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1. CZESC TEORETYCZNA

Farmaceutyki to aktywne biologicznie zwigzki chemiczne, ktére stosowane s3
w lecznictwie weterynaryjnym, gospodarstwach hodowlanych oraz w medycynie. Najczgsciej
stosowanymi zwigzkami do nich zaliczanymi sg preparaty z grup: lekow przeciwbdlowych (leki
narkotyczne, leki bez dziatania narkotycznego, niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ)),
antybiotykow (antybiotyki Dbeta-laktamowe, makrolidy, fluorochinolony, aminoglikozydy,
sulfonamidy i tetracykliny), B-blokeréw, substancji psychoaktywnych (kofeina), estrogenow
i zwigzkéw hormonalnych (estriol, estradiol, estron, 17a-etynyloestradiol), a takze lekow
antyepileptycznych ~ (karbamazepina). Ponadto na uwage zastuguja rowniez leki
przeciwnowotworowe, ktorych stosowanie niestety wzrasta z roku na rok z powodu coraz wigkszej

ilosci zdiagnozowanych choréb nowotworowych.
1.1. Zrédla farmaceutykow w $rodowisku

Wsrdd zrédet farmaceutykow w srodowisku mozna wyodrgbni¢ dwa gldwne tj. punktowe (ang.
point source pollution) 1 powierzchniowe (rozproszone) (ang. diffuse pollution) (Rysunek 1). O ile
gléwnymi zrodtami punktowymi sa $cieki przemystowe, szpitalne oraz miejskie, a takze zbiorniki
Sciekow, zrodta rozproszone sa trudne do zidentyfikowania i umiejscowienia ze wzgledu na
obszerno$¢ wystepowania i dynamiczny charakter. Mozna tu niewatpliwie zakwalifikowa¢ sptywy
powierzchniowe obejmujace zardéwno gospodarstwa rolne, jak i miejskie splywy powierzchniowe

niosgce tadunek zanieczyszczen z odpadow generowanych w gospodarstwach domowych.

Wysypiska Odchody Biomasa Scieki Scieki Scieki
Smieci zwierzat akwakultury szpitalne przemystowe komunalne
(wycieki)

Oczyszczalnie Systemy Zbiorniki na

Strefa Sciekow oczyszczania Scieki
aeracji

v

Wody Wody ;
Yeaoosos >1 gruntowe Hpowierzchniowe Cztowiek

Zrédto punktowe gtéwne
Ujecia wod podziemnych (prywatne/stacje uzdatniania) Zr6dto punktowe drugorzedne

Zrédto rozproszone

Rys. 1 Potencjalne Zrédta farmaceutykéw i drogi ich przemieszczania z uwzglednieniem wéd i gleb (Zrédto: Li (2014) Environ Pollut 187:193-201,
zmodyfikowany)
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1.2. Naturalne procesy degradacji farmaceutykow w Srodowisku

