UNIVERZITET U BEOGRADU

TEHNOLOSKO-METALURSKI FAKULTET

Kristina D. Radosavljevi¢

DEGRADACIJA AMOKSICILINA |
AZITROMICINA U VODENOJ SREDINI
PRIMENOM RAZLICITIH FIZICKO-
HEMIJSKIH METODA

doktorska disertacija

Beograd, 2018



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF TECHNOLOGY AND METALLURGY

Kristina D.Radosavljevié¢

DEGRADATION OF AMOXICILLIN AND
AZITHROMYCIN IN AN AQUEOUS
ENVIRONMENT USING VARIOUS
PHYSICO-CHEMICAL METHODS

doctoral dissertation

Belgrade, 2018



MENTOR:

Dr DusSan Antonovi¢, redovni profesor
Tehnolosko-metalurskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu

CLANOVI KOMISIJE:

Dr Jelena Lovi¢, naucni saradnik
Instituta za hemiju, tehnologiju i
metalurgiju u Beogradu

Dr Milka Avramov-Ivi¢, nau¢ni savetnik
Instituta za hemiju, tehnologiju i
metalurgiju u Beogradu

Dr Tatjana Purki¢, redovni profesor
TehnoloSko—metalurskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu

Dr Slobodan Petrovi¢, profesor emeritus
TehnoloSko—metalurskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.

DATUM ODBRANE




Zahvalnica

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u laboratoriji katedre za
Organsku hemiju TehnoloSko-metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu i u
Institutu za elektrohemiju i Centru za hemiju IHTM, Univerziteta u Beogradu.

Zelela bih da se zahvalim svima koji su doprineli da ova doktorska disertacija dobije
konacnu formu.

Dr Slobodanu Petroviéu, profesoru emeritusu Tehnolosko-metalurSkog fakulteta u
Beogradu, beskrajno se zahvaljujem na iskrenom nesebicnom angaZovanju,
sugestijama i podrsci u toku doktorskih studija i doprinosu u uspe$noj realizaciji
planiranih istrazivanja.

Mentoru, dr DuSanu Antonoviéu, redovnom profesoru Tehnolosko-metalurskog
fakulteta, najsrdacnije zahvaljujem na stru¢noj pomoci i komentarima.

Najiskreniju zahvalnost dugujem dr Milki Avramov Ivié, nau¢nom savetniku IHTM, za
veliki doprinos u toku realizacije rada, pomoé i savete tokom izrade eksperimentalnog
dela u vezi sa elektrohemijskim ispitivanjem, kao i pri pisanju doktorske disertacije.

Veliku zahvalnost dugujem dr Milki Jadranin, redovnom profesoru Hemijskog
fakulteta, na pomodi u eksperimentalnoj analizi i pruZenoj mogucénosti da deo
eksperimenatalnih odredivanja bude uraden u Centaru za hemiju i dr Antoniju Onjia
iz hemijske laboratorije Anahem, na pomodéi u eksperimentalnoj analizi.

Svojim strucnim savetima mnogo mi je pomogao dr DuSan Mijin, redovni profesor
Tehnolosko-metalurskog fakulteta, na cemu se iskreno zahvaljujem.

Ostalim c¢lanovima Komisije, docent dr Jeleni Lovié, komentoru, i prof. dr Tatjani
Durkovié, zahvaljujem se na interesovanju i korisnim sugestijama u zavrsnoj fazi
disertacije.

Izuzetnu zahvalnost dugujem dr Kristijanu Halleru na sveobuhvatnoj podrsci u realizaciji
ove disertacije.

Najdublje se zahvaljujem svojim roditeljima i bratu, na bezuslovnoj ljubavi, poverenju i
podrsci koju mi pruZaju svih ovih godina.



