Podatci o koriStenim farmaceuticima

Molekulska .
Farmaceutik CAS broj | M,, g/mol | Cisto¢a | Proizvoda¢
formula
Veterina
Albendazol C1oHi5N30,S | 54965-21-8 265,33 99 % q
.0.0.
Sigma
Alendronat C4H3sNO7P, 66376-36-1 249,096 >97%
Aldrich
Sigma
Cefdinir C14H13N505Sz 91832-40-5 395,41 295 %
Aldrich
Veterina
Febantel C20H22N406S 58306-30-2 446,48 > 99 % d
.0.0.
Sigma
Hidroksiklorokin C13H,6CIN;O 118-42-3 335,872 >95%
Aldrich
Sigma
Memantin CoHy N 19982-08-2 179,302 99.4 %
Aldrich
Sigma
Metoklopramid C14H2,CIN;0, 364-62-5 299,800 >99.9 % )
Aldrich
Acros
Nitrofurantoin CgHgN4O5 67-20-9 238,16 98 % )
Organics
Veterina
Prazikvantel C19H24N202 55268-74-1 3 12,41 > 99 % d
.0.0.

3.1.5.1. Otopine farmaceutika

Temeljna standardna otopina (TSO) farmaceutika masene koncentracije 200 mg/L
priprema se otapanjem to¢no poznate mase svakog farmaceutika u otapalu metanolu HPLC
¢isto¢e u odmjernim tikvicama od 10 mL. Razrjedenja, tj. radne otopine (RO) od 100 ppm

pripremaju se u redeioniziranoj MiliQ vodi.
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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 (najveéa 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 15.).

Nakon §to se o€ita prva kiveta B1 vraca se na termo blok, na luminometar se stavlja iduc¢a
po redu C1, a istovremeno se iz kivete Al u kivetu B1 pipetira po 0,5 mL otopine. C1 se
vraca na termo blok, B2 se stavlja na luminometar, a iz A1 se takoder pipetira 0,5 mL otopine

u kivetu C1. I tako sve do kraja mjerenja. [65]

" O 1.5mL
OO0
D.SmD
8 o*0 O O O O O O O O
c O O O O O O O © O O
1 2 3 4 > ] T B 9 10

Slika 15. Geometrijski niz

3.2. Instrumenti i uredaji
3.2.1.Analiticka vaga

U radu je koristena analititka vaga Mettler Toledo, AB104, Svicarska,sa moguéno$céu

vaganja na pet decimala, SmartGrid,a prikazana na Slicil6.

35



Slika 16. Analiticka vaga

3.2.2. Ultrazvucna kupelj

Nakon pripreme standardnih otopina farmaceutika u odmjernim tikvicama, svaka tikvica se
uronila u ultrazvuénu kupelj SONOREX DIGITAL 10 P, Bandelin, Berlin, Njemacka
(Slikal7.), kako bi se poboljsao proces otapanja farmaceutika albendazola u smjesi otapala.
Ultrazvucna kupelj je programibilna, tj. omogucuje podeSavanje temperature kupelji 1 snage
ultrazvuka te pohranjivanja do 10 programa s razli€itim postavkama eksperimentalnih uvjeta.
Maksimalna temperatura koju je moguée podesiti iznosi 80 °C, vrijeme od 1 do 99 minuta, a

maksimalna snaga 1200 W. [58]
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Slika 17. Ultrazvucna kupel;

3.2.3. Autoklav

Autoklav je uredaj za provedbu sterilizacije zasi¢enom vodenom parom pod pritiskom
(Slika 18.). Graden je od vrlo ¢vrstog materijala, najéesée u vidu cilindra. Ima dvostruke
stjenke 1 poklopac koji se pomocu podesivih vijaka i gumenog obruca hermeticki zatvara.
Ulozak s termometrom, manometar i sigurnosni ventil najé¢esc¢e su postavljeni bo¢no, obi¢no u
gornjem dijelu. Postrani¢no se nalazi 1 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
elektri¢ni grijac). Sterilizacija zasi¢enom vodenom parom pod pritiskom najcesée se provodi
pri pritisku od 1 atmosfere pretlaka i 121 °C tijekom 15 do 30 min i smatra se najpouzdanijom
metodom sterilizacije jer povecani pritisak povecava temperaturu, a time i prodor vodene pare

u materijal koji se sterilizira. [66]
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Slika 1. Awoklav: 1-poklopac, 2-prsten,
J-unutrasnja stjenka, 4--vanjska
styenka, S-elektricni gryjaci, 7-metalni
zavrtanj, 8-manometar, 9-sigurnosni
ventil, 10-ventilacijski ventil, 11+
ventilacijska Salica, 12-ljevak za
punjenje, 13-, 14, 15- i 16- ventili
sustava za punjenje, 1 7-termomeiar, 21+
odvod, 22-ventil za ispustanje, 24-plast
autoklava

Slika18. Shematski prikaz autoklava

3.2.4. Luminometar

Toksi¢nost je odredivana na mjernom instrumentu LUMIStox 300 s bakterijama koje

imaju sposobnost luminiscencije (Slika 19.).

LUMIStox 300 objedinjuje racunalnu tehnologiju s tehnologijom mjernih instrumenata (u
ovom sluc¢aju luminometrom). Ba$ kao i racunala, 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 omoguéeno prepoznavanje boje uzorka u testu s luminiscirajuéim

bakterijama. Radna temperatura instrumenta je 15 °C (+1 °C).
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Slika 19. Uredaj za provedbu toksi¢nosti (LUMIStox 300)

SCRN funkcija: Test valjanosti bakterijske kulture izvodi se svaki put prije postavljanja
testa. U referentnu kivetu se stavi 0,5 mL otopine 2 % NaCl 1 0,5 mL inokuluma (suspenzije).

U test kivetu se stavi 0,5 mL otopine ZnSO4 x 7 HyO i1 0,5 mL inokuluma.

Ostavi se na termostatiranom bloku 15 minuta te se na LUMIStox-u pokrene SCRN
program. Ocita se vrijednost. Sadrzaj test kivete u odnosu na sadrzaj referentne kivete mora

imati izmedu 20 % 1 80 % luminiscencije.