Istotny wplyw na drogi przemieszczania zwigzkéw chemicznych w $rodowisku, w tym
farmaceutykow, ma ich podatno$¢ na naturalne procesy degradacji zachodzace w ekosystemie.
Mikroorganizmy wodne i glebowe sg odpowiedzialne za samooczyszczanie ekosystemow poprzez
degradacj¢ zanieczyszczen na drodze metabolicznych przemian. Niemniej jednak biodegradacja
w pierwszej kolejnosci jest uwarunkowana biodostepnoscia farmaceutyku, poniewaz kluczowym
etapem tego procesu jest jego pobranie przez komorke np. bakteryjna, co dopiero pozwala na jego
oddzialywanie z enzymami bakteryjnymi. Ponadto degradacja jest mozliwa tylko woéwczas, gdy
efekt toksyczny wobec mikroorganizméw nie powoduje zahamowania ich wzrostu czy tez $mierci.
Ponadto istotny wplyw na biodegradowalnos$¢ ma struktura takiego zanieczyszczenia tzn. ztozonos¢
jego budowy (jednopierscieniowe, wielopier§cieniowe) i obecno$¢ grup funkcyjnych. Za tatwo
biodegradowalne uznaje si¢ zwigzki chemiczne o budowie liniowej, z krotkimi tahcuchami
bocznymi, nienasycone zwigzki alifatyczne oraz te posiadajace elektrodonorowa grupe funkcyjna.
Z kolei trudno biodegradowalne zwigzki chemiczne zwykle charakteryzuja sie strukturg o dlugich,
rozgatezionych tancuchach bocznych, sg nasycone lub wielopierscieniowe oraz posiadajg w swojej
strukturze podstawnik sulfonowy, halogenowy lub elektronoakceptorowy. Ostatnie dane
literaturowe pokazuja, ze farmaceutyki potencjalnie moga ulega¢ reakcjom metabolicznym,
a z uwagi na biordznorodno$¢ bakteryjng w srodowisku, takze — kometabolizmowi (np. naproksen,
kwas klofibrowy, diklofenak). Dlatego tez farmaceutyki nie s3 uznawane za zwigzki z natury
trwale. Niemniej jednak w przypadku niektorych lekow ogdlne reguly struktura — podatno$¢ na
biodegradacj¢ nie maja zastosowania, co stwierdzono np. dla ibuprofenu i ketoprofenu. Zwigzki te
sg bardzo podobne strukturalnie, jednak wyraznie roznigce si¢ stopniem w jakim byly usuwane na
drodze biodegradacji (ibuprofen bardziej efektywnie). Biodegradacja odgrywa kluczowa role
W procesie oczyszczania $ciekow, co ma niewatpliwy wplyw na obieg tych zanieczyszczen
w $rodowisku. Efektywna eliminacja przez mikroorganizmy osadu czynnego niweluje proces
przedostawania si¢ farmaceutykow do dalszych komponentéw $rodowiska, takich jak wody

powierzchniowe, gruntowe i gleba.

Poza  biodegradacja istotnym czynnikiem determinujagcym losy  farmaceutykow

w $rodowisku sg przemiany abiotyczne. Fotodegradacja jest jednag z nich. Jest to fotochemiczna

reakcja, ktora powoduje rozpad zwiazkéw pod wyptywem §wiatta stonecznego jak i sztucznego.
Proces ten moze zachodzi¢ na drodze bezposredniej badz posredniej reakcji indukowanej

promieniowaniem $wietlnym. Fotodegradacja zalezy od nat¢zenia $wiatla, warunkéw
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eutroficznych, glebokosci cieku wodnego, sktadu rozpuszczonej materii organicznej a takze

szerokosci geograficznej i pory roku. Na intensywno$¢ procesu wpltywa rowniez pora dnia,
wysoko$¢ nad poziomem morza, zachmurzenie, gesto§¢ powietrza a nawet wielko$¢ dziury
ozonowej. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz procesy te (ze wzgledu na ograniczong dostepnos¢
swiatta) moga zachodzi¢ w wodach powierzchniowych do giebokosci ok. 2 m, za§ w glebach
jedynie do ok. 1 mm. Dla wielu farmaceutykow bezposrednia fotodegradacja na drodze absorpcji
Swiatta stonecznego nie jest efektywna (np. acetaminofen, kwas mefenamowy, karbamazepina,
kofeina, trimetoprim, ibuprofen). Propranolol natomiast jest przyktadem farmaceutyku, ktory
pomimo odpornosci na biodegradacje, charakteryzuje si¢ fotolabilnoscia, co w efekcie pozwala na

efektywny proces degradacji biologicznej produktéw reakcji fotolitycznego rozktadu propranololu.

Hydroliza jest najpowszechniejszym procesem odpowiedzialnym za rozktad abiotyczny
substancji. Jest reakcja charakterystyczng dla srodowiska wodnego, aczkolwiek zachodzi réwniez w
glebie, a znajomos¢ tego procesu pozwala okresli¢ trwato$¢ substancji w §rodowisku. Polega ona na
reakcji substancji chemicznej (RX) z woda, gdzie grupa -X ulega wymianie na grupe -OH wedlug

schematu:
RX + HOH— ROH + HX (1)

