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SAZETAK
BIOANALITICKE METODE PRACENJA FARMACEUTIKA U OKOLISU

Farmaceutici se dugi niz godina koriste u medicinske terapijske svrhe i time se nekontrolirano
unose u okolis, bilo putem stani¢nih izlu¢evina, neodgovaraju¢im odlaganjem ili ispustanjem
u okoli§ prilikom neadekvatne obrade otpadnih voda. Prepoznati su kao potencijalni
oneciséivaci i zato se nazivaju ,,novim zagadivalima®. O njima jo$ uvijek ne postoji dovoljno
podataka da bi se dobio uvid u njihovo ponaSanje i utjecaj na okoli$. Zbog toga se sve vise
ulaze u razvoj instrumenata s dovoljno niskim granicama detekcije i kvantifikacije, kako bi se
odredile vrijednosti maksimalno dozvoljenih koncentracija farmaceutika u okolisu. Mnoga
istrazivanja su ukazala na moguéu biorazgradnju takvih spojeva §to bi se moglo

implementirati u sustave za obradu otpadnih voda.

Cilj ovog rada je optimiranje uvjeta biorazgradnje veterinarskog farmaceutika antihelmintika
albendazola u Sarznom reaktoru pracenjem fizikalno-kemijskih pokazatelja u vodenom
mediju. Ucinkovitost biorazgradnje albendazola kao i identifikacija transformacijskih

produkata nastalih tijekom procesa prati se analitickim i bioanalitickim metodama.

U ovom radu postignuta je biorazgradnja albendazola u vodi aktivnim muljem pri ¢emu se ne
smije zanemariti utjecaj hidrolize. Prisutni transformacijski produkti su detektirani i
identificirani  tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti i tekucinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti, a ocjena toksi¢nosti procesa biorazgradnje
provedena je metodom mjerenja zone inhibicije na mikroorganizmima krakteristicnima za tlo

i vodu.

Kljucéne rije¢i: albendazol, biorazgradnja, tekucinska kromatografija, toksicnost



ABSTRACT
BIOANALYTICAL METHODS FOR TRACKING PHARMACEUTICALS
IN THE ENVIRONMENT

For many years pharmaceuticals have been used for medical therapeutic purposes and
therefore have been uncontrollably entered in the environment, through excretion,
inappropriate disposal or because of inadequate waste water treatment plants. Recently they
have been recognized as a potentially harmful pollutants, so accordingly that the term
,,emerging contaminants* have been formed. There is still no sufficient data to predict their
behavior and the impact on the environment. That is reason for increasingly investing in the
development of instruments with sufficiently low limits of detection and quantification, to
determine the threshold limit value of pharmaceuticals in the environment. Many studies have
pointed to a possible biodegradation of these compounds, so that can be set in systems for

waste water treatment.

The aim of this study was to optimize the conditions of biodegradation veterinary
pharmaceutical anthelmintic albendazole in a batch reactor by monitoring the physical and
chemical parameters in water media. The effectiveness of biodegradation of albendazole and
identification of transformation products formed during the process is monitored by analytical

and bioanalytical methods.

In this study the biodegradation of albendazole in the water with activated sludge have been
achieved whereby it could not be ignored the impact of hydrolysis on that process.
Transformation products have been detected and identified by high performance liquid
chromatography and ultrahigh performance liquid chromatography, and assessment of
toxicity of biodegradation process was made by measuring the zone of inhibition on

microorganisms characteristic for soil and water.

Key words: albendazole, biodegradation, liquid chromatography, toxicity
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1. UVOD



Problematika onecis¢enja okoliSa kao takvog je prisutna od Covjekovih pocetaka, a kada se
stanovni§tvo pocelo osvjeStavati o toj vrsti problema zapocela su i prva razmisSljanja o
moguéim rjeSenjima koja su ukljucivala rjeSavanje problema bioremedijacijom ili s druge
strane razumno korisStenje prirodnih resursa i sprjeCavanje nastanka onecis¢enja uopce. Jedan
od egzistencijalno najbitnijih okoliSnih segmenata koji biva oneci$¢en jest voda i vodeni
okolis. Kako otpadna voda ne bi dosla u direktan kontakt sa prirodnim vodotocima, potrebno
ju je prethodno obraditi, tj. procistiti, a nacini obrade se biraju s obzirom na karakteristike te
vode te stupanj oneciS¢enja. Nakon Sto prode sustav postrojenja za obradivanje otpadnih voda
(Wastewater Treatment Plants- WWTPs), voda odredene kvalitete se ispusta u prirodnu
sredinu, a karakteristike kojima se odlikuje i uvjete koje mora zadovoljavati takva voda
propisane su u Zakonu za zastitu voda. Napredak u organskoj sintezi i intenzivna uporaba
farmaceutika doveli su do konstantnog uvodenja brojnih takvih komponenti u okolis.
Prisutnost farmaceutika i njihovih fragmenata u okoliSu se po prvi puta zabiljezila 70-ih
godina proslog stoljeca. [1] Zbog toga se jos nazivaju i nova zagadivala. Posljednjih nekoliko
desetljec¢a zabiljezene su povecane koncentracije humanih i veterinarskih farmaceutika koje
su uzrokovane povecanom proizvodnjom, ali i potroSnjom istih, a problem je i njihovo
uzastopno nakupljanje u okolisu, kako u tlu tako i u vodama, makar se pojavljuju u niskim
koncentracijama. Ti spojevi mogu dospjeti u vodeni okoli§ na razli¢ite nadine: u izvornom
obliku putem otpadne vode farmaceutske industrije te putem stani¢nih izlucevina u izvornom
molekulskom obliku, ali i kao metabolizirane molekule i razgradni produkti. [2] Uz humane
farmaceutike, jedna od skupina veterinarskih farmaceutika koja se najviSe proizvodi i
primjenjuje su antihelmintici ili antiparazitici. Antihelmintici imaju Siroku uporabu i spektar
djelovanja, a djeluju protiv parazitskinh crva, helminta [3], a jedan od karakteristi¢nih
antihelmintika je albendazol. Neka farmakokineticka istraZivanja pokazala su da gotovo 50 %
izvorne komponente moze biti prisutno u stani¢nim izlu¢evinama i kao takvi spojevi mogu
ugrozavati okoli$. [4] Svi ti molekulski oblici dopiru do postrojenja za obradu otpadne vode
gdje se podvrgavaju najceSce postupcima biorazgradnje, abioticke razgradnje ili sorpcije na
aktivni mulj. Glavni problem je taj $to su farmaceutici u otpadnoj vodi prijemnika, a onda i u
vodi nakon obrade prisutni u vrlo niskim koncentracijama, u ng/L ili pg/L, pa se u
postrojenjima za obradu otpadne vode uklone djelomicno ili se uopée ne uspiju ukloniti.
Medutim, bitno je ne samo pronalaziti nove postupke obrade voda kako bi se poboljsala
efikasnost postrojenja za obradu otpadnih voda 1 uklonili prisutni farmaceutici, ve¢ i razvijati i
validirati analiticke metode 1 odgovarajuée uredaje sa niZzom granicom detekcije i

identifikacije ne samo mati¢nih molekula, ve¢ i razgradnih odnosno trasformacijskih
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produkata. [5] Zadnjih godina znanstvenici se bave razvojem nekoliko novih postupaka
obrade otpadne vode, kao Sto su npr. napredni oksidacijski procesi (Advanced Oxidation
Processes-AOPs) u koje spadaju procesi kao Sto su: oksidacija vodikovim peroksidom
katalizirana zeljezovim solima (Fentonov proces), ozonom (ozonoliza), UV fotoliza,
fotokataliza uz titanov(IV) oksid, elektrokemijska oksidacija, "mokra" oksidacija, radioliza
vode i visokonaponsko elektricno praznjenje. [6] Takvi procesi su unato¢ visokom stupnju
djelovanja jo$ uvijek preskupi za Siru uporabu u klasi¢nim postrojenjima za obradu otpadnih
voda. [7] Budu¢i da se ovdje govori o vrlo niskim koncentracijama farmaceutika prisutnih u
okolisu, upravo je to jedan od razloga zaSto se nije zakonski regulirala njihova prisutnost u
okoli$u, odnosno vodama, a koja se izrazava u obliku maksimalno dozvoljene koncentracije
(MDK). To je jos jedan dodatni razlog zbog kojeg se provode analize i identifikacija
prisutnosti tih molekula, te testovi toksi¢nosti koji najbolje pokazuju koje koli¢ine, odnosno
koncentracije mogu imati nepovoljan utjecaj na zivi svijet, te stvoriti otpornost bakterija na
farmaceutike. Unato¢ tome $to su farmaceutici prvenstveno namijenjeni lije¢enju zivih bica,
metaboliti i razgradni produkti mogu pokazati znatnu toksi¢nost unato¢ vrlo niskim
koncentracijama. Postoje 1 slucajevi kada se u okoliSu pojavljuje vise farmaceutika u
kombinaciji, a zbog sinergijskog efekta povecava Stetno djelovanje takvih smjesa 1 opet se pri
puno nizim koncentracijama javlja visoki stupanj toksi¢nosti. [1]. Sve to je znanstvenike
navelo na razmisljanje i istrazivanje o mogu¢im nac¢inima kako detekcije i kvantifikacije, tako
procesi kojima podlijezu farmaceutici kada se nadu u prirodnom okoliSu su hidroliza,
fototransformacija i biorazgradnja. [8] Hidroliza naj¢eS¢e ne igra veliku ulogu kod raznih
skupina farmaceutika, upravo zato $to se primjenjuju oralno. Fototransformacija moze nastati
direktno apsorpcijom sunéevog zracenja ili indirektno foto reaktivnoscu, a rezultat je vrlo
kompleksan proces sa nizom reakcija i transformacijskih produkata. [9] Biorazgradnja je
proces kojim mikroorganizmi svojim metabolickim 1 enzimskim procesima mijenjaju
strukturu spojeva u okolisu, jer organske spojeve moze, a i ne mora Kkoristiti kao izvor hrane i
energije (primarni i sekundarni izvor ugljika) 1 na taj nacin ih razgraduju. [2] MoZe se odvijati
pod utjecajem ciste kulture ili aktivnog mulja kao mikrobne zajednice. Dakle, kako bi slika
bila potpuna, potrebno je i dalje istrazivati utjecaj farmaceutika na Zivi svijet i okoli$, otkrivati
njihov prirodni put razgradnje odgovaraju¢im kvantitativnim analitickim metodama, te
povezati toksikoloska istrazivanja mati¢nih molekula i transformiranih produkata, zato Sto se
jedino takvim pristupom moze ostvariti cjelokupni nadzor okoliSa i osigurati promisljeno

gospodarenje prirodnim resursima kako bi najbolje zastitili okolis$ i zivi svijet (Slika 1).
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Slika 1. Sudbina antihelmintika albendazola u okoliSu



2.1. Farmaceutici

Farmaceutici se definiraju kao kemijske tvari namijenjene za uporabu u medicinskoj
dijagnostici, lije¢enju ili sprje¢avanju bolesti. To su vrlo slozene molekule s to¢no odredenim
ciljem djelovanja Veterinarski farmaceutici su fizioloske visoko aktivne tvari koje se koriste
za zastitu zivotinja od parazita, sprjeCavanje bakterijskih infekcija i poboljSanje razvoja.
Farmaceutici se generalno dijele na humane i veterinarske, a onda se jo§ mogu i kategorizirati

prema vrsti uporabe, nacinu djelovanja, kemijskim svojstvima i1 jo§ mnogo kategorija.