Na glavnom izborniku LUMIStox uredaja odabere se program LU za mjerenje relativne
luminiscencije, te se na taj nacin provjeri aktivnost bakterijske kulture. Luminiscencija mora

biti najmanje 1 000, a najviSe do 10 000 da se moZe zapoceti test.

Na luminometru se odabere funkcija EC, podese se uvjeti rada i zapo¢ne se sa mjerenjem.

Rezultati se o¢itavaju i odmah zapisuju.

Za pripravu razrjedenja te natapanje diskova otopinama koristila se automatska
mikropipeta proizvodac¢a Eppendorf (Slika 20).Znacajke mikropipete su rad na dva zgloba,

kemijska otpornost, 4-znamenkasti prikaz,automatski donji dio, volumen 10-1000 pL.
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Slika 20. Automatska mikropipeta Eppendorf

3.3. Metodika odredivanja toksicnosti bakterijamaVibrio fischeri

Postupak provedbe odredivanja toksic¢nosti metodom s Vibrio fischeri prikazana je na Slici
21. Do problema je ponekad dolazilo u uzgajanju kultura bakterija Vibrio fischeri koje su vrlo
osjetljive na okolisne uvjete. Klju¢no je prije samih analiza podesiti pHsvih otopina za rad
(optimalno 6,8-7,2), te termostatirati ih na 15 °C. Provedba eksperimentalnog dijela rada je
ukljucivala reaktiviranje liofiliziranih bakterija, njihovo precjepljivanje na hranjivu podlogu i

inkubaciju na 18-22 °C, 24-48 h.

U radu je najprije mjerena luminiscencija bakterijskih suspenzija bez cistih aktivnih
supstanci farmaceutika, a potom su se sljedeci pravilo geometrijskog niza dodavale otopine
farmaceutika razli¢itih koncentracija, pocevsi od najmanje do najveée (Navedeno u dijelu:

3.1.5.1. Otopine farmaceutika).

Nakon 30 min ocitavani su rezultati testa provedenog na uredaju LUMIStox 300 i na

temelju rezultata crtani su grafovi toksicnosti za otopine pojedinacnih farmaceutika.

Kako se temeljnu standardnu otopinu farmaceutika priprema otapanjem to¢no poznate
odvage farmaceutika u metanolu u ¢emu su ispitivani farmaceutici najbolje topljivi, prije
pocetka ispitivanja otopina farmaceutika, bilo je provedeno mjerenje toksi¢nosti samog
otapala metanola iste koli¢ine koja je prisutna i kod standardnih otopina. 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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Sva ispitivanja na pojedinim farmaceuticima provedena su dva puta radi provjere
ponovljivosti. Uz grafove, tablicno su navedene i vrijednosti ECyy 1 ECsy za svako mjerenje
koje predstavljaju koncentracije uzorka u testu koje uzorkuju 20 %, to jest 50 % inhibicije
rasta prisutnih bakterija Vibrio fischeri. Takoder, izraCunata je i relativna standarda devijacija

(RSD) u postotcima koja ukazuje na odstupanja u mjerenjima.

Kako bi se ucinci ispitivanih farmaceutika na ispitivanu bakterijsku populaciju mogli
usporediti, konacno je dan i prikaz tablice sa srednjim vrijednostima ECyy i ECsy koje su

izraCunate na temelju provedenih mjerenja.

Priprema  Priprema
otopine za standardnih i
resuspenziju radnih
otopina
farmaceutika

F Aktivacija
liofiliziranih
bakterija

Vibrio

‘a; h fischeri
Vibri G*?’sz )
FLE { 'E} p

fischeri

Priprema
bakterijske
suspentije

LUMIStox
300

Slika 21. Shema postupka odredivanja toksi¢nosti metodom Vibrio fischeri

3.4. Metodika odredivanja toksi¢nosti zonominhibicije

Bakterijske kulture i1 plijesni su prethodno sterilnom tehnikom rada precijepljene u
propisno oznacenu epruvetu s kosom hranjivom podlogom te uzgajane u termostatu pri
temperaturi 37 °C (Bacillus sp ) 1 28 °C (Streptomyces rimosus, Aspergillus niger) kako bi
kulture bile svjeze za pripremu suspenzija. Nakon 96-satnog uzgoja, Ciste bakterijske kulture
Streptomyces rimosus (Slika22.) 1 Bacillus sp. (Slika23.) i1 plijesni Aspergillus niger

(Slika24.) uporabljene su za pripravu suspenzije bakterija, odnosno plijesni. U ovako
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priredenim suspenzijama prethodno je odredivan ukupan broj stanica bakterija optickom
gusto¢om. Ukupan broj plijesni, odnosno broj spora plijesni utvrden je metodom izravnog

odredivanja opticke gusto¢e prema McFarland standardima.

Slika23. Bakterijska kultura Bacillus sp. izrasla na hranjivom bujon agaru
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Slika24. Plijesan Aspergillus niger izrasla na malt agaru

Sterilizacija je uniStavanje ili uklanjanje vegetativnih stanica i endospora. Za vlaZznu
sterilizaciju bakterioloski onec¢is¢enog posuda i hranjivih podloga upotrijebljen je autoklav.
Sterilizacija Cistog posuda provedena je u suhom sterilizatoru, "Instrumentaria", Zagreb,

Hrvatska, pri temperaturi 160-180 °C tijekom 2 sata.

U priredenim suspenzijama mikroorganizama odredivan je ukupan broj stanica bakterija
optickom gusto¢om koji je iznosio 5,8x10 stanica/mL suspenzije. Sterilnom tehnikom rada je
pripremljeno 10 puta manje razrjedenje, tako da je suspenzija koja je dodana u epruvete s
hranjivim agarom sadrZavala oko 6x10° stanica/mL suspenzije. Ukupan broj plijesni, odnosno
broj spora plijesni utvrden je procjenom opticke gustoce i iznosio je oko 5x10° stanica/mL

suspenzije.