Degradacija amoksicilina i azitromicina u vodenoj sredini primenom razlicitih

fizicko-hemijskih metoda

1ZvVOD

Predmet ove doktorske disertacije je proucavanje degradacije amoksicilina i azitromicina u
vodenoj sredini, primenom odredenih elektrohemijskih i unapredenih oksidacionih procesa,
ispitivanjem degradacionih proizvoda nakon razli¢itih tipova forsiranih degradacija. Naucni cilj
doktorske disertacije je da se primenom viSih oksidacionih procesa izvrSi potpuna oksidacija
amoksicilina u kratkom vremenskom periodu, bez nastajanja policikli¢nih produkata, i da se
ispita moguénost uklanjanja azitromicina iz ekosistema postupkom forsirane razgradnje. U tom
smislu vodeni rastvor amoksicilina je bio podvrgnut odabranim fotokatalitickim degradacionim
procesima. Radi sticanja potpunijeg uvida u stepen mineralizacije odabrane su jonska
hromatografija (IC) i metoda odredivanja ukupnog organskog ugljenika (TOC). Ispitivana
je indirektna oksidacija azitromicina na Ti/RuO, anodi, galvanostatskom tehnikom u vodenom
elektrolitu koji sadrzi NaCl. Na elektrodi od staklastog ugljenika je elektroanaliticki prac¢eno
smanjenje koncentracije azitromicina kao posledica njegove degradacije u gore pomenutom
elektrolitu. Za proucavanje stepena degradacije azitromicina koriS¢ena je diferencijalna
pulsna voltametrija (DPV) i te¢na hromatografija visokih performansi sa detektorom u
ultraljubicastoj oblasti (HPLC-UV), a za detekciju proizvoda degradacije tecna
hromatografija-masena spektrometrija (LC-MS). Za definisanje stepena mineralizacije

odabrana je metoda odredivanja ukupnog organskog ugljenika (TOC).

Kljuéne re¢i: amoksicilin, azitromicin, TiO,, nanokristal, optimizacija, Ti/RuO,, galvanostatska

tehnika, indirektna elektrohemijska degradacija, DPV



Investigation of amoxicillin and azithromycin in an aqueous environment using

various physico-chemical methods

ABSTRACT

Nanocrystalline TiO2, synthesized by sol-gel route and characterized by XRPD,BET
and SEM measurements, was applied in the photocatalytic degradation ofamoxicillin,
using an Osram Ultra-Vitalux® lamp as the light source. Amoxicillin is a semi-
synthetic penicillin type antibiotic active against a widerange of gram-positive and a
limited range of gram-negative organisms. The continuous release of antibiotics and
their persistence in the environment mayresult in serious irreversible effects on aquatic
and terrestrial organisms. Heterogeneous catalysis, which uses catalysts like TiOz, is a
promising route for the degradation of organic pollutants including antibiotics. The
effects of initial concentration of catalyst, initial salt concentration (NaCl and Na2S0Oa),
ethanol and pH on the photocatalytic degradation of amoxicillin were studied. The
mineralization of amoxicillin was analyzed by ion chromatography as well as by total
organic analysis. The catalytic properties of nanocrystalline TiO2 were compared to
Evonik P25 catalyst. The electrodegradation of azithromycin was studied by its indirect
oxidation using dimensionally stable Ti/RuO2 anode as catalyst in the electrolyte
containing methanol, 0.05 M NaHCOs, sodium chloride and deionized water. The
optimal conditions for galvanostatic electrodegradation for the azithromycin
concentration of 0.472 mg cm=were found to be NaCl concentration 7 mg cm= and the
applied current 300 mA. The differential pulse voltammetry using glassy carbon
electrode was performed for the first time in the above mentioned content of electrolyte
for the nine concentration of azithromycin (0.075 mg cm™ - 0.675 mg cm™3) giving the
limits of azithromycin detection and of quantification The calibration curve was
constructed enabling the electrolyte analysis during its electrodegradation process. The
electrolyte was analyzed and by high performance liquid chromatography and electro
spray ionization time-of-flight mass spectrometry. The electrooxidation products were
identified and after 180 min there was no azithromycin in the electrolyte while TOC
analysis showed that 79% of azithromycin was mineralized. The proposed degradation

scheme is presented.