W zaleznosci do szybkosci z jaka maleje stezenie substancji RX, proces ten mozemy opisaé
jako reakcj¢ pierwszorzedowa, ktora przedstawia zalezno$¢ k[RX], badz tez reakcje drugorzedowa
wyrazong jako k[H,O][RX]. Poniewaz woda obecna jest w duzym nadmiarze, reakcje tego typu
opisywane s3 z reguly jako pseudo-pierwszorzgdowe. Stata szybkosci tej reakcji, przy statej

temperaturze i pH, mozna wyznaczy¢ na podstawie rownania:
Kobs = (1/t) x In (Cy/Cy) ()
gdzie:
kobs — stata szybkosci reakcji;
t - czas;
C, - stezenie substancji w czasie t;
C, - stgzenie substancji w czasie 0;

Natomiast czas potowicznego rozpadu (t;2), czyli okres w ktorym, niezaleznie od stezenia,

hydrolizie ulegnie 50% substancji RX, wyrazi¢ mozna rownaniem:

t1/2 =In2/ kobs (3)
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Wazrost temperatury z reguly powoduje zwigkszenie szybkosci reakcji (tylko w nielicznych

przypadkach obserwuje si¢ spadek szybko$ci reakcji w miarg wzrostu temperatury dla jednego
z etapow), co wiaze sig ze wzrostem statych szybkosci (k). Ilosciows zalezno$¢ pomiedzy stala

szybkosci reakcji a temperaturg (w szerokim zakresie temperatur) opisuje rownanie Arrheniusa:

E
k=Ae kr )
lub  Ink=(-E/RT)+In A 5)

gdzie:

k — stata szybkos$ci mierzona w réznych temperaturach;
E — energia aktywacji [kJ/mol];

T — temperatura bezwzgledna [K];

R — stata gazowa 8,314 J/mol-K];

Gdy znane sg stale szybko$ci reakcji dla dwoch temperatur, mozna obliczy¢ energie
aktywacji danej reakcji chemicznej, a nastgpnie warto$¢ statej szybkosci reakcji dla dowolnie

wybranej temperatury na podstawie tego samego rOwnania:
E=Rx {(Ink, —Inky)/[(1/T;) = (1/T)]},dla T, > T, (6)

W sytuacji gdy dostepne s3 dane eksperymentalne dla co najmniej trzech temperatur, mozna
wyznaczy¢ energie aktywacji na podstawie rownania Arrheniusa (rownanie 5) w postaci funkcji

liniowej jako zalezno$ci In k od 1/T.

Badanie produktow hydrolizy substancji chemicznych w wodzie, zgodnie z zaleceniami
Europejskiej Agencji Lekéw (ang. European Medicines Agency, EMEA) oraz Amerykanskiej
Agencji ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA), powinno odbywaé sie
w zakresie pH normalnie wystepujacym w srodowisku (pH 4-9) w oparciu o procedure OECD 111
(Hydroliza jako funkcja pH). Przed przystapieniem do testow zalecane jest poznanie niektorych
parametréw  fizyko-chemicznych badanej substancji  jak rozpuszczalno$¢ w  wodzie

i rozpuszczalnikach organicznych, wspotczynnik podzialu oktanol-woda (log P) czy stata dysocjacji
(PKa).

Procesom hydrolizy ulegaja liczne zwigzki chemiczne wsrod ktorych wyrdzni¢ mozemy
amidy, nitryle, estry kwasow karboksylowych i nieorganicznych, halogenki alkilowe, sulfochlorki,

epoksydy czy karbaminiany. Reakcje hydrolizy wybranych zwigzkéw organicznych zostaty
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schematycznie przedstawione na Rysunku 2.

1. ESTRY KWASOW KARBOKSYLOWYCH

I I
+ -
H,HO
C R, ———= C + HOR
R1/ \O/ 2 R1/ .- - 2
2. HALOGENKI ALKILOWE
H,OHO
RCH,X —==— RCH,OH + HX
3. BEZWODNIKI
ﬂ ?I 0 0
* A | Il
C. C. HHO ¢+ ¢
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0] 0]
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I
+ -
Ry ~Cn g Re H.HO, p.NH, + CO, + HOR,

|
H

Rys. 2. Reakcje hydrolizy wybranych zwigzkéw organicznych.