Nakon $to se odredio broj stanica bakterija 1 plijesni u priredenim suspenzijama, po 3 mL
suspenzije je sterilnom tehnikom rada dodano u epruvetu koja sadrzava 27 mL hranjivog
bujona agara, odnosno malt agara. Bakterije, odnosno plijesni su dobro homogenizirane u
podlozi 1 izlivene u sterilne Petrijeve zdjelice. Prethodno pripremljeni suhi i Cisti diskovi
natopljeni su otopinama farmaceutika, realnih uzoraka te otopina slijepih proba, svaki po 50
uL, Sto je maksimalni volumen koji disk moze primiti bez prelijevanja i to automatskom
pipetom. Tako pripremljeni diskovi Cuvani su na suhim i €istim oznaenim jazicama a potom

su preneseni na pripremljene o¢vrsle hranjive podloge (Slika 25, Slika 26, Slika 27, Slika
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28). Na svaku Petrijevu zdjelicu se u sredinu stavlja jedan kontrolni disk natopljen MiliQ
vodom. Petrijeve zdjelice su inkubirane pri 28 °C i 37 °C, a rezultati su ocCitavani nakon 24

sata 1 tako kroz vremenski period od 7 dana.

Bacillus sp.

NITROFURANTOIN HIDEOKSIKLOROEDY SLIJEPA PROBA

Slika 25. Shematski prikaz Petrijevih zdjelica s Bacillus sp. na bujon agaru i diskovima sa
standardnim otopinama ispitivanih farmaceutika. Plavo oznaceni diskovi su namoceni MiliQ vodom,
zuti kruziéi prikazuju diskove namocene radnim otopinama farmaceutika razli¢itih masenih
koncentracija. Zuta Petrijeva zdjelica prikazuje slijepu probu u kojoj se mjeri zona inhibicije bakterija
na ¢isto otapalo, odnosno metanol.

Streptomyces rimosus

NHROFURANTOIN HIDROKSIKLOROKIN

SLIJEPAPROBA

Slika 26. Shematski prikaz Petrijevih zdjelica s Streptomyces rimosus na bujon agaru i diskovima sa
standardnim otopinama ispitivanih farmaceutika. Plavo oznaceni diskovi su namoceni MiliQ vodom,
zuti kruzi¢i prikazuju diskove namoc¢ene radnim otopinama farmaceutika razli¢itih masenih
koncentracija. Zuta Petrijeva zdjelica prikazuje slijepu probu u kojoj se mjeri zona inhibicije bakterija
na Cisto otapalo, odnosno metanol.
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Aspergillus niger

NITROFURANTOIN HIDROKSIKLOROKIN SLIJEPA PROBA

Slika 27. Shematski prikaz Petrijevih zdjelica s Aspergillus niger na malt agaru i diskovima sa
standardnim otopinama ispitivanih farmaceutika. Plavo oznaceni diskovi su namoceni MiliQ vodom,
zuti kruziéi prikazuju diskove namocene radnim otopinama farmaceutika razli¢itih masenih
koncentracija. Zuta Petrijeva zdjelica prikazuje slijepu probu u kojoj se mjeri zona inhibicije plijesni
na ¢isto otapalo, odnosno metanol.

Slika28. Prikaz propisno oznacene Petrijeve zdjelice sa o¢vrslom hranjivom podlogom i nanesenim
diskovima natopljenim standardnim otopinama na pocetku eksperimenta (nulti radni dan)
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Na Slici 29. prikazani su koraci u radu prilikom porvedbe odredivanja toksicnosti

farmaceutika pra¢enjem razvijenih zona inhibicije.

Uzgpj Priprema
bakterija i standardnihi
plijesni radnih
otopina
farmaceutika

Priprema
hranjive
podloge

Inkubacija

Mjerenje
zone
inhibicije

Slika 29. Shema postupka odredivanja toksi¢nosti metodom zone inhibicije
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Kao §to je ve¢ navedeno, ispitivanih 9 farmaceutika s obzirom na ucestalu uporabu na
globalnoj razini, u okoli§ dospijevaju na razli¢ite nac¢ine. Upravo zato je klju¢an monitoring
koji ukljucuje odredivanje njihove toksi¢nosti, odnosno ekotoksi¢nosti. U ovom radu je
ispitivana toksicnost Cistih aktivnih supstanci (API) farmaceutika albendazola, alendronata,
cefdinira, febantela, hidroksiklorokina, memantina, metoklopramida, nitrofurantoina i
prazikvantela. Ispitivanja Cistih aktivnih supstanci se provode kako bi se lakSe moglo pratiti
kretanje njihovih metabolita i razgradnih produkata nakon Sto 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 su koriStene dvije metode za odredivanje ekotoksi¢nosti
farmaceutika, metoda pomocu bakterijske kulture Vibrio fischeri te praéenjem zone inhibicije.

Njihove prednosti i nedostaci mogu se potvrditi dobivenim rezultatima.

U nekoliko radova navedeni su podaci za ekotoksi¢nost nekih farmaceutika koji su
najcesce u uporabi, kao Sto su antibiotici. [67] Vazno je naglasiti da literaturno nije potvrdeno
da postoje informacije o toksi¢nosti navedenih devet farmaceutika. Upravo zato je provedba

ekotoksikoloskih istrazivanja kljucna.

4.1. Odredivanje toksi¢nosti bakterijama Vibrio fischeri

U radu je najprije izmjerena luminiscencija bakterijskih suspenzija bez ¢istih aktivnih
supstanci farmaceutika, a potom su se sljedec¢i pravilo geometrijskog niza dodavale otopine
farmaceutika razli¢itih koncentracija, pocevS§i od najmanje do najvefe. 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 (100 mg/L, izuzev albendazola ¢ija je radna otopina imala koncentraciju od
300 mg/L) koja je bila pripremljena otapanjem izracunate koliine temeljne standardne

otopine u MiliQ vodi.

Nakon 30 min ocitavani su rezultati testa provedenog na uredaju LUMIStox 300 i na

temelju rezultata crtani su grafovi toksi¢nosti za otopine pojedina¢nih farmaceutika.
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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 30.). [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 30. Graf toksi¢nosti metanola

Sva ispitivanja na pojedinim farmaceuticima provedena su najmanje dva puta radi provjere
ponovljivosti. Uz grafove, tablicno su navedene i vrijednosti ECyy 1 ECsy za svako mjerenje
koje predstavljaju koncentracije uzorka u testu koje uzorkuju 20 %, to jest 50 % inhibicije
prisutnih bakterija Vibrio fischeri. Takoder, izracunata je i relativna standarda devijacija

(RSD) u postocima koja ukazuje na odstupanja u mjerenjima.