SKRACENICE

AOPs unapredeni oksidacioni procesi

Eo energija osnovnog stanja molekula

E1 energija pobudenog stanja

h Planck-ova konstanta

v frekvencija elektromagnetnog zracenja

C brzina svetlosti

e provodni elektron

A talasna duzina

h* valentna Supljina

VB valentni energetski nivo

CB provodni energetski nivo

r brzina reakcije

k konstanta brzine reakcije

K adsorpcioni koeficijent reaktanta

Co pocetna koncentracija reaktanata

Kapp konstanta brzine reakcije pseudo prvog reda

Chat koncentracija katalizatora

HPLC-UV  tecna hromatografija visokih performansi sa
detektorom u ultraljubicastoj oblasti

LC-MS te¢na hromatografija-masena spektrometrija

FTIR infracrvena  spektroskopija sa  Furijevom
transformacijom

m/z odnos mase i naelektrisanja

SRM pracenje izabrane reakcije




CcvVv ciklicna voltametrija

DPV diferencijalna pulsna voltametrija

TOC metoda odredivanja ukupnog organskog ugljenika
XRD rendgenska-difrakciona analiza

SEM skenirajuca elektronska mikroskopija

BET metoda za odredivanje specifi¢ne povrsine, prema

Brunauer, Emmet & Teller

IC jonska hromatografija

pHiET pH izoelektri¢ne tacke
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1. UVvOD

Sa stanovista zaStite zivotne sredine antibiotici, kao klasa veoma znacajnih lekova, su
grupa hemijskih supstanci koja zahteva izuzetnu paznju, jer se masovno upotrebljavaju
Sirom sveta. Neprekidno oslobadanje i prisutnost antibiotika u ekosistemu, ¢ak i pri
niskim koncentracijama, ozbiljno i nepovratno uti¢e na vodene organizme, jer oStecuju
mikro floru i faunu kroz akumulaciju u lancima ishrane, ubrzavanjem razvoja

rezistentnih super bakterija.

Shodno tome, antibiotici predstavljaju veoma =znafajne polutante 1 moraju biti
razgradeni ili uni$teni neposredno pre izlivanja otpadnih voda u Zivotnu sredinu. Neka
od vaznijih nezeljenih dejstava, kao §to su npr. oSteCenja na nivou centralnog nervnog
sistema, mutageneza, nefropatija, artropatija, preosetljivost na svetlost i sterilitet mogu
biti posledica akumulacije antibiotika u tkivima. Amoksicilin spada u grupu B
laktamskih antibiotika, sa Sirokim spektrom aktivnosti protiv Gram pozitivnih i
ograni¢enim spektrom dejstva na Gram negativne organizme. Koristi se veoma mnogo u
humanoj medicini kao i u veterinarskoj praksi. lIpak, penicilinski antibiotici se
uobic¢ajeno ne smatraju ozbiljnom pretnjom zbog ogranic¢ene enzimatske aktivnosti B3-
laktamaze i nestabilnog [-laktamskog prstena, pri razli¢itim pH vrednostima. Otvaranje

ovog prstena uzrokuje gubitak efikasnosti i mikrobioloske aktivnosti penicilina.

Mada je amoksicilin uobiajeno detektovan u tragovima, njegovo neprekidno
oslobadanje u zivotnoj sredini pove¢ava moguénost sinergije ovog antibiotika sa drugim
lekovima ili drugim hemijskim supstancama. U postrojenjima za preradu i pre¢is¢avanje
gradskih otpadnih voda postoje dva stepena uklanjanja Stetnih supstanci. Prvi stepen
obuhvata adsorpciju zagaduju¢ih supstanci, a zatim talozenje i1 uklanjanje Cvrste
supstance, dok drugi obuhvata aerobnu i anaerobnu biodegradaciju na aktivnom mulju.
Pre nego Sto se otpusti u povrsinske vode, u nekim postrojenjima se otpadna voda i
dezinfikuje, obicno hlorisanjem ili ultraljubic¢astim zracenjem. Korisno je i svrsishodno
primeniti delotvorni hemijski tretman da bi se odstranio amoksicilin iz vode. Kada se

radi o uklanjanju zagadivaca koji su u niskim koncentracijama prisutni u vodi,
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fotokataliticki procesi omogucavaju potpunu oksidaciju organskih zagadivaca u

kratkom vremenskom periodu, bez nastajanja policiklicnih produkata.

Azitromicin je polusintetski derivat eritromicina, antimikrobni lek sa Sirokom primenom
u humanoj i veterinarskoj praksi. Prisutnost ovog antibiotika u Zivotnoj sredini ima za
posledicu produkciju rezistentnih lanaca bakterija koje su opasne pojednako i za ljude i

za Zivotinje.