Zasadniczo mechanizm reakcji hydrolizy opiera si¢ na substytucji nukleofilowej do grupy
acylowej. Jest to reakcja dwuetapowa, podczas ktorej powstaje tetraedryczny produkt posredni.
W jej poczatkowym etapie dochodzi do eliminacji jednego z dwoch podstawnikow przytaczonych
do atomu wegla. W efekcie odlaczona zostaje grupa opuszczajaca i powstaje produkt substytucji

nukleofilowej w postaci nowego zwigzku karbonylowego.

Ocena podatnosci na hydrolize wg procedury OECD 111 odbywa si¢ w dwoch etapach,
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obejmujac test wstepny oraz test rozszerzony (Rysunek 3). Test rozszerzony prowadzi si¢ jedynie

w sytuacji gdy podczas testu wstepnego okreslono, iz powyzej 10% poczatkowej ilosci badanego
zwigzku uleglo hydrolizie. Jesli w teScie wstepnego ponizej 10% badanego zwigzku ulegto
rozpadowi na drodze reakcji hydrolizy uznaje si¢, ze zwiazek jest stabilny powyzej roku

w temperaturze 25°C.

Test wstepny - ocena stabilnosci hydrolitycznej substancji w
buforach o pH 4, 7, 9

(5 dni, 50 °C + 0,5 °C) C  srapmne )
SUBSTANCIJE
0 % ~ty5> 1 rok w 25 °C
Analiza HPLC-UV _,|  BeSdeimh - _, ’
prébek Ocena stopnia ermostatowania | Koniec badai )
A T — stabilnosci wg. rownania (7)
AR hydrolitycznej — S% 4
- S>10% - SUBSTANCIJE
po 5 dniach NIESTABILNE
termostatowania HYDROLITYCZNIE
wg. rownania (7) — test rozszerzony

Test rozszerzony - ocena stabilnosci hydrolitycznej substancji
w 3 temperaturach
z zakresu 10 — 70 °C (max. 30 dni)

Analiza HPLC-UV probek Ocena stopnia stabilno$ci

ey hydrolitycznej — S% Wyznaczanie przebiegu reakcji Identyfikacja
- dzief ..* N (max 90%) | | hydrolizy substancji | | produktow hydrolizy
(probki termos.t.atowane wg. rownania ’(7) i akseslenie rgdowased reakeji technikg LOME/MS
w wybranych T)

P
S%=100—[(?’)-100] (7)

o

S [%] - stopien degradacji hydrolitycznej,

P, - pole powierzchni sygnatu chromatograficznego analitu po
degradacji prébki w okreslonej temperaturze, pH i czasie

P, - pole powierzchni sygnatu chromatograficznego analitu przed
degradacja probki - 1 dzien

Rys. 3. Schemat testu hydrolizy wg OECD 111.
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2. WYKONANIE CWICZENIA

2.1. Przygotowanie roztworow buforowych o pH 4,719

Na wstepie nalezy przygotowaé roztwory wzorcowe wybranych soli, kwasow i zasad wg Tabeli

1 stosujac wode autoklawowang.

Tabela 1. Zestawienie roztworow wyjsciowych kwasow, soli i zasad przygotowanych do

sporzadzenia odpowiednich buforow

Wzér sumaryczny Masa molowa Masa . Objetos¢ Stezenie
. . . Liczba
zwigzku zwigzku (M) zwigzku (m) moli (n) roztworu (V) roztworu (C)
chemicznego [g/mol] lg] [L] [mol/1]
K,HPO, 174,18 0,87 0,005 0,025 0,2
C¢HsO7 x H,O 210,14 0,53 0,0025 0,025 0,1
NaOH 40,00 0,1 0,0025 0,025 0,1
KH,PO, 136,09 0,34 0,005 0,025 0,1
H;BO; 61,83 0,16 0,005 0.025 0,1
w KCl 74,55 0,19 0,005 ’ 0,1

Nastepnie nalezy przygotowa¢ roztwory buforowe o pH 4, 71 9 wg Tabeli 2.