Kako bi se ucinci ispitivanih farmaceutika na ispitivanu bakterijsku populaciju mogli
usporediti, konacno je dan 1 prikaz tablice (Tablica 9.) sa srednjim vrijednostima ECyy 1 ECs

koje su izraCunate na temelju provedenih mjerenja.

Slika 31 prikazuje usporedbeni graf toksi¢nosti otopine albendazola poc¢etne koncentracije
300 mg/L. 1z grafa je vidljivo kako je u c¢itavom podrucju razrjedenja prisutna inhibicija
bakterijske kulture, s tim da se ona, kako se ide prema manjim razrjedenjima takoder
povecava tako da otopina masene koncentracije 100 odnosno 300 mg/L uzrokuje inhibiciju

gotovo Citave bakterijske kulture.
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Slika 31. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine albendazola

Slika 32. prikazuje graf toksi¢nosti otopine cefdinira. Iz grafa je vidljivo da veca
razrjedenja ne utjecu na inhibiciju bakterijske suspenzije dok manja razrjedenja, medutim sve
vece koncentracije, dakle blize originalnom uzorku farmaceutika masene koncentracije 100

mg/L, uzrokuju sve vecu inhibiciju koja se ocituje u smanjenju luminiscencije bakterija Vibrio
fischeri.
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Slika 32. Graf usporedbe toksicnosti otopine cefdinira

Slika 33 prikazuje graf toksi¢nosti otopine febantela gdje je na krivulji toksi¢nosti vidljivo
kako veéa razrjedenja takoder ne utjeu na inhibiciju testiranih organizama kao i kod
ispitivanja toksi¢nosti cefdinira, dok vece koncentracije farmaceutika uzrokuju inhibiciju

bakterijske suspenzije tako da originalna otopina farmaceutika masene koncentracije 100

mg/L uzrokuje inhibiciju bakterijske suspenzije gotovo 100%.
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Slika 33. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine febantela

Na Slikama 34. i 35. prikazani su grafovi toksi¢nosti za otopine nitrofurantoina te
prazikvantela. Od svih promatranih krivulja dobivenih mjerenim vrijednostima, krivulja
toksicnosti za nitrofurantoin pokazuje najveéi porast tako da c¢ak 1 otopina masene
koncentracije od 0,98 mg/L (razrijedenje 128 puta obzirom na pocetnu koncentraciju od 100
mg/L) uzrokuje inhibiciju od 9,98 % testiranih organizama. Kod razrijedenja masene

koncentracije od 6,25 do 100 mg/L inhibicija testiranih organizama povecava se na od 90 do
100 %.
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Slika 34. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine nitrofurantoina

Kod otopine prazikvantela krivulja toksi¢nosti prikazuje blazi porast s obzirom na krivulju

toksicnosti otopine nitrofurantoina, ali opet je vidljivo da i jako velika razrjedenja uzrokuju

50



malu inhibiciju testiranih organizama. Tako otopina masene koncentracije od 0,63 mg/L
uzrokuje inhibiciju od 12,89 %.
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Slika 35. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine prazikvantela

Kod otopine alendronata (Slika 36.) krivulja toksi¢nosti ukazuje na blazi porast s obzirom
na krivulju toksi¢nosti otopine nitrofurantoina. Tako otopina masene koncentracije 34,89

mg/L uzrokuje inhibiciju od 50,00 %, a otopina masene koncentracije 23,91 mg/L inhibira

20,00 % populacije izloZzene farmaceutiku.
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Slika 36. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine alendronata
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Kod hidroksiklorokina, memantina te metoklopramida dobiveni su bliski rezultati, a
graficki prikaz se nalazi na Slikama 37, 38, 39. Sli¢nost je i u nestabilnosti bakterijske kulture
pri izlaganju niskim koncentracijama odnosno veéim razrijedenjima, pri ¢emu i dolazi do

ve¢ih odstupanja pri mjerenju za isti farmaceutik. Pri viSim koncentracijama izlaganja

odstupanja su manje izrazena.
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Slika 37. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine hidroksiklorokina
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Slika 38. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine memantina
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Slika 39. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine metoklopramida

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 idemo prema veé¢im koncentracijama da su i odstupanja izmedu
krivulja pojedinog mjerenja sve manja. Najmanje odstupanje provedenih mjerenja daju

rezultati za memantin. Za EC»¢8,13 %, a za ECsgtek 2,62 %.

U Tablici9. navedene su srednje vrijednosti ECyy 1 ECsp za sve otopine ispitivanih
farmaceutika. ECy 1 ECsy 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. Jedino su za otopinu nitrofurantoina provedena sveukupno
tri mjerenja buduéi da je on u odnosu na ostale farmaceutike pokazivao najvecu toksicnost 1

pri manjim koncentracijama, odnosno pri ve¢im razrjedenjima.

Velika relativna standardna odstupanja ukazuju na nestabilnost bakterijske kulture
prilikom mjerenja kroz duze vrijeme. Iz grafova na slikama je vidljivo da su kod vecih
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 (engl. Toxicity

Units, TU) prema formuli:

TU=100(ECs,)" (7
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Stoga su u Tablici 10 navedeni parametri toksi¢nosti za ispitivane farmaceutike, dakle uz

koncentracije farmaceutika koje pokazuju 50 % inhibiciju luminiscencije bakterija Vibrio

fischeri (ECsp), prikazane su jedinice toksicnosti koje se racunaju na temelju grafic¢ki ocitane

vrijednosti ECsy prema formuli (7), te su prikazane za svaki farmaceutik najnize koncentracije

koje izazivaju inhibiciju luminiscencije ispitivanih bakterija (engl. Lowest Observed Effect

Concentration, LOEC).