Farmaceutici su dugi niz godina koristeni u terapeutske svrhe humane i veterinarske medicine
diljem svijeta, no tek su unutar posljednjih 50-ak godina privukli pozornost znanstvenicima
koji se bave zaStitom okoliSa i ekotoksikologijom kao potencijalni zagadivaéi okolisa,
poznatiji pod nazivom ,nova zagadivala“. U ,nova zagadivala®“ jo$ spadaju i proizvodi za
osobnu higijenu, razni dodaci prehrani, sastojci kozmeti¢kih proizvoda, te pesticidi i njihovi
razgradni produkti, te cijeli niz proizvoda tog tipa U okoli§ dospijevaju iz raznih izvor, a
razlic¢ite vrste molekula farmaceutika, bilo kao maticne molekule ili razgradni produkti
najprije su primijeceni u vodenom okolisu i to u vrlo niskim koncentracijama, kao $to su ppm
(mg/L), ppl (ng/L), ppb (ug/L) sto je najcesce tesko ili cak nemoguée kvalitativno odrediti
klasiénim, ali 1 modernim metodama. Jo§ nema dovoljno informacija i podataka o
cjelokupnom Zzivotnom ciklusu farmaceutika od njegovog nastanka do razgradnje i u tijeku su

brojna istrazivanja tog tipa kako bi se upotpunila slika o farmaceuticima u okolisu. [10]

2.1.1. Antihelmintici

Antihelmintici ili antiparazitici su lijekovi koji djeluju protiv bolesti uzrokovanih parazitskim
crvima helmintima. Kao jedna od najbitnijih skupina farmaceutika pronalazi veliku primjenu
u veterinarskoj i humanoj medicini. Helminti se od drugih infektivnih organizama razlikuju
po tome Sto imaju kompleksnu strukturu, viSestani¢ni su organizmi i imaju djelomi¢no ili
potpuno razvijene organe i organske sustave (npr. probavni, zZiv¢ani sustav). Helminti se dalje
dijele na nematode odnosno oblice (Nematoda), cestode odnosno trakavice (Cestoda),
trematode odnosno metilje (Trematoda). S obzirom na to, jedna od podjela antihelmintika je
na antihelmintike: koji djeluju na cestode (npr. albendazol), koji djeluju na nematode (npr.
ivermektin, piperazin) i koji djeluju na trematode (npr. prazikvantel). Antihelmintici moraju

biti selektivno toksi¢ni za parazita. To se postiZe ili inhibicijom specificnih metabolickih
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procesa parazita ili farmakokineti¢kim osobinama lijeka, koje omogucavaju da paraziti budu

izlozeni visim koncentracijama lijeka nego stanice domacina. [10]

2.1.2. Albendazol

Antihelmintik Sirokog spektra djelovanja iz grupe benzimidazola (Slika 2). Ometa normalni
metabolizam parazita i selektivno sprjecava ugradivanje glukoze u sva tri njegova razvojna
stupnja. Posljedica toga je potroSnja endogenog glikogena u parazitima te smanjeno stvaranje
ATP-a. Iz probavnog trakta asporbira se 5 % albendazola, a u jetri se metabolizira u
albendazol-sulfoksid i veze se na serumske bjelancevine. Veze se na B-tubulin i time
sprjeCava razvojni proces helminta. [12] Bitno je navesti neke najvaznije kemijsko-fizikalne
karakteristike (Tablica 1), a osobito treba naglasiti tesku topljivost albendazola u vodi, zbog
¢ega se u ovom radu prilikom pripremanja standardnih otopina koristilo organsko otapalo za

pripremu temeljnih standardnih otopina visoke koncentracije. [13]

O

/
NH O
oo
g N

Slika 2. Molekulska struktura albendazola

Tablica 1. Fizikalno - kemijska svojstva albendazola

IUPAC ime CAS broj Molekulska Molarn Taliste pK. | LogKow Sw Tlak pare
formula a masa
metil N-[6- 54965- CioHisN3O,S | 265,33 208-210 6,9 1,27 4,1x10" 1,5x10°
(propilsulfanil)- 21-8 1 g/mol °C mg/L pri mmHg pri
1H-1,3- 25°C 25°C
benzodiazol-2- (u vodi)
il] karbamat




2.2. Obrada otpadnih voda

Razvoj naselja i povecanje zivotnog standarda stanovniStva rezultiralo je izmedu ostalog
onecis¢enjem okolisa, a medu najbitnije oblike oneciS¢enja ubraja se onecis¢enje vode. Izbor
postupaka procis¢avanja kojima ¢e se podvrgnuti otpadna voda prije nego se ispusti u
prirodnu sredinu prvenstveno ovisi o koli¢ini i sastavu otpadne vode, kao i zahtijevanoj
kakvoc¢i vode na mjestu ispustanja. Obi¢no je rije¢ o kombinaciji niza postupaka kako bi
ucinak svakog od pojedinih postupaka i njihova kombinacija dali Sto bolje rezultate obrade.
Postupci kojima se podvrgava otpadna voda jesu fizikalni, kemijski i bioski, a dijele se na
faze: mehanicka ili primarna obrada, bioloska ili sekundarna obrada, fiziklano-kemijski
postupci ili tercijarna obrada. [15] Medutim unato¢ razvijenim postupcima obrade otpadnih
voda 1 dalje postoji problem kvalitete takve vode buduéi da se prolaskom kroz postrojenje za
obradu otpadne vode ne mogu ukloniti sve Cestice 1 kemijske tvari u mati¢nom obliku ili njeni
tranformirani produkti koji su potencijalno toksi¢ni, a onda ponovno zavrSavaju u prirodnoj
sredini. Sve to se uzima u obzir prilikom daljnjeg razvoja i pronalaska novih poboljSanih

postupaka obrade otpadne vode.

2.2.1. Mehanicka obrada

Pod tim se podrazumijeva nekoliko postupaka koji se jo$ nazivaju i prethodni postupci. Tu se
ubrajaju grubo 1 fino mehanicko procis¢avanje, uklanjanje predmeta koji plivaju te se
zadrzavaju na reSetkama ili u situ, zatim taloZenje pijeska 1 odvajanje lakih tvari (flotacija),

Sto se moze odvijati istodobno u pjeskolovu-mastolovu ili odvojeno u taloznicama. [15]

2.2.2. Bioloska obrada

Za ovu vrstu procis¢avanja vode koristi se aktivnost mikroorganizama, najceS¢e bakterija,
tako da se stvara ekosustav sastavljen od vise vrsta, odnosno grupa mikroorganizama koja se
naziva aktivni mulj, u razlicitoj fazi razvoja, ovisno o sadrzaju i koncentraciji hrane, te o
koncentraciji 1 starosti mulja. Glavni cilj obrade otpadnih voda bioloskim postupcima je
pretvaranje biorazgradljivih organskih tvari u mikrobioloSku biomasu, koja se zatim moze

odvojiti nekom od prikladnih separacijskih tehnika. Naj¢es¢e upotrebljavani bioloski postupci



proc¢iS¢avanja svrstani su u tri skupine, a to su: uredaji s aktivnim muljem, bioloski filtri ili

prokapnici, te pro¢is¢avanje otpadne vode u lagunama. [15]

2.2.2.1. Uredaji za obradu aktivnim muljem

Dolaze u vise mogucih varijanti, a zajednicka osnovna znacCajka im je bioloski bazen s
aktivnim muljem u lebdecoj fazi te naknadni taloznik za odvajanje mulja iz vode prije
ispustanja u prirodnu sredinu. Mulj koji ostaje u uredajima nakon proc¢is¢avanja potrebno je
dodatno obraditi ovisno o koli¢ini, podrijetlu 1 njegovim znacajkama, a to se postize
postupcima smanjivanja volumena, stabilizacijom i kondicioniranjem i konac¢no zbrinuti tako

da ne predstavlja opasnost po okolis. [15]

2.2.3. Fizikalno-kemijski postupci obrade

Zovu se jos 1 napredne tehnologije, a naj¢esée su dopuna drugim postupcima obrade otpadnih
voda. Postoje dvije glavne kategorije. Prva kategorija su postupci bez kemijskih promjena
sastojaka u koje spadaju postupci kao §to su: filtriranje kroz poroznu sredinu, adsorpcija na
¢vrsti adsorbens, aeracija, destilacija. Druga kategorija su postupci s kemijskim promjenama
sastojaka, a tu se ubrajaju postupci kao Sto su: neutralizacija, flokulacija, koagulacija,
kemijska precipitacija, ionska izmjena, oksidacija. Mogu¢i su i dosta Cesti kombinirani

kemijsko-bioloski postupci. [15]