Tabela 2. Sklad poszczegolnych roztworéw buforowych podany w stosunku objetosciowym (v/v)

BUFOR o pH 4
9,638 ml 15,363 ml
0,2 M KZHPO4 O,l M C(,HgO'/ X HzO
BUFOR o pH 7
7,408 ml 12,5 ml 5,093 ml
0,1 M NaOH 0,1 M KH,PO, H,0O
BUFOR o pH 9
5,325 ml 12,5 ml 7,125 ml
0,1 M NaOH 0,1 M H;BO; w 0,1 M KCl H,0

2.2. Przygotowanie roztworow roboczych badanych farmaceutykow w buforach o pH 4, 7
i9
Nalezy przygotowa¢ wodne roztwory badanego farmaceutyku o stezeniu 1mg/L w kolbach

miarowych o poj. 10 mL w przygotowanych wczesniej buforach korzystajac z roztworu

podstawowego o stezeniu 1 mg/mL.

2.3. Oznaczenie stezenia badanego zwiazku w czasie t) technikg wysokosprawnej

chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng
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W tym celu nalezy przygotowa¢ faze ruchoma wg instrukcji prowadzacego 1 nastgpnie ja

odgazowaé z zastosowaniem tazni ultradzwigkowej. Warunki analizy zostang podane przez
prowadzacego zajecia. Nalezy przeprowadzi¢ analize chromatograficzng 3 roztwordw badanego

farmaceutyku (pH 4, pH 7 oraz pH 9).
2.4. Test wstepny oceny stabilnosci hydrolityczne;j

W szklanych naczynkach typu headspace nalezy umiesci¢ po 2 mL roztwordéw badanego
farmaceutyku, usung¢ powietrze przy pomocy strumienia azotu (5 min) i nastgpnie szczelnie
zamkng¢ kapslem aluminiowym z septa. Tak przygotowane probki umiesci¢ w bloczku
grzejnym w temperaturze 50°C zabezpieczajac jednoczesnie probki przed dostgpem Swiatta.

Probki pozostawi¢ do czasu nastepnych zajec¢ laboratoryjnych.
2.4.1. Ocena stopnia degradacji badanego farmaceutyku

W terminie kolejnych zaje¢ laboratoryjnych nalezy wyja¢ probki z bloczka grzejnego i

podda¢ analizie chromatograficznej jak w przypadku probek to.

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Nalezy obliczy¢ % hydrolizy badanego farmaceutyku, a nastepnie zinterpretowaé i
przedyskutowac uzyskany wynik.

2. Nalezy przeprowadzi¢ obliczenia dla wynikéw testu rozszerzonego otrzymanych od
prowadzacego. Nalezy wyznaczy¢ kops (jako wspotczynnik kierunkowy prostej zaleznosci In
(Co/Cy) od t [s] oraz nastepnie tj» dla réznych temperatur. Kolejno wyznaczy¢ energi¢
aktywacji korzystajac z rownania Arrheniusa i funkcji liniowe;.

4. SZKY¥.O 1 ODCZYNNIKI
*  Wodorofosforan dipotasu (K;HPOy4)

¢ Kwas cytrynowy (C¢HgO7 x H,0)

*  Wodorotlenek sodu (NaOH)

* Diwodorofosforan potasu (KH,PO4)
¢ Kwas borowy (H3;BO3)

¢ Chlorek potasu (KCI)

*  Octan amonu (CH3;COONH4)

* Kwas octowy (CH3COOH)

*  Woda autoklawowana

* Butle do fazy ruchomej do HPLC — 2 szt.
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* Kolby miarowe 1L — 2 szt.
* Kolby miarowe 25 mL — 9 szt.
* Kolby miarowe 10 mL — 3 szt.
e Zlewki 25 mL — 9 szt.
* Pipety Pasteura — 10 szt.
* Strzykawka 10 pL — 1 szt.
* Strzykawka do HPLC, 100 pL — 1 szt.
* Pipety szklane 10 mL — 3 szt.
* Pipety szklane 5 mL lub 2 mL — 3 szt.
* Bloczek grzejny
5. ZAKRES WYMAGANYCH WIADOMOSCI

Dodatkowo do czgsci teoretycznej niniejszej instrukcji nalezy przygotowaé si¢ z teorii
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng.
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