Tablica 9.0¢itani ECyy 1 ECsy za sva mjerenja toksicnosti ispitivanih farmaceutika i
izraCunata srednja vrijednost uz RSD vrijednost

FARMACEUTIK ECs, ECy, Srednja vrijednost ECs, | Srednja vrijednost EC,,,
mg/L mg/L mg/L mg/L
67,61 37,15
Albendazol 83,81+£27,33 60,17+£54,1
100 83,18
40,27 28,97
Alendronat 34,89+21,81 23,91+29,96
29,51 18,84
32,36 23,44
Cefdinir 27,38+25,75 20,02+24,16
22,39 16,6
31,62 29,51
Febantel 28,37+16,2 23,65+35,1
25,12 17,78
19,05 14,12
Hidroksiklorokin 20,2248,15 11,15+37,75
21,38 8,17
34,36 23,44
Memantin 33,7442,62 22,17+8,13
33,11 20,89
19,5 10,47
Metoklopramid 21,21+11,37 15,45+45,55
22,91 20,42
2,09 1,12
Nitrofurantoin 2,63 1,29 2,39+11,5 1,19+7,32
2,45 1,17
24,55 11,22
Prazikvantel 31,73+31,98 20,37+63,51
38,9 29,51
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Tablica 10. 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)

FARMACEUTIK | ECsp, mg/L | TU | LOEC, mg/L
Albendazol 83,81 1,2 42,19
Alendronat 349 2.9 16,93
Cefdinir 27,36 3,6 18,75
Febantel 28,37 3,5 25
Hidrokiklorokin 20,22 4.9 17,19
Memantin 33,74 2.9 16,67
Metoklopramid 21,21 4,7 2,34
Nitrofurantoin 2,39 41,8 0,98
Prazikvantel 31,73 3,2 12,89

Iz prikazanih rezultata vidljivo je kako nitrofurantoin pokazuje najvecu toksi¢nost buduci
da je ve¢ pri masenoj koncentraciji od svega 1,19 mg/L inhibirano 20 % bakterijske kulture

dok je pri koncentraciji od 2,39 mg/L inhibirano 50 % bakterijske kulture.

Albendazol pokazuje najmanju toksi¢nost jer je pri koncentraciji od 60,17 mg/L inhibirano
20 % bakterijske kulture dok je pri koncentraciji od 83,8 mg/L inhibirano 50 % bakterijske

kulture.

4.3. Odredivanje toksi¢nosti zonom inhibicije

Provedeno je 1 odredivanje toksicnosti pojedinih farmaceutika pra¢enjem razvijenih zona
inhibicije. Ovdje treba naglasiti nedostatak primjene ove metode za definiranje parametara
ekotoksicnosti, a to je duljina trajanja provedbe eksperimenta, ali velika prednost je
dostupnost materijala za provedbu eksperimenata. Upravo zato je ova metoda vrlo ¢esto u

uporabi za odredivanje ekotoksi¢nosti. [70]

U ovom radu je ispitivana toksi¢nost standardnih otopina Cistih aktivnih supstanci (API)
farmaceutika: albendazola,alendronata, cefdinira, febantela, hidroksiklorokina, memantina,

metoklopramida,nitrofurantoina i prazikvantela, u vodenom mediju.
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U priredenim suspenzijama mikroorganizama prethodno je odredivan ukupan broj stanica

bakterija optickom gusto¢om kako je navedeno u Eksperimentalnom dijelu u poglavlju 3.4.

Zone inhibicije su se nakon 24 sata inkubacije hranjivih podloga pojavile oko diskova
natopljenih standardnim otopinama cefdinira 1 hidroksikloroikina koji su postavljeni na
hranjivi agar nacijepljen bakterijskom kulturom Streptomyces rimosus. Vrijednosti promjera
razvijenih zona inhibicije navedene su u Tablicama 11 i 12. Kroz 5 dana se nisu povecavale,
ve¢ su se pomalo smanjivale i suzavale zbog prilagodbe plijesni na farmaceutik i zbog pojave

suSenja hranjive podloge.

Tablica 11. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina cefdinira kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Streptomyces rimosu sod 5 dana

Oznaka 1.dan 2.dan 3.dan 4.dan S.dan
diska (28.11.2016.) | (29.11.2016.) | (30.11.2016.) | (01.12.2016.) | (02.12.2016.)
1 mg/L - - - - -

10 mg/L - - - - -

50 mg/L 3 mm 3 mm 2,5 mm 2,5 mm 2 mm
100 mg/L 5 mm 5 mm 4,5 mm 4,5 mm 4 mm
200 mg/L 8 mm 8 mm 7,5 mm 7,5 mm 7 mm

Tablica 12. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina hidroksiklorokina kroz vremenski
period inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Streptomyces rimosusod 5 dana

Oznaka
diska

1.dan
(28.11.2016.)

2.dan
(29.11.2016.)

3. dan
(30.11.2016.)

4.dan
(01.12.2016.)

5.dan
(02.12.2016.)

1 mg/L

10 mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

9 mm

9 mm

8,5 mm

8,5 mm

8 mm

Na hranjivim podlogama nacijepljenim bakterijskom kulturom Bacillus sp. nakon 24 h razvile
su se vidljive zone inhibicije oko diskova natopljenih standardnim otopinama nitrofurantoina,

cefdinira te alendronata, kako je prikazano u Tablicama 13, 14, 15. Kroz 5 dana se nisu
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povecavale, ve¢ su se pomalo smanjivale i suzavale zbog prilagodbe plijesni na farmaceutik i

zbog pojave susenja hranjive podloge.

Tablica 13. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina nitrofurantoina kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Bacillus sp.od 5 dana

Oznaka
diska

1.dan
(28.11.2016.)

2.dan
(29.11.2016.)

3. dan
(30.11.2016.)

4.dan
(01.12.2016.)

5.dan
(02.12.2016.)

1 mg/L

10 mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

6 mm

6 mm

5,5 mm

5,5 mm

5,5 mm

Tablica 14. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina cefdinira kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Bacillus sp.od 5 dana

Oznaka 1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan
diska (28.11.2016.) | (29.11.2016.) | (30.11.2016.) | (01.12.2016.) | (02.12.2016.)
1 mg/L - - - - -

10 mg/L - - - - -

50 mg/L 3 mm 3 mm 3 mm 2,5 mm 2,5 mm
100 mg/L 3 mm 3 mm 3 mm 2,5 mm 2,5 mm
200 mg/L 6 mm 6 mm 5,5 mm 5,5 mm 5,5 mm

Tablica 15. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina alendronata kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Bacillus sp.od 5 dana

Oznaka
diska

1.dan
(28.11.2016.)

2.dan
(29.11.2016.)

3. dan
(30.11.2016.)

4.dan
(01.12.2016.)

7.dan
(02.12.2016.)