2.3. Biorazgradnja

Upravo obrada vode aktivnim muljem jest reprezentativni primjer bioloskog postupka obrade
1 uz mehanicke 1 fizikalno-kemijske postupke ¢ini nacin rada klasicnog postrojenja za obradu
otpadne vode (WWTP). S obzirom da farmaceutici zbog svojih specificnih fizikalno-
kemijskih karakteristika 1 niskih koncentracija prisutnih u vodi prolaskom kroz WWTP ne
bivaju uklonjeni iz vode, potrebno je prilagoditi nacin rada klasicnog postrojenja za obradu
otpadne vode. Budu¢i da su novo razvijene metode kemijske obrade takvih spojeva vrlo

skupe, vecu pozornost sve viSe dobiva biorazgradnja. [17] S jedne strane prati se razgradnja



Cistim izoliranim kulturama kao npr. razgradnja albendazola pomocu plijesni Cunninghamella
blakesleeana pri ¢emu je detektiran put razgradnje na cak tri razgradna produkta [18], ali se
sve viSe paznje pridaje razgradnji farmaceutika aktivnim muljem. Vodenje i praéenje procesa
biorazgradnje jest sloZeni proces za koji je potreban multidisciplinaran pristup problemu i
uspjesnost ovisi o vrsti farmaceutika, dakle postoji otpornost na pojedinu vrstu razgradnje,
ovisno o kombinaciji viSe vrsta spojeva i odabranog mikrorganizma. [17] Ako se promatra
aerobni proces biorazgradnje aktivnim muljem treba se znati o kojim se mikroorganizmima
radi, te njihove osnovne karakteristike i uvjete u kojima djeluju, a bilo bi poZeljno poznavati i
kinetiku procesa. [19] Uvijeti trebaju biti povoljni za prilagodbu i rast mikroorganizama, tj. da
organsko opterecenje odnosno u ovom sluc¢aju molekule farmaceutika koriste kao primarni ili
sekundarni izvor ugljika. Vise je okoliSnih parametara koje mozemo prilagoditi kako bi
pospjesili fazu prilagodbe aktivnog mulja, a onda i sam proces biorazgradnje, a jedan od
najvaznijih je pH-vrijednost otopine. [20] To je ujedno i jedan od indirektnih pokazatelja je li
doslo do razgradnje istih, a npr. kemijska potrosnja kisika (KPK) je jedan od tih parametara.
Medutim, mora se razluciti radi li se o procesu biorazgradnje aktivnim muljem ili sorpcija na

aktivnom mulju. [21]

2.3.1. Kemijska potrosnja kisika

Jedan od najbitnijih kemijskih parametara koji se prati tijekom eksperimenta biorazgradanje
organske tvari, a najbolje ukazuje na to u kojoj fazi se proces nalazi jest kemijska potrosnja
kisika. Kemijska potro$nja kisika (KPK) je pokazatelj ukupnog organskog optereenja u
uzorku otpadne vode. To je veli¢ina koja oznacava koli¢inu organskih otpadnih tvari u
otpadnoj vodi koje se mogu oksidirati u vrucoj smjesi kromne i sulfatne kiseline. Postupak se
temelji na principu oksidacije organskih tvari u uzorku s kalijevim bikromatom u sumporno
kiselom mediju uz srebrov sulfat kao katalizator. Nakon zavrSetka procesa oksidacije koli¢ina
utroSenog bikromata se odreduje titrimetrijski ili kolorimetrijski. Osnovni princip
kolorimetrijskog odredivanja je zagrijavanje uzorka u zatvorenim kivetama u bloku za
digestiju pri temperaturi 150 °C dva sata, a koli€ina utroSenog kalijevog bikromata mjeri se
spektrofotometrijski pri 2 = 670 nm. KPK vrijednost se izrazava kao ekvivalent kisika koji je

proporcionalan utrosku kalijevog bikromata. [22]



Kemizam reakcije: Organska tvar + Cr,0;% — CO, + H,0 + Cr,0,%
K,Cr,0; je oksidans koji se u kiseloj otopini reducira do Cr®*:

(Cr,07)* + 66+ 14H;0" — 2Cr3" + 21H,0

2.4. Toksi¢nost

Testovi toksic¢nosti neophodni su za ocjenu onecis¢enosti vodenih medija, jer fizikalne i
kemijske analize nisu dovoljne za procjenu i odredivanje svih mogucih Stetnih ucinaka
oneciscenja na zive organizme. Poznat je niz metoda koje sluze za ispitivanje toksi¢nosti, a
izbor test organizama ovisi ne samo o vrsti ispitivanog vodenog medija ve¢ i 0 svrsi samog
testa, osjetljivosti vrste prema toksi¢noj tvari i cimbenicima koji se prate, ekoloskom znacenju
vrste (karakteristicne za ispitivani ekosustav), poznavanju zivotnog ciklusa vrste, ali i
moguc¢nostima laboratorija. Da bi se odredilo djelovanje onecis¢ivala na vodene organizme,
koriste se akvaticki testovi toksi¢nosti otpadnih voda, koji se mogu provoditi na razli¢itim

integracijskim razinama zive tvari od stanica do organizama, odnosno populacija i ekosustava.

Spoznaja znacenja i potrebe za provedbom ekotoksikoloskih ispitivanja temelji se na
neposrednom utvrdivanju indikacija i posljedica djelovanja testirane otpadne vode na izabrani
test organizam ili test biocenozu, te na kontinuitetu pracenja svih utjecajnih ¢imbenika u

odabranom vremenskom razdoblju. [14]



2.4.1. Zona inhibicije

Pod pojmom zone inhibicije podrazumijeva se ispitivanje aktivnosti mikrobiocidnih
sredstava. Ovisno 0 vrsti mikrobiocidnog sredstva potrebno je pazljivo odabrati
mikroorganizam za provedbu odgovaraju¢ih ispitivanja. Jedna od metoda ispitivanja je
metoda difuzije, pri ¢emu se aktivna tvar moze nanijeti na disk, u cilindar ili na plo¢icu. Kod
ove metode odredena koliCina aktivne tvari pohranjena je na maloj povrsini agar ploce koja je
inokulirana ispitivanim mikroorganizmom, uz vrijeme inkubacije 16-18 sati. Nastala zona
inhibicije povezana je s logaritmom koncentracije mikrobiocidnog sredstva. Cooper je razvio

teoriju nastajanja zone inhibicije i prikazao je jednadzbom:
X2=4DToln(mo/m") @

D-koeficijent difuzije aktivne tvari u vodi pri temperaturi inkubacije

To- vrijeme potrebno za stvaranje zone inhibicije

mo-pocetna koncentracija na disku

m'-kriti¢na koncentracija aktivne tvari

X-duzina difuzije

Kriticno vrijeme Ty, kritiéna koncentracija aktivne tvari m' i kriticna koncentracija
mikroorganizama znacajni su za teoriju nastajanja zone difuzije. Shodno tome slijedi opc¢a
jednadzba koja objasnjava utjecaj temperature, sastava podloge i koncentraciju inokuluma

na veli¢inu zone:

X2= (9,2Dlog(mo/m"))(L+3,32Glog(N'/No)) 2

G-generacijsko doba

L-vrijeme laganog rasta

No- pocetna koncentracija mikroorganizama
N'-kriticna koncentracija mikroorganizama

Takoder se odnos izmedu koncentracije aktivne tvari i duzine difuzije moze matematicki

opisati, a unutar malih raspona koncentracija jednadzba poprima sljedeci oblik:

logC= H+Bd
®)

d-promjer zone inhibicije  [23]
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Aktivni mulj

Za provedbu eksperimenata uzeti su uzorci aktivnog mulja iz postrojenja za prociS¢avanje

otpadne vode Velike Gorice. Po 5 mL aktivnhog mulja je pod aeracijom uzeto je za svaki

eksperiment iz boce Kultura, pod aeracijom, a odredena vrijednost suhe tvari (TS) u prvom

pokusu bila je 1,16 = 0,06 g/L, a u drugom pokusu (ponovljenom pokusu) 0,022 g/L (na 1,0

L) ili 4,34 g/L (u 5 mL).

3.1.2. Kemikalije

Tablica 2. Popis koristenih kemikalija

Naziv Molekulska formula Cistoca Proizvoda¢
Kalijev bikromat K,Cr,05 p.a. Merck, Njemacka

Srebrov sulfat Ag,SO, p.a. Kemika d.d., Hrvatska
Sulfatna kiselina H,SO, p.a. Kemika d.d., Hrvatska

Amonijev-zeljezo (I1) (NH,),Fe(S0y), p.a. Sigma-Aldrich, SAD

sulfat
Zivin (II) sulfat Hg,SO, p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Feroin indikator CasHasFeNg> p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Etanol C,HsOH 96 % Gram-mol d.o.0., Hrvatska
Metanol CH;0OH HPLC distoca J.T.Baker, Nizozemska
Acetonitril CH;CN HPLC ¢istoca Fischer Chemical, Velika Britanija

Za pripravu radnih otopina farmaceutika koristena je MiliQ voda.

3.1.3. Ispitivani farmaceutik

Tablica 3. Podatci o koristenom farmaceutiku - albendazol

Farmaceutik

Molekulska formula

CAS broj

Molekulska masa

Cistoca Proizvodac

Albendazol

C12H1sN3055

54965-21-8

265.333 g/mol 99 %

Veterina d.o.o.
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https://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
https://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
https://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
https://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur

3.1.4. Djelatni mikroorganizmi

U radu su koriStene Ciste kulture bakterija i plijesni iz Zbirke mikroorganizama Zavoda za
industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije. Odabrane su bakterije i

plijesni koje moje mogu biti prisutne u okoliSu:

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 sprjecavanja bakterijske infekcije uz inkubaciju od 2-5 dana pri 28
°C.

3.1.5. Hranjive podloge

Za uzgoj bakterija i plijesni tijekom mikrobioloskih ispitivanja 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 1

1 atmosferi pretlaka u trajanju od 15 minuta.

3.1.5.1. Hranjivi bujon agar

Hranjivi bujon:

Pepton-1 ,,Torlak* 1509
Mesni ekstrakt ,, Torlak* 3049
NaCl 509
K3POy4 0,39

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

sterilizirana je u autoklavu 15 min pri 121 °C.

12



3.1.5.2. Malt agar

Malt agar (kruti):
Malt ekstrakt 30,09
Agar Bios LL 1709

U hladnoj destiliranoj vodi suspendirano je 47,0 g malt agara u prahu dopunjeno do 1000 mL
I ostavljeno stajati 15 min. Potom je zagrijavano do vrenja i sterilizirano u autoklavu 15 min
pri 121 °C.

3.2. INSTRUMENTI, UREDAJI, PRIBOR

3.2.1. Analiticka vaga

U radu je kori$tena analiticka vaga Mettler Toledo, AB104, Svicarska, prikazana na Slici 3.

Slika 3. Analiti¢ka vaga
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3.2.2. Kisikova i pH elektroda

Mjerenje pH-vrijednosti vr$i se kombiniranom staklenom elektrodom koja se sastoji od
mjernog 1 referentnog sustava uklopljenith u zajedni¢ko kuciste. Elektroda se ispire
deioniziranom vodom, obriSe stani¢evinom te se uroni u uzorak i lagano promijeSa. pH-
vrijednost se ocitava nakon ustaljenja vrijednosti na pH-metru, odnosno otopljeni Kisik
izrazen u mg/L na kisikovoj elektrodi i temperatura izrazena u °C. Staklena pH elektroda se
¢uva u otopini kalijevog klorida (KCI) ili otopini za punjenje elektroda.

Za mjerenje pH koristen je pH-metar Boeco, Germany, PT-370 (Slika 4), a za mjerenje
koncentracije otopljenog kisika kisikova elektroda Oximeter 320, WTW, Germany (Slika 5).

Slika 4. pH-metar Slika 5. Kisikova elektroda

3.2.3. Termoreaktor

Termoreaktor Hach, Model 45600-18, SAD (Slika 6). sluzi za termi¢ku pripremu uzoraka u
kivetama. Moze se koristiti pri odredivanju kemijske potrosnje kisika bikromatnom metodom

(KPK vrijednost) 1 pri odredivanju ukupnog dusika, fosfora i dr. Temperaturno podrucje
primjene je od 20 °C do 150 °C.
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Slika 6. Termoreaktor

3.2.4. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Uzorci su analizirani tekuéinskim kromatografom visoke djelotvornosti Varian ProStar 500,
(Walnut Creek, California, Sjedinjene Americke Drzave) (Slika 7). Instrument se sastoji od:
automatskog dodavaca uzoraka ProStar 410, detektora s nizom dioda ProStar 330 (DAD),
pumpe ProStar 230, termostatirane komore za kromatografsku kolonu, boce za pokretnu fazu,
boce za otpad i racunala preko kojeg se racunalnim programom STAR 5.2 upravlja radom
cijelog sustava i gdje se nakon analize obraduju dobiveni podatci. Nakon uzorkovanja uzorci
su se profiltrirali kroz filtar za injekcije Ny Syringe Filter, FilterBio, Labex Ltd. Drzava,
veli¢ine pora 0,22 um, kako bi se osiguralo da se nijedna mikrobna stanica ne pojavi u uzorku
spremnom za kromatografsku analizu (Slika 8). Za obradu kromatograma koristio se
raCunalni program za modularni kromatograf Varian ProStar 360 Star Chromatography

WorksStation verzija 5.5.
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Slika 7. Tekudinski kromatograf visoke djelotvornosti, s detektorom s nizom dioda (HPLC-DAD)

Slika 8. Filtar za injekcije (0,22 pm)

3.2.5. Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

Uzorci su analizirani i teku¢inskim kromatografom ultravisoke djelotvornosti. Separacija
kromatografskih krivulja provedena je na koloni BEH C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) na
tekuéinskom kromatografu Waters Acquity UPLC I-Class i s binarnom pumpom ACQUITY®
UPLC Binary Solvent Manager i automatskim dodavaem uzoraka ACQUITY® UPLC
Sample Manager. Kao detektor koristio se spektrometar masa (MS) Waters Synapt G2-Si.
Nakon uzorkovanja uzorci su se takoder profiltrirali kroz filtar za injekcije Ny Syringe Filter,
FilterBio, Labex Ltd. Drzava, veli¢ine pora 0,22 um (Slika 9). Volumen injektiranih
standardnih otopina farmaceutika je 1 pL.
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Slika 9. Teku¢inski kromatograf ultravisoke djelotvornosti s MS detektorom [24]

3.2.6. Ultrazvucna kupelj

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

maksimalna snaga 1200 W.

Slika 10. Ultrazvu¢na kupelj
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3.2.7. Autoklav

Autoklav je uredaj za provedbu sterilizacije zasi¢enom vodenom parom pod pritiskom (Slika
11). Graden je od vrlo ¢vrstog materijala, naj¢eS¢e u vidu cilindra. Ima dvostruke stjenke i
poklopac koji se pomocu podesivih vijaka i gumenog obruca hermeticki zatvara. Ulozak s
termometrom, manometar i sigurnosni ventil najéesée su postavljeni bo¢no, obi¢no u gornjem
dijelu. Postrani¢no se nalazi i staklena cijev za kontrolu nivoa vode u autoklavu. U donjem
dijelu nalazi se ventil za ispuStanje pare. U dnu je postavljen izvor topline (plinski ili
elektrini grijac). Sterilizacija zasi¢enom vodenom parom pod pritiskom najcesce 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. [14]

Slika 1. Autoklav: 1-poklopac, 2-prsten,

3-tnutra; nka, 4--vanjska

stjenka, S tricni grijaci, 7-metalni

zavrtanj, anometar, 9-sigurnosni
ventil, 10-ventilacijski ventil, 1 1-
ventilacijska Salica, 12-ljevak za
punjenje, 13-, 14-, 15- i 16- ventili
rmomelar, 21-

sustava za punjenje, |

odvod. 22-ventil za ispustanje, 24-plast
autoklava

Slika 11. Shematski prikaz autoklava [16]

3.3 METODE RADA

3.3.1. Priprema standardnih otopina farmaceutika

Temeljna standardna otopina masene koncentracije 500 mg/L pripremljena je otapanjem
to¢no izvagane mase albendazola u smjesi otapala metanol: acetonitril=1:1. Pripremljena je
dodavanjem 0,05 g farmaceutika i nadopunjavanjem smjesom otapala u tikvicu od 100 mL te
je tikvica dodatno uronjena u ultrazvuénu kupelj kako bi se ubrzao i poboljsao proces
otapanja albendazola. 1z te otopine pripremana su razrjedenja masenih koncentracija 200, 100,
50,101 1 mg/L.
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3.3.2. Biorazgradnja

Pokus biorazgradnje vodio se u volumno graduiranoj plasticnoj boci maksimalnog volumnog
kapaciteta (zapremine) 3,2 L kao Sarzni reaktor (Slika 13). Ukupan radni volumen koji se
sastojao od 1,0 L radne otopine (RO) farmaceutika i 5 mL aktivnog mulja konstantno je
aeriran pomoc¢u pumpe koja je gumenim cijevima spojena s plasticnom sterilnom pipetom
koja je uronjena u sadrzaj reaktora (Slika 12). Reaktor je omotan aluminijskom folijom kako
bi se sprijecili moguci foto-razgradni procesi. Na taj se nacin sprije¢io utjecaj zra¢enja, te se
prilikom analize moglo zakljuciti koji produkti nastaju isklju¢ivo pod utjecajem
biorazgradnje. Reaktor je bio smjesten u digestoru. Parametri kojima je pracena prilagodba
aktivnog mulja na otopinu te proces biorazgradnje farmaceutika su pH-vrijednost,
koncentracija otopljenog kisika (mg/L), temperatura (°C), kemijska potrosnja kisika (mg

O/L) i preostali radni volumen sadrzaja u reaktoru (L).

2
Karakteristike sustava: Kotlasti reaktor
idealno mje3anje (TSO)= 500 ppm
-T=konst _—— e ———————
V=konst V(TSO)=20ml
T=konst
V=konst c(RO)= 10 ppm
V(reaktor)= 1000 m|
—3.
V=1000 m|
cul= 10 ppm
~1. 1. Kotlasti reaktor

2. Pumpa za aeraciju
sadrZaja u reaktoru
3. Vanjska zastita od
fotorazgradnje
(aluminijska folija)

Slika 12. Shema Sarznog reaktora u kojem se vodio proces biorazgradnje

Uzorak za analizu se uzimao otprilike svakih 24 sata i to oko 5 mL. Zatim bi se profiltrirao
kroz filtar. U suhoj i Cistoj staklenoj kiveti se nalazi 1,2 mL ranije pripremljene otopine
kalijevog bikromata 1 zivinog (II) sulfata u koju se trbuSastom pipetom dodaje 2 mL
profiltriranog uzorka, a zatim se jo§ paZzljivo uz rub kivete doda 2,8 mL otopine sulfatne
kiseline i srebrovog sulfata. Cvrsto se zatvori i pazljivo promijesa jer se stvara visoka
temperatura. Kivete se stave u zagrijani termoreaktor na spaljivanje kroz 1 h na 150 °C, a

nakon toga se ostave hladiti na tamnom mjestu, ne pod mlaz hladne vode. Ohladeni sadrzaj se
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zatim prenese u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL i pritom se Kiveta tri puta ispere s
destiliranom vodom te se dodaju tri kapi redoks indikatora feroina. Otopina je u tikvici
crveno-narancaste boje, a dodavanjem reagensa amonij-zeljezo (II) sulfata prelazi u plavo-
zelenu, obezboji se 1 konacno u toc€ki pretitracije poprima crveno-smedu boju. Konacno se

volumen utroSenog alikvota koristi za ra¢unanje KPK pomoc¢u formule:

ienanroba — Yuzorak ) X 0,1x8000x f
KPK = (Vsluepap ob k2) (4)

Vsiijepa proba -VOlumen slijepe probe
Vzorak —vOlumen uzorka

f- faktor korekcije

Slika 13. Reaktor u kojem se vodio proces biorazgradnje

3.3.3. Kromatografska analiza farmaceutika i realnih uzoraka nakon

biorazgradnje

3.3.3.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Pripremljene otopine farmaceutika prebacene su u HPLC viale koje su stavljene na

kromatografsku analizu (Varian ProStar 500). Kromatografom se upravlja preko racunala.
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Volumen injektiranih standardnih otopina farmaceutika je 30 puL. Svaki uzorak je injektiran tri
puta, zatim se kolona pere 65 % acetonitrilom. Pokretna faza se sastojala od: A 0,01 %
mravlja kiselina u vodi i B 0,01 % mravlja kiselina u acetonitrilu uz gradijentno eluiranje.