1 mg/L

10 mg/L

50 mg/L

100 mg/L

200 mg/L

2 mm

2 mm

1,5 mm

1,5 mm

1,5 mm
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Nakon 24 sata inkubacije uocilo se da se u Petrijevoj zdjelici na kojoj se nalazi malt agar
na koji je nacijepljena plijesan Aspergillus niger oko zona inhibicije na diskovima koji su bili
natopljeni uzorcima standardnih otopina: alendronata, cefdinira, febantela, hidroksiklorokina,
memantina, metoklopramida, nitrofurantoina i prazikvantela nisu razvile vidljive zone

inhibicije nakon 24 sata, a ni nakon 5 dana.

Na Petrijevim zdjelicama s hranjivim podlogama koje su nacijepljene bakterijskom
kulturom Aspergillus niger oko diskova natopljenih standardnimotopinama albendazola
razli¢itih koncentracija su se pojavile vidljive zone inhibicije nakon 24 sata, a nisu se znatno
mijenjale niti nakon 5 dana (Tablica 16). Djelomi¢no smanjenje zona pripisano je suSenju

hranjive podloge.

Tablica 16. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina albendazola kroz vremenski period
inkubacije malt agara inokuliranog sporama plijesni Aspergillus niger od 7 dana

Oznaka 1.dan 2.dan 3.dan 4.dan S5.dan
diska (07.07.2015.) | (07.07.2015.) | (07.07.2015.)) | (07.07.2015.)) | (07.07.2015.))
1 mg/L 7 mm 6,5 mm 6,5 mm 6,0 mm 5,5 mm

10 mg/L 10 mm 10 mm 10 mm 8 mm 7 mm

50 mg/L 13 mm 12 mm 12 mm 11 mm 10 mm
100 mg/L 14 mm 13 mm 13 mm 12 mm 10 mm
200 mg/L 15 mm 13 mm 13 mm 13 mm 11 mm

Na temelju provedenih rezultata moze se primijetiti da albendazol koji ima
najmanji utjecaj na inhibiciju luminiscencije bakterije Vibrio fischeri 1 time rezultira
najmanjom toksi¢no$¢u od svih ispitivanih farmaceutika (Tablica 10.) ipak pokazuje
najznacajniji utjecaj na inhibiciju rasta plijesni Aspergillus niger kod praéenja zone
inhibicije. To ukazuje na ¢injenicu da se ne moZe zanemariti njegov utjecaj na okoliSne
mikroorganizme s obzirom da su se zone inhibicije razvile oko diskova natopljenih
radnim otopinama masenih koncentracija 200, 100, 50, 10 i 1 mg/L. Osobito je naglasak

stavljen na zonama razvijenim na 10 i 1 mg/L zato S$to je to naj¢esca detektirana koli¢ina
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albendazola, ali i ostalih farmaceutika u okoliSu, vodama, ali i tlu. Time je istaknut

utjecaj toksi¢nosti albendazola na okolis.

S druge strane zone inhibicije su se umjereno razvile oko diskova natopljenih
farmaceuticima: cefdinir, hidroksikloroin i alendronat i to na hranjivim podlogama
nacijepljenim bakterijama Bacillus sp. te Streptomyces rimosus 1 to isklju¢ivo pri najvisoj
masenoj koncentraciji izloZzenosti od 200 mg/L (Tablica 12., 14., 15.). To je zanimljivo
jer masa aktivne tvari u tabletama ¢esto puta iznosi 200 mg. Posebno treba istaknuti rezultate
odredivanja zona inhibicije cefdinira (Tablica 11.) kod kojeg su zone uocene i pri nizim
koncentracijama (100, 50 mg/L). Uz to, na temelju provedenih testova inhibicije
luminiscencije Vibrio fischeri za iste farmaceutike moze se primijetiti umjerena

toksi¢nost (Tablica 10.) obzirom na vrijednosti ECso1 LOEC.

Vec¢ su prethodno navedeni rezultati odredivanja toksi¢nosti metodom inhibicije
luminiscencije bakterije Vibrio fischeri za antibiotik nitrofurantoin u Tablici 10., a
posebno treba naglasiti vrijednosti ECso te LOEC koji nedvojbeno ukazuju na izrazito
visoku razinu toksi¢nosti navedenog farmaceutika. Vazno je naglasiti i puno manji
utjecaj na okoliSne organizme, odnosno da su se vidljive zone inhibicije razvile na
hranjivoj podlozi nacijepljenoj bakterijom Bacillus sp. 1 to samo pri najvisoj

koncentraciji izlaganja od 200 mg/L.

Ovime je samo potvrdena polazna ideja provedbe ovakvih ispitivanja. Razlic¢it
pristup i simultana provedba vise razli¢itih bioanaliti¢kih metoda odredivanja toksi¢nosti
na razli¢itim vrstama mikroorganizama rezultirat ¢e cjelovitim odgovorom o toksi¢nosti
farmaceutika. Treba dodati i preporuku da se prije same provedbe testova toksi¢nosti
treba dobro ispitati cijeli niz fizikalno kemijskih parametara koji odreduju ponaSanje
pojedinih farmaceutika u okoliSu kao $to su biodostupnost, moguénost razgradnje. Uz to,
jedan od sljedecih koraka u istrazivanju jest odredivanje toksi¢nosti razgradnih produkata
(nastalih cijelim nizom razliCitih vrsta razgradnje, kao i biorazgradnje). Uz to, svakako se
preporuca i provedba testova toksi¢nosti na realnim uzorcima otpadnih voda u kojima su
prisutni metaboliti ali i razgradni produkti navedenih farmaceutika. Na kraju, te sve

informacije biti ¢e klju¢na karika koja upotpunjuje sliku o sudbini farmaceutika u

okolisu. #

59



5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih eksperimenata dobiveni rezultati ukazuju na:

1. Od svih ispitivanih farmaceutika, najvecu toksi¢nost pokazuje nitrofurantoin budu¢i da i
pri izrazito niskim koncentracijama uzrokuje inhibiranje bakterijske kulture - ECsy kod 2,39
mg/L. Albendazol pokazuje najmanju toksi¢nost — ECsy kod 83,81 mg/L, zato Sto do
inhibiranja bakterijske kulture dolazi pri visokim koncentracijama u usporedbi sa svim

ostalim ispitivanim farmaceuticima.