Gradijent pokretne faze prikazan je u Tablici 4. Brzina protoka pokretne faze je 0,5 mL/min.

Tablica 4. Gradijent pokretne faze koristen u analizi

Vrijeme/min Volumen pokretne faze A/ % Volumen pokretne faze B/%

0 100 0
2,30 92 8
6,00 90 10
11,00 70 30
15,00 40 60
18,00 5 95
28,00 5 95
28,10 100 0
30,00 100 0

Kao nepokretna faza koristena je obrnuta faza C18 odnosno kolona InertSustain™ dimenzija
250 mm x 4,6 mm, 5 um, GL Sciences, Japan. Snimanje kromatograma provodilo se pri
valnim duljinama 210, 254, 270 i 280 nm. Na temelju snimljenih kromatograma o¢itana su
vremena zadrzavanja pojedinog farmaceutika (tr) te povrsine ispod kromatografskih krivulja
(A) pri valnoj duljini maksimuma apsorbancije od 210 nm. Kod detektora s nizom dioda
povrSina ispod kromatografske krivulje definirana je kao miliapsorbancijska jedinica
pomnozena s vremenom u sekundama (mAUs). Nakon snimanja standardnih otopina,
snimljeni su kromatogrami realnih uzoraka farmaceutika uzorkovanih tijekom procesa

biorazgradnje.

3.3.3.2. Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti

Pripremljene otopine farmaceutika i realnih uzoraka su snimane i na kromatografu ultravisoke
djelotvornosti (UPLC) kojim je omogucena identifikacija razgradnih produkata biorazgradnje
Cija je koncentracija u realnim uzorcima vrlo niska. Separacija kromatografskih krivulja
provedena je na koloni BEH C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) na tekué¢inskom kromatografu
Waters Acquity UPLC I-Class i s binarnom pumpom i automatskim dodavacem uzoraka. Kao
detektor koristio se spektrometar masa (MS) Waters Synapt G2-Si. Volumen injektiranih
standardnih otopina farmaceutika je 1 uL. Pokretna faza se sastojala od: A 0,1 % mravlja
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kiselina u vodi i B acetonitril uz gradijentno eluiranje. Gradijent pokretne faze prikazan je u

Tablici 5. Brzina protoka pokretne faze je 0,6 mL/min.

Tablica 5. Gradijent pokretne faze kori$ten u analizi

Vrijeme/min Volumen pokretne faze A/ % Volumen pokretne faze B/%
0,0 95 5
1,0 95 5
3,0 79 21
7,0 30 70
8,0 30 70

MS analize provedene su pod uvjetima prikazanima u Tablici 6. Instrument je podeSen za
uzimanje masenih spektara ovisno o molekulskoj masi komponente, najces¢e u rasponu od
m/z 60-1000 Da. Snimljeni su Ms® podaci $to zna¢i da je uzorak snimljen pri niskoj

kolizijskoj energiji tj. 0 V i pri uvjetima kolizijske energije 10-40V (MS/MS).

Tablica 6. Parametri MS analize (TOF)

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

3.3.4. Ispitivanje toksi¢nosti farmaceutika pra¢enjem zone inhibicije

Za provodenje testa toksi¢nosti pripremljena je temeljna standardna otopina albendazola
masene koncentracije 500 mg/L otapanjem to¢no izvagane mase farmaceutika (0,0125 g) u
smjesi otapala metanol:acetonitril= 1:1 u odmjernoj tikvici od 25 mL. Iz te otopine
pripremana su razrjedenja masenih koncentracija 200, 100, 50, 10 i 1 mg/L u vodenom mediju
(MiliQ voda). Za pripravu razrjedenja koristila se atomatska mikropipeta Thermo Scientific,
Finnpipette F3, radnog volumena 10-1000 pL kojom su ujedno otopine naneSene na diskove
(Slika 14).

Test toksi¢nosti provodio se i na slijepim probama (Slika 16).
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Test toksi¢nosti provodio se i na realnim uzorcima koji su sakupljeni od postavljanja
eksperimenta biorazgradnje, tijekom procesa te zadnji dan razgradnje (Tablica 7), kako bi se
ustanovilo postoji li inhibicija mikrobnog rasta pod utjecajem mogucih transformacijskih
produkata albendazola (Slika 15).

o O o O
O @]
S. rimosus Bacillus sp. A. niger

Slika 14. Prikaz Petrijevih zdjelica s hranjivim podlogama i diskovima sa standardnim otopinama farmaceutika.
Plavo oznaceni diskovi su namoceni MiliQ vodom, Zuti kruZziéi prikazuju diskove namocene radnim otopinama
farmaceutika razli¢itih masenih koncentracija

o O O O
O o) O (o)
(o) O
Bacillus sp. Bacillus sp.
o O o O
(o ® (o) O * o
(o) O

A. niger A. niger

Slika 15. Realni uzorci uzorkovani tijekom procesa biorazgradnje albendazola. Zuto ozna¢eni kruziéi su diskovi
uronjeni u realne uzorke tijekom biorazgradnje albendazola, a plavo oznaceni kruZiéi su diskovi uronjeni u
MiliQ vodu — slijepa proba (Tablica 7)
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Tablica 7. Realni uzorci za koje se odredivala zona inhibicije, pri ¢emu su se radila dva niza eksperimenata tj. po

pet diskova natopljenih realnih uzorcima u svaku Petrijevu zdjelicu, oznagenih od 1. do X.

Oznaka diska Naziv uzorka Radni dan
I 8.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 0.
I 10.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 2.
I 12.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 4.
V. 17.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 9.
V. 19.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 11.

V1. 23.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 15.
VII. 26.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 18.
VIII. 29.6. FKIT 2 (8:30 h, 2 mL) 21
IX. 2.7. FKIT 2/(8:30 h, 2 mL) 24,
X. 6.7. FKIT 2(8:30 h, 2 mL) 28.

Slijepe probe koje su takoder pripremane za test toksi¢nosti su:

I. Cista smjesa otapala acetonitril/metanol=1:1 u kojima je pripremana temeljna standardna
otopina albendazola masene koncentracije od 500 mg/L.

I1. 20 mL smjese acetonitrila/metanola=1:1 stavljeno je u 1 L MiliQ vode.

I11. Smjesa otapala u aktivnom mulju — prvi radni dan (biorazgradnja).

IVV. Smjesa otapala u aktivnom mulju — zadnji radni dan (biorazgradnja).
V. Farmaceutik albendazol masene koncentracije od 10 mg/L (20 mL TSO 500 mg/L
pipetirano u odmjernu tikvicu od 1,0 L i nadopunjeno Mili-Q vodom).

Slika 16. Slijepe probe farmaceutika i otapala. Zuto oznaceni kruzi¢i su diskovi uronjeni u slijepe probe te u

A, niger

standardnu otopinu albendazola od 10 mg/L (diskovi oznadeni od I. do X.), a plavo oznaceni kruzi¢i su diskovi

uronjeni u MiliQ vodu — slijepa proba
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Bakterijske kulture i 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 ) i 28 °C (Streptomyces rimosus, Aspergillus niger) kako bi kulture bile svjeze
za pripremu suspenzija. Nakon 96-satnog uzgoja, Ciste bakterijske kulture Streptomyces
rimosus (Slika 17) i Bacillus sp. (Slika 18) i plijesni Aspergillus niger (Slika 19) uporabljene
su za pripravu suspenzije bakterija, odnosno plijesni. U ovako priredenim suspenzijama
prethodno je odredivan ukupan broj stanica bakterija optickom gustocom. Ukupan broj
plijesni, odnosno broj spora plijesni utvrden je metodom izravnog odredivanja ukupnog broj
mikroorganizama brojenjem u Thominoj komorici. Kapljica priredene suspenzije je nanesena
na predmetnicu, prekrivena pokrovnim stakalcem i mikroskopirana. Time se omogucuje

izratunavanje ukupnog broja stanica na 1 cm® (1 mL) pomoéu formule:

B mxnx16x10*
K

N

Q)

N- ukupan broj stanica u 1 mL

m- ukupan broj izbrojenih stanica

n- razrjedenje

16- ukupan broj velikih kvadrata

104 — korekcija volumena

K- broj velikih kvadrata u kojima je izvr§eno brojanje

Slika 18. Bakterijska kultura Bacillus sp izrasla na hranjivom bujon agaru
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Slika 19. Plijesan Aspergimé niger izrasla na malt agaru

Sterilizacija je uniStavanje ili uklanjanje vegetativnih stanica 1 endospora. Za vlaznu
sterilizaciju bakterioloski onecis¢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.

Nakon $to se odredio broj stanica bakterija i 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 i izlivene u sterilne Petrijeve zdjelice. Prethodno pripremljeni suhi i Cisti diskovi
natopljeni su otopinama farmaceutika, realnih uzoraka te otopina slijepih proba, svaki po 50
pL, Sto je maksimalni volumen koji disk moZe primiti bez prelijevanja i to automatskom
pipetom. Tako pripremljeni diskovi ¢uvani su na suhim i ¢istim ozna¢enim jazicama a potom
su preneseni na pripremljene o¢vrsle hranjive podloge (Slika 20). 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 ocitavani nakon 24 sata i tako kroz vremenski

period od 7 dana.

Slika 20. Prikaz propisno oznadéene Petrijeve zdjelice sa oévrslom hranjivom podlogom i nanesenim diskovima
natopljenim standardnim otopinama na poc¢etku eksperimenta (nulti radni dan)
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4.1. Biorazgradnja i fizikalno-kemijski pokazatelji

Albendazol je antihelmintik koji se najviSe koristi u veterinarskoj medicini i lako dospijeva u
okoli§ jer ga se klasicnim metodama obrade otpadne vode ne moze ukloniti. Danas se
usavrsavaju razne metode obrade otpadnih voda s ciljem da se uklone ovako male molekule
poput albendazola, ali i njihovi razgradni odnosno transformacijski produkti koji nastaju
procesima obrade voda. Stoga je kao zadatak ovog rada prvenstveno bilo ispitati moguénost
uklanjanja albendazola iz otpadnih voda biorazgradnjom pri ¢emu se za pocetak radi u
vodovodnoj vodi uz dodatak aktivnog mulja kako bi se lakse kontrolirao sam proces. Proces
biorazgradnje prati se kromatografskim metodama, ali i testom toksi¢nosti mjerenjem zone
inhibicije. Analitickim metodama kromatografije Zeli se definirati ucinkovitost procesa

biorazgradnje te odrediti eventualno novonastali spojevi, a testom toksi¢nost odrediti da li

.....

Kako bi se mogao pratiti proces biorazgradnje i1 ustanoviti §to se s farmaceutikom u reaktoru
zbiva, pratilo se nekoliko najvaznijih parametara, kao S$to su: pH-vrijednost otopine,
koncentracija otopljenog kisika, temperatura sadrzaja u reaktoru, preostali radni volumen
reaktora i kemijska potro$nja kisika (Tablica 8). U reaktoru FKIT se pratio proces
biorazgradnje antihelmintika albendazola i to pri masenoj koncentraciji od 10 mg/L (ppm),
pod utjecajem aktivnog mulja TS 0,022 g/L (5 mL) u vremenskom razdoblju od 28 dana.
Vrijednost KPK parametra se od poc¢etnih 30312,3 mg/L znatno smanjuje kroz prvih 10 dana,
a nakon toga se ustaljuje oko vrijednosti 100 mg O,/L uz manje oscilacije u vrijednosti (Slika
21). To ukazuje na prilagodbu aktivhog mulja na susptrat, te prisutnost razgradnje
albendazola, ali iz ovih podataka se ne moZe direktno zakljuciti radi li se o biorazgradanji ili
hidrolizi molekula, ali nam u razmatranju pomazu i rezultati kromatografije. Osim reaktora u
kojima se pratio proces biorazgradnje tijekom eksperimenta postavljeno je jo$ nekoliko
reaktora. Reaktor S.P. ALB u kojem se nalazila otopina albendazola koncentracije 10 mg/L,
radna otopina (RO) je pripremljena tako $to se 20 mL temeljne standardne otopine (TSO)
albendazola koncentracije 500 mg/L pipetiralo u 1 L vodovodne vode i u istim uvjetima
temperature, bez dodatka aktivnog mulja, aerirana istim protokom zraka. Time se zakljucilo
da postoji znatan utjecaj hidrolize na albendazol u vodenom mediju i to se mora uzeti u obzir
kada se analiziraju podaci biorazgradnje. S druge strane obzirom da se uocilo znatno
smanjenje radnog volumena u reaktoru, od pocetnog 1,0 L do 0,30 L u 28. radnom danu,

postavljen je i reaktor S.P.FKIT. U njega se pipetiralo 20 mL smjese otapala u kojoj se
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priredivala TSO albendazola, dakle MeOH:ACN=1:1 u 1 L vodovodne vode, takoder bez
dodatka aktivnog mulja. S druge strane postavljen je i reaktor €.0.+A.M. u kojem je istim

postupkom pripremljena 1 L RO albendazola koncentracije 10 mg/L uz dodatak aktivnog

mulja TS 0,022 g/L, kako bi se ustanovio utjecaj aktivnog mulja na samu smjesu otapala. Da

bi se ustvrdila ponovljivost pokusa biorazgradnje albendazola aktivnim muljem, ponovno se

postavio reaktor pod nazivom FKIT 2 kod istih eksperimentalnih uvjeta kao i za prvi

eksperiment, uz pracenje istih parametara, Sto je prikazano u Tablici 9, uz pracenje promjene

vrijednosti KPK parametra u vremenskom razdoblju od 28 dana (Slika 22).

Tablica 8. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor FKIT

Datum t(h) | Radnidan | pH | O,(mg/L) | T(°C) | V(L) | KPK (mg O,/L)
5.5.2015. | 12:00 0. 8,48 5,6 21,1 1,0 30312,3
6.5.2015. | 8:30 1. 8,53 57 21,4 1,0 8278,4
7.5.2015. | 8:30 2. 8,36 5,6 21,3 1,0 3646,4
8.5.2015. | 8:30 3. 8,52 5,8 19,9 | 0,95 43924
11.5.2015. | 8:20 6. 8,35 57 209 | 0,85 1450,7
12.5.2015. | 13:30 7. 8,58 5,9 20,6 | 0,80 627,9
13.5.2015. | 8:30 8. 8,38 57 20,5 | 0,78 227,0
14.5.2015. | 8:50 9. 8,44 55 22,2 | 0,72 117,2
15.5.2015. | 8:30 10. 8,53 6,0 19,8 | 0,68 106,4
18.5.2015. | 8:30 13. 8,63 5,8 18,3 | 0,62 117,6
19.5.2015. | 8:30 14, 8,44 55 20,6 | 0,60 104,2
20.5.2015. | 8:30 15. 8,46 54 21,4 | 0,58 101,3
21.5.2015. | 8:30 16. 8,48 57 18,2 | 0,56 112,8
25.5.2015. | 8:30 20. 8,54 57 18,5 | 0,50 110,1
26.5.2015. | 8:50 21. 8,47 5,6 18,2 | 0,48 99,5
27.5.2015. | 8:50 22. 8,62 7,2 16,2 | 0,46 114,7
28.5.2015. | 8:50 23. 8,73 8,1 15,8 | 0,42 103,2
1.6.2015. | 8:30 27. 8,48 7,9 19,7 | 0,35 73,9
2.6.2015. | 8:30 28. 8,38 5,6 23,6 | 0,30 86,7
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Biorazgradnja FKIT reaktor

Vrijeme, dani

DN
e
0 5 10 15 20

Slika 21. Prikaz promjene parametra KPK kroz 28 dana u reaktoru FKIT

Tablica 9. Prikaz fizikalno-kemijskih parametara za reaktor FKIT 2

Datum t(h) | Radnidan | pH | O,(mg/L) | T (°C) | V(L) | KPK (mg OJ/L)
8.6.2015. | 11:30 0. 8,32 5,5 25,3 1,0 24037,9
9.6.2015. | 8:30 1. 8,43 6,4 239 | 0,99 9493.8
10.6.2015. | 8:30 2. 8,29 6,0 241 | 0,94 3519,5
11.6.2015. | 8:30 3. 8,23 5,6 24,0 | 0,92 2027,2
12.6.2015. | 8:30 4. 8,24 6,1 24,0 | 0,90 943,2
17.6.2015. | 13:00 9. 8,62 7,2 19,8 | 0,70 108,8
18.6.2015. | 8:30 10. 8,60 7,3 20,1 | 0,68 -
19.6.2015. | 8:30 11. 8,55 6,3 215 | 0,64 13,57
23.6.2015. | 8:30 15. - - - 0,58 72,4
24.6.2015. | 8:30 16. - - - 0,56 -
26.6.2015. | 8:30 18. - - - 0,55 -
29.6.2015. | 8:30 21 - - - 0,50 -
30.6.2015. | 8:30 22. 8,52 5,6 22,6 | 048 230,7
1.7.2015. | 8:30 23. 8,60 5,8 22,1 | 0,46 3245
2.7.2015. | 8:30 24. 8,53 6,2 22,6 | 0,44 294,1
3.7.2015. | 8:30 25. 8,63 5,7 239 | 0,42 304,3
6.7.2015. | 8:30 28. 8,68 5,4 24,7 | 0,34 258,2
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Slika 22. Prikaz promjene parametra KPK kroz 28 dana u reaktoru FKIT 2

4.2. Rezultati kromatografskog pracenja biorazgradnje albendazola

Da bi bilo moguce pratiti u€inkovitost biorazgradnje albendazola u vodovodnoj vodi pod
utjecajem aktivnog mulja svi uzorci kao i standardne otopine snimane su na tekuc¢inskom
kromatografu visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (HPLC-DAD) i na
tekuc¢inskom kromatografu ultravisoke djelotvornosti (UPLC) s detektorom spektrometrom
masa (MS). HPLC-DAD sustav nam omogucava pracenje glavne komponente albendazola, te
eventualni nastanak novih spojeva koje se ne moze identificirati ali ih se moze detektirati
odredivanjem vremena zadrzavanja i snimanjem apsorpcijskog spektra, a svi kromatogrami su
snimani na 210 nm. Pomocu kromatografa UPLC omogucena je 1 identifikacija novonastalih
spojeva odnosno moze se predvidjeti koji su to novonastali spojevi, te koji su eventualni

putevi razgradnje ispitivanog farmaceutika.

4.2.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Realni uzorci uzimani su redovito svakih 24 sata kroz promatrani period biorazgradnje od 28
dana te su snimani na HPLC-DAD uredaju pod kromatografskim uvjetima kako je navedeno u
Eksperimentalnom dijelu u poglavlju 3.3.3.1. Temperatura kolone je bila 26,5 °C. Standard
albendazola od 10 mg/L pripremljen je u 1 L MiliQ vode i injektiran tri puta, a apsorpcijski
spektar je snimljen na valnoj duljini od 210 nm. Srednja vrijednost povrsina jest 807,67
mMAUS, a sluzi za izraCun koncentracija albendazola pomocu o€itanih integriranih povrSina

ispod kromatografskih krivulja u realnim uzorcima i to pomocu formule:
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_ A(X)mAUs x10ppm (6)
807,67mAUs

y- masena koncentracija (mg/L)

A(X)- povrsina ispod kromatografske krivulje (mAUs)

Postavivsi reaktor S.P.ALB ustanovilo se da postoji znatan utjecaj hidrolize na razgradnju
albendazola u vodenom mediju, $to dokazuje razlika u povrSinama ispod kromatografskih
krivulja za albendazol (ALB) (Slika 23). Detekcija i identifikacija albendazola provedena je

pomocu apsorpcijskog spektra (Slika 24) i vremena zadrZzavanja tg koje iznosi 22,653 minuta.