2. Ponovljena mjerenja kod pojedinih farmaceutika su pokazala znatna odstupanja u
mjerenim rezultatima. Matematicki gledano, radi se o velikim odstupanjima ako se promatraju
postotci. Medutim, prilikom razvoja bioanalitickih metoda u kojima se koriste Zivi organizmi,
vrlo je teSko ostvariti preciznost u rezultatima prilikom ponovljenih mjerenja zbog
nepredvidljivosti 1 osjetljivosti na minimalne promjene okolisnih uvjeta Zivih organizama koji
se koriste u radu. U tom slucaju zakljuceno je da su analize na okoliSnim mikroorganizmima
pracenjem zone inhibicije pokazale vecu robusnost i ponovljivost, ali istovremeno s

naglaskom na puno manju osjetljivost i preciznost te metode.

3. Razvijanjem zone inhibicije pri razli¢itim koncentracijama standardnih otopina
farmaceutika moze se zakljuciti da porastom koncentracije raste i zona inhibicije. Tako su
najvece zone inhibicije bile upravo kod 200 mg/L. Treba naglasiti da su u okoliSu detektirane
znatno nize koncentracije (do oko 10 mg/L). No, vazno je istaknuti da se i koncentracije od
200 mg/L nalaze u nekim farmaceutskim pripravcima pa provedba testa toksicnosti pri ovako

visokim koncentracijama dobiva svoj smisao.
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7. DODATAK

7.1. Popis slika

Slika 1. Najzastupljeniji farmaceutici u okolisu,

Slika 2. Glavni putevi dopije¢a humanih i veterinarskih farmaceutika u okolis [25]

Slika 3. Molekulska struktura albendazola

Slika 4. Molekulska struktura alendronata

Slika 5. Molekulska struktura cefdinira

Slika 6. Molekulska struktura febantela

Slika 7. Molekulska struktura hidroksiklorokina

Slika 8. Molekulska struktura memantina

Slika 9. Molekulska struktura metoklopramida

Slika 10. Molekulska struktura nitrofurantoina

Slika 11. Molekulska struktura prazikvantela

Slika 12. Op¢i izgled krivulje toksi¢nosti

Slika 13. Alati integriranog upravljanja okolisem (IEM) [57]

Slika 14. Hranjiva podloga sa vidljivim kolonijama bakterijske kulture Vibrio fischeri (zute kolonije,
kultura stara 2 dana)

Slika 15. Geometrijski niz

Slika 16. Analiticka vaga

Slika 17. Ultrazvucna kupelj

Slika18. Shematski prikaz autoklava

Slika 19. Uredaj za provedbu toksicnosti (LUMIStox 300)

Slika 20. Automatska mikropipeta Eppendorf

Slika 21. Shema postupka odredivanja toksi¢nosti metodom Vibrio fischeri

Slika 22. Bakterijska kultura Streptomyces rimosus izrasla na hranjivom bujon agar

Slika 23. Bakterijska kultura Bacillus sp izrasla na hranjivom bujon agaru

Slika 24. Plijesan Aspergillus niger izrasla na malt agaru

Slika 25. Shematski prikaz Petrijevih zdjelica s Bacillus sp. na bujon agaru i diskovima sa
standardnim otopinama ispitivanih farmaceutika

Slika 26. Shematski prikaz Petrijevih zdjelica s Streptomyces rimosus na bujon agaru i diskovima sa
standardnim otopinama ispitivanih farmaceutika

Slika 27. Shematski prikaz Petrijevih zdjelica s Aspergillus niger na malt agaru i diskovima sa
standardnim otopinama ispitivanih farmaceutika

Slika 28. Prikaz propisno oznacene Petrijeve zdjelice sa ocvrslom hranjivom podlogom i nanesenim
diskovima natopljenim standardnim otopinama na pocetku eksperimenta (nulti radni dan)
Slika 29. Shema postupka odredivanja toksi¢nosti metodom zone inhibicije.

Slika 30. Graf toksi¢nosti metanola

Slika 31. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine albendazola

Slika 32. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine cefdinira

Slika 33. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine febantela

Slika 34. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine nitrofurantoina

Slika 35. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine prazikvantela

Slika 36. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine alendronata

Slika 37. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine hidroksiklorokina

Slika 38. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine memantina

Slika 39. Graf usporedbe toksi¢nosti otopine metoklopramida
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7.2. Popis tablica

Tablica 1. Utjecaj nekih sintetskih aktivnih farmaceutskih tvari na ljude i Zivotinje [28]

Tablica 2. Pregled razli¢itih vrsta standardnih bioindikatora [49]

Tablica 3.Kemikalije koje su koristene za odredivanje toksi¢nosti

Tablica 4. Sastav hranjive podloge

Tablica 5. Sastav hranjive podloge

Tablica 6. Sastav hranjive podloge

Tablica 7. Sastav otopine za resuspenziju

Tablica 8. Podatci o koriStenim farmaceuticima

Tablica 9. Ocitani ECy i ECs, za sva mjerenja toksi¢nosti ispitivanih farmaceutika i izraCunata
srednja vrijednost uz RSD vrijednost

Tablica 10. 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 11. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina cefdinira kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Streptomyces rimosusod 5 dana
Tablica 12. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina hidroksiklorokina kroz vremenski
period inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Streptomyces rimosusod 5 dana
Tablica 13. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina nitrofurantoina kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Bacillus sp.od 5 dana

Tablica 14. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina cefdinira kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Bacillus sp.od 5 dana

Tablica 15. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina alendronata kroz vremenski period
inkubacije hranjivog agara inokuliranog sporama bakteriju Bacillus sp.od 5 dana

Tablica 16. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina albendazola kroz vremenski period
inkubacije malt agara inokuliranog sporama plijesni Aspergillus niger od 7 dana
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7.3. Popis Kkratica i simbola

WWTPs- Wastewater Treatment Plant - postrojenje za obradu otpadnih voda

TSO- temeljna standardna otopina

RO- radna otopina

Okvirna direktiva o vodama (ODV)

Integrirano upravljanje okoliSem (/ntegrated Environmental Management, IEM)
Maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK)

Farmaceutski aktivna tvar (Active pharmaceutical ingredient, API)

Vrijeme zadrzavanja mulja (Sludge retention time, SRT)

Hidraulicko vrijeme zadrzavanja (Hydraulic retention time, HRT)