00| ALB
200
2 100+
a) E
Ny S N
100+
% 5 o s E bs !
Mimtes
300
2004
ALB
= 1004
i ; 58
0 | h
1004

1 5 10 15 bo bs ‘
Mlinutes

Slika 23. a) Kromatogram standardne otopine albendazola masene koncentracijel0 mg/L u smjesi otapala
MeOH:ACN=1:1b) Kromatogram standardne otopine albendazola masene koncentracijel0 mg/L u 1 L MiliQ
vode
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Slika 24. Apsorpcijski spektar albendazola na 210 nm u standardnoj otopini 10 mg/L

Kromatografske krivulje koje se pojavljuju kod nekih realnih uzoraka pripadaju novonastalim

nepoznatim spojevima a za svaki realni uzorak prikazani su odgovaraju¢im kromatogramom

odnosno kromatografskom krivuljom

te okarakterizirani

vremenom zadrzavanja i

apsorpcijskim spektrom (Tablica 10 i Tablica 10 [nastavak 1]). Novonastali spojevi nastaju u

vrlo niskim koncentracijama i to su koncentracije ispod granice kvantifikacije za HPLC-

DAD, pa se te kromatografske krivulje nisu mogle integrirati (Tablica 11).

Tablica 10. Prikaz vremena zadrzavanja tg i povr$ina ispod kromatografskih krivulja (A) o¢itanih iz
kromatograma za realne uzorke iz reaktora FKIT iz prvog eksperimenta

Naziv Radni dan A tg' min y, mg/L | Pojava nepoznate kromatografske krivulje
(povrsina),
mAUS (. A)
11.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 6. 167 22,653 2,0676 Na 23,133 min, povrsina 1,58 mAUs
12.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 7. 131 22,653 1,6219 -
13.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 8. 9,77 22,653 0,1209 Na 23,133 min, povrsina 2,51 mAUS
13.5. FKIT B (11:30 h, 1 mL) 8. 9,01 22,653 0,1115 Na 23,133 min, povrsina 2,21 mAUs
14.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 9. 106 22,627 1,3124 Na 25,507 min, povrsina 10,0 mAUSs
14.5. FKIT B (12:00 h, 1 mL) 9. 22,2 22,627 0,2748 -
15.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 10. 28,7 22,653 0,3553 -
15.5. FKIT B (12:00 h, 1 mL) 10. 63,0 22,627 0,7800 Na 23,560 min, povrsina 15,9 mAUs
18.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 13. 8,0 22,627 0,0990 Na 23,560 min, povrsina 10,2 mAUs
18.5. FKIT B (12:00 h, 1 mL) 13. 44,1 22,627 0,5460 Na 23,560 min, povrsina 9,05 mAUS
19.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 14. 56,0 22,627 0,6934 Na 23,560 min, povrsina 13,5 mAUs
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Tablica 10 [nastavak I]. Prikaz vemena zadrzavanja tg i povrsina ispod kromatografskih krivulja (A) oditanih iz
kromatograma za realne uzorke iz reaktora FKIT iz prvog eksperimenta

Naziv Radni dan A tr' min y, mg/L | Pojava nepoznate kromatografske krivulje
(povrsina),
mAUS (tr, A)

19.5. FKIT B (12:00 h, 1 mL) 14, 18,8 22,627 0,2328 Na 23,560 min, povrsina 8,93 mAUs
20.5. FKIT A (8:30 h, 1 mL) 15. 94,1 22,627 1,1651 Na 23,560 min, povrsina 8,44 mAUs
20.5. FKIT B (12:00 h, 1 mL) 15. 62,6 22,640 0,7750 -

21.5.FKIT A(8:30 h, 1 mL) 16. 8,09 22,627 0,1002 -
21.5. FKIT B (12:00 h, 1 mL) 16. 38,3 22,627 0,4742 Na 23,560 min, povrsina 15,9 mAUs
25.5. FKIT (8:30 h; 0,5 mL) 20. 60,3 22,760 0,7466 -

26.5. FKIT (8:30 h; 0,5 mL) 21. - - - -

27.5. FKIT (8:30 h; 0,5 mL) 22. - - - -

28.5. FKIT (8:30 h; 0,5 mL) 23. 34,8 22,7467 0,4308

1.6. FKIT (8:30 h; 0,5 mL) 27. - - - -

2.6. FKIT (8:30 h; 0,5 mL) 28. - - - -

Tablica 11. Prikaz nepoznatih kromatografskih krivulja na kromatogramu i pripadajuéih apsorpcijskih spektara u
uzorcima iz reaktora FKIT, iz prvog eksperimenta
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Da bi se ustvrdila ponovljivost pokusa biorazgradnje albendazola aktivnim muljem, ponovno

se postavio reaktor pod nazivom FKIT 2 kod istih eksperimentalnih uvjeta kao i prvi

eksperiment, uz pracenje istih parametara (Tablica 12). Primjeceno je da se pojavljuju iste

nepoznate kromatografske krivulje kao i kod prvog eksperimenta (Tablica 13).

Tablica 12. Prikaz vremena zadrzavanja tg i povr$ina ispod kromatografskih krivulja (A) o¢itanih iz
kromatograma za realne uzorke iz reaktora FKIT 2 iz drugog eksperimenta

Naziv Radni A (povrsina), tg, Min 7, Pojava nepoznate kromatografske
dan mAUs mg/L krivulje (tr, A)
8.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 0. 246 22,7333 | 3,0458 -
9.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 1. 60,7 22,7333 | 0,7515 -
10.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 2. 208 22,7333 | 2,5753 21,5067 min, povrsina 13,6 mAUs
11.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 3. 100 22,7067 | 1,2381 21,8267 min, povrsina 21,2 mAUs
12.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 4. - - - 21,5333 min, povrsina 18,4 mAUs
17.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 9. - - - -
18.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 10. - - - 18, 593 min, povrsine 10,2 mAUs
19.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 11. - - - -
23.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 15. - - - R
24.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 16. - - - -
26.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 18. 4,390 22,6533 | 0,0544 21,7867 min, povrsina 2,39mAUs
29.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 21. 0,233 22,6533 | 0,0028 Na 21,7867 min
30.6. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 22, 4,800 22,6533 | 0,0594 Na 21,7867 min
1.7. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 23. 0,582 22,6533 | 0,0072 Na 21,7867 min
2.7. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 24, 0,678 22,6533 | 0,0084 Na 21,7867 min
3.7. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 25. - - - Na 21,7867 min
6.7. FKIT 2 (8:30 h; 0,5 mL) 28. - - - Na 21,7867 min
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Tablica 13. Prikaz nepoznatih kromatografskih krivulja na kromatogramu i pripadaju¢ih apsorpcijskih spektara u
uzorcima iz reaktora FKIT 2, iz drugog eksperimenta
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4.2.2. Tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

Kromatografske krivulje koje se pojavljuju kod nekih realnih uzoraka pripadaju novonastalim
nepoznatim spojevima koji nastaju u vrlo niskim koncentracijama i to su koncentracije ispod
granice kvantifikacije za HPLC-DAD, pa se te kromatografske krivulje nisu mogle integrirati,
zato se pristupilo analizi pomo¢u UPLC-MS-a. Realni uzorci uzimani su redovito svakih 24
sata kroz promatrani period biorazgradnje od 28 dana te su snimani ha UPLC-MS uredaju pod
kromatografskim uvjetima kako je navedeno u Eksperimentalnom dijelu u poglavlju 3.3.3.2.
Dobiveni su kromatogrami na kojima se vidi kromatografska krivulja albendazola (tg=4,65
min) 1 nepoznate kromatografske krivulje (Slika 25, Slika 26) koji odgovaraju ili
novonastalim transformacijskim produktima 1ili necistocama, a identifikacija njihove
molekulske strukture provodi se pomocéu MS-a. Temperatura kolone je bila 32 °C, a
temperatura autosampler-a 25 °C. Standard albendazola od 0,01 mg/mL pripremljen je u 1 L
MiliQ vode (temeljna standradna otopina u MeOH, razrijedenje u visokoproc¢iséenoj H,O-
Milli-Q) i injektiran tri puta. MS ras¢lanjuje svaku pojedinu molekulu u ionizirane fragmente
i potom ih detektira koriste¢i omjer masa i naboja (Mm/z). Analize su provedene pomocéu
UPLC/ESI- TOF-MS-a. Provedena je kvalitativna analiza TIC (Total lon Chromatogram)
metodom, a instrument je podeSen za uzimanje masenih spektara ovisno o molekulskoj masi

komponente, najéesée u rasponu m/z 60-1000 Da.

Slika 25. Kromatografska krivulja albendazola i kromatografske krivulje nepoznatih spojeva u realnom uzorku
(14.05.2015. 8:30 h) na kromatogramu
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Slika 26. Kromatografska krivulja albendazola i kromatografske krivulje nepoznatih spojeva u realnom uzorku
(18.5.2015. 12:00 h) na kromatogramu

Prema stupnju nezasicenosti, izraGunatim i eksperimentalnim m/z vrijednostima te greSkom
izraCunatom iz tih vijednosti ponudene su molekulske formule dobivenih transformacijskih
produkata (TP) i njihovih fragmenata. Fragmentiranjem mati¢ne molekule ALB dobivena su
4 glavna fragmenta s eksperimentalnim m/z vrijednostima: 234,0699, 192,0150, 159,0425 i
131,0487 (Slika 27).
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Slika 27. Spektar masa produktnog iona albendazola ALB m/z 266 i njegovih fragmenata
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Fragmentiranjem mati¢ne molekule, a potom 1 transformacijskih produkata pretpostavljene su
njihove strukture. Struktura metaboli¢kih produkata u nekim sluc¢ajevima odgovara i
transformacijskim produktima dobivenim u provedenim eksperimentima. Eksperimentima
biorazgradnje ALB dobivena su 3 produkta: ALB TP1 (M = 281 g/mol), ALB TP2 (M = 297
g/mol) i ALB TP3 (M = 295 g/mol). Struktura ALB TP1 odgovara metabolickom produktu
ALB-sulfoksidu (ALB-oksid ili rikobendazol) formule Cj,HisN3OsS. Uslijedila je
fragmentacija dobivenih transformacijskih produkata, a na Slici 28 prikazana je fragmentacija
TP1 m/z 282 (albendazol sulfoksida). TP2 m/z 298 odgovara molekulskoj formuli
C12H13N304S, odnosno ALB-sulfonu (Slika 29). U ovim eksperimentima detektiran je i jo$
jedan transformacijski produkt TP3 m/z 295 kojem odgovara molekulska formula
C12H15N304S (Slika 30).
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Slika 28. Spektar masa transformacijskog produkta TP m/z 282 (albendazol sulfoksid) i njegovih fragmenata

"L

Slika 29. TP2 m/z 298 (albendazol sulfon)

\O\T/H\HJL:/

Slika 30. TP3 m/z 295 (nepoznati produkt)
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Raspad molekule albendazola znatan je u vodovodnoj vodi pod utjecajem aktivnog mulja pa
je zamije¢eno naglo smanjenje koncentracije ve¢ nakon prvog dana biorazgradnje koje se
moze pripisati samoj biorazgradnji, ali se u obzir treba uzeti i znatna moguénost utjecaja
hidrolize. Usporeduju¢i kromatogram realnog uzorka antihelmintika nakon 28 dana izlaganja
biorazgradnji pod utjecajem aktivnog mulja s kromatogramom prije biorazgradnje uoceno je
smanjenje povrSina ispod kromatografskin  krivulja albendazola i pojavljivanje
kromatografskih krivulja kojih nije bilo na kromatogramu realnih uzoraka na samom pocetku
eksperimenta biorazgradnje. To su kromatografske krivulje TP albendazola, a profili stvaranja

TP i raspadanja albendazola prikazani su na Slici 31.

b)

Udio m/z 266 u uzorku, %

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

.
ya
4

10

t, dani

20

AW

30

— (FKIT
reaktor)

- (FKIT 2
reaktor)

Udio m/z 282 u uzorku, %

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

AN
VAL

A%

10 ¢, dani

20

30

=0— (FKIT
reaktor)

= (FKIT 2
reaktor)

Slika 31. Profil stvaranja transformacijskih produkata albendazola u vodovodnoj vodi tijekom
procesa biorazgradnje pod utjecajem aktivnog mulja:a) m/z 266 (produktni ion albendazola) b) m/z
282 (albndazol sulfoksid) c¢) m/z 298 (albendazol sulfon) d) m/z 295 (nepoznati TP3)
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Slika 31.[nastavak 1] Profil stvaranja transformacijskih produkata albendazola u vodovodnoj vodi
tijekom procesa biorazgradnje pod utjecajem aktivnog mulja:a) m/z 266 (produktni ion albendazola)
b) m/z 282 (albndazol sulfoksid) c¢) m/z 298 (albendazol sulfon) d) m/z 295 (nepoznati TP3)



4.3. Test toksi¢nosti mjerenjem zone inhibicije

U priredenim suspenzijama mikroorganizama prethodno je odredivan ukupan broj stanica
bakterija optickom gustoéom 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 metodom izravnog odredivanja ukupnog broj
mikroorganizama brojenjem u Thominoj komorici i iznosio je oko 5x10° stanica/mL

suspenzije.

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 realnim uzorcima nisu pojavile vidljive zone inhibicije nakon 24 sata, a ni nakon 7

dana.

Zone inhibicije su se nakon 24 sata inkubacije hranjivih podloga pojavile oko diskova
natopljenih radnim otopinama (Slika 32) i slijepim probama (Slika 33) koji su postavljeni na
malt agar nacijepljen plijesni Aspergillus niger, a kroz 7 dana se nisu povecavale, ve¢ su se
pomalo smanjivale i suzavale zbog prilagodbe plijesni na farmaceutik i zbog pojave susenja

hranjive podloge malt agara (Tablica 14 i 15).

Tablica 14. Zone inhibicije nastale djelovanjem slijepih proba kroz vremenski period inkubacije malt agara
inokuliranog sporama plijesni Aspergillus niger od 7 dana

Oznaka diska 1.dan 2.dan 3.dan 4.dan 7.dan
(7.7.2015.) (8.7.2015.) (9.7.2015.) (10.7.2015.) | (13.7.2015

)

| 6,5 mm 6,5 mm 6,5 mm 6 mm 55 mm

| 6,5 mm 6,5 mm 6,5 mm 6 mm 55 mm

1l - - - - -

v - - - - -

Vv 12 mm 11 mm 11 mm 11 mm 10 mm
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Tablica 15. Zone inhibicije nastale djelovanjem radnih otopina albendazola kroz vremenski period inkubacije
malt agara inokuliranog sporama plijesni Aspergillus niger od 7 dana

Oznaka diska 1.dan 2.dan 3. dan 4.dan 7.dan
(7.7.2015.) (8.7.2015.) (9.7.2015.) (10.7.2015.) (13.7.2015.)
1 mg/L 7 mm 6,5 mm 6,5 mm 6,0 mm 55 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

Slika 32. Prikaz utjecaja radnih otopina albendazola razli¢itih koncentracija na Aspergillus niger nakon 24 h
inkubacije hranjivih podloga

Slika 33. Prikaz utjecaja slijepih proba na Aspergillus niger nakon 24 sata inkubacije hranjivih podloga

Na Petrijevim zdjelicama koje su nacijepljene bakterijskom kulturom Streptomyces rimosus
oko diskova natopljenih radnim otopinama albendazola razlic¢itih koncentracija, slijepim
probama i realnim uzorcima nisu se pojavile vidljive zone inhibicije nakon 24 sata, a niti
nakon 7 dana.
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Na Petrijevim zdjelicama koje su nacijepljene bakterijskom kulturom Bacillus sp. oko diskova
natopljenih radnim otopinama albendazola razli¢itih koncentracija, slijepim probama i

realnim uzorcima nisu se pojavile vidljive zone inhibicije nakon 24 sata, a niti nakon 7 dana.

Budu¢i da su antihelmintici veterinarski farmaceutici koji djeluju protiv bolesti uzrokovanih
parazitskim crvima helmintima, a i prema njihovoj kemijskoj strukturi malo je vjerojatno
akutno ekotoksicno djelovanje. Mnogo je vjerojatnije ekotoksi¢no djelovanje niskih
koncentracija kao posljedica dugotrajnog djelovanja na organizme u okoliSu koja moze
dovesti do kroni¢nih ucinaka. U literaturi ima vrlo malo podataka o ekotoksi¢nosti za skupinu

benzimidazola i ostale skupine antihelmintika.
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Na temelju provedenih eksperimenata zakljucuje se:

1 Biorazgradnja albendazola u vodovodnoj vodi aktivnim muljem pracena je parametrima kao
Sto su pH-vrijednost, temperatura u reaktoru, vrijednost otopljenog kisika, te ukupni radni
volumen u reaktoru. Te vrijednosti, kao i niska vrijednost KPK parametra nam ukazuju na
prilagodbu aktivnog mulja na takve okoliSne uvjete i na takvu vrstu organskog opterecenja.
Vrijednost KPK parametra je svedena je na minimum $to ukazuje na mineralizaciju molekula

albendazola, to¢nije prisutnost razgradnje.

2. Ucinkovitost biorazgradnje pracena je tekucinskom kromatografijom. Tekuéinskim
kromatografom visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (HPLC-DAD) pracena je
glavna komponenta i uvida se da je doslo do biorazgradnje albendazola, no eksperimenti
ukazuju i na znacajan utjecaj hidrolize na razgradnju albendazola. Primjeceno je da nastaju i
neki novi spojevi koje HPLC-DAD metodom nije moguée identificirati. U tu svrhu je koristen
tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti s detektorom spektrometrom masa (UPLC-

MS) pomocu kojeg je predviden put razgradnje albendazola.

3. Testovima toksi¢nosti pri ¢emu je izabrana metoda zone inhibicije na mikroorganizmima
karakteristiénim za tlo i vodu utvrdeno je da novonastali spojevi kao niti radne otopine
masene koncentracije od 1 do 200 mg/L ne pokazuju opasnost po mikroorganizme.
Nedostatak ove metode je Sto se ne moZe pratiti utjecaj dugotrajnijeg izlaganja realnih
uzoraka i radnih otopina albendazola na mikroorganizme, §to bi moglo dati i drugacije

rezultate.
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7.3. Kratice i simboli

WWTPs- Wastewater Treatment Plant - postrojenje za obradu otpadnih voda
Kow — koeficijent raspodjele n-oktanol/voda
Sy — topljivost u vodi (mg/L) kod 25 °C
TSO- temeljna standardna otopina
RO- radna otopina
TS- suha tvar
HPLC- Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti
UPLC- Teku¢inski kromatograf ultravisoke djelotvornosti
KPK-kemijska potrosnja kisika
MS- masena spektrometrija, maseni spektrometar
TP-transformacijski produkt
TIC-Total lon Chromatogram-analiza MS-a kada se prate svi m/z
TOF- Time of flight-analizator
ESI-Electrospray lonozation-detektor
Formule:
(1) —jednadzba za odredivanje zone inhibicije (Cooper)
(2) -utjecaj temperature, sastava podloge i koncentraciju inokuluma
(3) - odnos izmedu koncentracije aktivne tvari i duzine difuzije (unutar malih raspona)
(4) — Kemijska potrosnja kisika
(5) —Ukupni broj stanica na 1cm® (1 mL)

(6) —odredivanje koncentracije pomocu povr§ine ispod kromatografske krivulje

str. 10

str. 10

str. 10

str. 20

str. 25

str. 31
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