Plinska kromatografija (Gas Chromatography, GC)

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
Spektrometrija masa (Mass Spectrometry, MS)

Spektar ultraljubicastog/vidljivog zracenja - UV/VIS

Farmaceutski aktivni spojevi (PhAC)

MBR - membranski bioreaktori

Napredni oksidacijski procesi (Advanced oxidation processes, AOP's)

Albendazol (ABZ)

Alendronat (ALN)

Mineralni kostani sadrzaj (BMD)

Cefdinir (CEF)

Febantel (FBT)

Hidroksiklorokin (HCQ)

Cefdinir (CEF)

Febantel (FBT)

Hidroksiklorokin (HCQ)

Prazikvantel (PZQ)

Integrirano upravljanje okoliSem (/ntegrated Environmental Management, IEM)

Europska agencija za okoli§ (European Environmental Agency)

Alati integriranog upravljanja okolisem (IEM)

Predvidena koncentracija lijeka u vodenom okoliSu (Predicted Environmental Concentration, PEC).
Napisati hrvatski prijevod, napisala sam Vam u tekstu!!!PNEC (Predicted-no-effect-Concetration)
Ovdje isto!!! OECD (Organization for Economic Co-operation and Development)

Ovdje isto!!! ISO (International Organization for Standardization)

lo — luminiscencija bakterija u suspenziji prije nego je dodan uzorak (pocetna luminiscencija)
l; — luminiscencija testirane otopine nakon inkubacije u vremenu t (konacna luminiscencija
nakon dodavanja uzorka)

GL vrijednost — faktor razrjedenja kojim je postignut % inhib.z. <20

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

ECso — koncentracija uzorka u testu koji uzrokuje 50% inhibicije

D - koeficijent difuzije aktivne tvari u vodi pri temperaturi inkubacije

T, - vrijeme potrebno za stvaranje zone inhibicije

my - pocetna koncentracija na disku

m' - kriticna koncentracija aktivne tvari

X - duzina difuzije

G - generacijsko doba

L - vrijeme laganog rasta

No- pocetna koncentracija mikroorganizama

N - kriti¢na koncentracija mikroorganizama

d - promjer zone inhibicije
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SAZETAK

ODREBIVANJE EKOTOKSICNOSTI FARMACEUTIKA U VODI

S obzirom na sve vecu globalnu uporabu farmaceutika oni postaju problem kada
nekontrolirano dospiju u okoli$. Nije u potpunosti poznata njihova sudbina u okolisu. Kao
takvi, prema zakonodavstvu EU su kategorizirani kao ,,nove onecis¢ujuce tvari“. O njima se
sve vise istrazuje te da bi se dobio potpuni monitoring potrebno je provesti cijeli niz analiza.
Vazno je definirati procjenu rizika na okoli$, a odredivanje toski¢nosti je jedan od kljucnih
segmenata. Jedna od najvaznijih analiza jest procjena toksi¢nosti farmaceutika te njihovih
metabolita odnosno razgradnih produkata u okoliSu. Upravo zato je klju¢no uvesti rutinske

testove toksi¢nosti u Siroj laboratorijskoj praksi.

Cilj ovog rada jest procjena akutne toksi¢nosti standardnih otopina devet farmaceutika:
albendazol, febantel, prazikvantel, cefdinir, nitrofurantoin, hidroksikloroikn, memantin,
alendronat te metoklopramid pomoc¢u dviju metoda. Akutna toksi¢nost odredena je koristeci

metodu s bakterijama Vibrio fischeri te mjerenjem zone inhibicije.

U ovom radu mjerenja su provedena standardnom metodom DIN 38 412-L-34 koja se
temelji na mjerenju inhibicije bioluminiscencije bakterijske vrste Vibrio fischeri. Time su
odredene ECsy 1 ECy vrijednosti koje ukazuju na razli¢itu ekotoksi¢nost ispitivanih
farmaceutika. Metodom mjerenja zone inhibicije na mikroorganizmima krakteristicnima za
tlo 1 vodu pracen je promjer razvijenih zona inhibicije nastalih nakon tretiranja otopinama
farmaceutika Cime je indirektno odreden utjecaj farmaceutika na okoli$, odnosno moze se

predvidjeti njihovo ponaSanje u okolisu.

Kljucéne rijedi:

albendazol, alndronat, cefdinir, febantel, prazikvantel, nitrofurantoin, hidroksiklorokin,
memantin, metoklopramid, ekotoksicnost, bioluminiscentna metoda s Vibrio fischeri, zona

inhibicije
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ABSTRACT

THE ECOTOXICITY DETERMINATION OF THE PHARMACEUTICALS IN THE
WATER

Hence, the pharmaceuticals have been in use for a very long time, and therefore their
production and consumation have increased in huge deal. The fate of the pharmaceuticals in
the environment is not entirely known. Because of the EU legislation they are sorted in
category ,,new emerging contaminants®. To get a fully monitoring a lot of analysis of
pharmaceuticals is a must. Investigation and determination of the environmenal risk
assessment is the key goal. Determination the toxicity of the pharmaceuticals and their
degaradation products is one of the most important analysis of all. That is why the routine

tests of toxicity evaluation need to be implemented in wider laboratory practice.

The aim of this study was to determine the acute toxicity of pharmaceutical nine standard
solutions: albendazole, febantel, praziquantel, cefdinir, nitrofurantoin, hidroksikloroikn,
memantine, alendronate and metoclopramide by two methods. Acute toxicity was determined

using the method by Vibrio fischeri, and the zone of inhibition measuring.

In this study, measurements were performed by using the standard method DIN 38 412-L-
34 based on the measurement of inhibition the bioluminescence of Vibrio fischeri bacterial
species. Therefore, ECsy and ECy values are determined, andd they defined the toxicity of the
tested drugs. By measuring the zones of inhibition of microorganism typical for soil and
water, the diameter of developed inhibition zones gives a certain information about toxicity of
the tested compounds, which indirectly determines the influence of pharmaceuticals on the

environment, so therefore their behavior in the environment can be predicted.

Key words:

albendazole, alendronate, cefdinir, febantel, praziquantel, nitrofurantoin,hydroxychloroquine,
memantine, metoclopramide, ecotoxicity, bioluminescent method with Vibrio fischeri

bacteria, zone inhibition
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