Na osnovu literaturnih podataka i hemijske strukture, azitromicin predstavlja stabilan
molekul. Iz tih razloga veoma je znacajno njegovo prisustvo u ekosistemu kao
polutanta. Da bi se ispitale mogucnosti uklanjanja azitromicina iz eckosistema
sprovedeni su postupci forsirane razgradnje, te su u tom smislu vodeni rastvori
navedene aktivnhe materije bili podvrgnuti odabranim fotokatalitiCkim i
elektrohemijskim degradacionim procesima. Ispitivana je indirektna oksidacija
azitromicina na Ti/RuO, anodi u vodenom elektrolitu koji sadrzi NaCl. Na elektrodi od
staklastog ugljenika diferencijalno pulsno voltametrijskom (DPV) metodom je pra¢eno
smanjenje koncentracije azitromicina kao posledica njegove degradacije u istom

elektrolitu.

Na osnovu predhodno izlozenog predmeta istrazivanja, preliminarnih ispitivanja i
publikovanih rezultata studija, cilj ove disertacije je da se primenom unapredenih
procesa oksidacije-AOP, izvrSi ispitivanje moguénosti heterogene kataliticke
degradacije amoksicilina kao predstavnika penicilinskih antibiotika. Proucavan je
fenomen fotokataliticke degradacije kroz pracenje pomenutog procesa u osvetljenoj
suspenziji TiO2. Ispitan je uticaj parametara pod kojima se odvija reakcija njegove
kataliticke fotolize. Na prvom mestu su to pocetni pH rastvora, pocetna koncentracija
supstrata i fotokatalizatora, uticaj prisustva neorganskih jona, odnosno uticaj prisustva
organskog rastvaraca. Pored toga identifikacija nastalih jona u procesu degradacije
pruza vazne informacije o stepenu razgradnje amoksicilina i njegovim ostacima u vodi.
Naime evolucija heteroatoma u jone kao $to su SO4%, NOs, i CI pruza dokaze da je
doslo do degradacije. Osnovni cilj istraZivanja bio je usmeren na pracenje efekata
eksperimentalnih parametara koji uticu na brzinu degradacije amoksicilina. Izvr§eno je
ispitivanje kinetike i pretpostavljeni su mehanizmi degradacije amoksicilina do COz,

H20 i mineralnih materija koje su prihvatljive za zivotnu sredinu.



Doktorska disertacija Kristina Radosavljevi¢

Cilj predlozene doktorske teze je bila mogucnost primene testiranog model sistema na
pre¢iS¢avanje kontaminirane vodene sredine i izvodenje degradacije amoksicilina i

azitromicina ka smanjenju nastajanja sporednih proizvoda Stetnih po zdravlje ljudi.

U ovom istrazivanju je dat slede¢i nau¢ni doprinos:

. prosirivanje fundamentalnih znanja iz oblasti inzenjerstva zastite zivotne
sredine;
. bolje razumevanje uticaja molekulske strukture odabranih antibiotika na efekat

njihove degradacije;

. proucavanje uticaja operacionih parametara, na brzinu reakcija degradacije
amoksicilina;
. razvijanje nove elektroanaliticke metode za detekciju azitromicina u vodenim

elektrolitima u prisustvu NacCl;

. identifikacija glavnih intermedijernih vrsta i finalnih produkata i
pretpostavljenom mehanizamu elektrohemijske degradacije azitromicina;

. odgovor da li je i kolikoj meri moguéa mineralizacija ovih antibiotika;

. razvoj primene unapredjenih oksidacionih i elektrohemijskih procesa za
otklanjanje polutanata iz razli¢itih vodenih resursa i doprinos unapredenju

zastite Zivotne sredine.
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TEORIJSKI DEO

ZNACAJ VODE I NJENOG VISENAMENSKOG KORISCENJA

““ Ono Sto je retko, skupo je. Voda kao najvaznija stvar na svetu, naprotiv, nema cenu.**
( Platon, 427-347.godine p.n.e)

Prirodni resursi ili prirodni izvori predstavljaju prirodna dobra koja covek koristi za
svoje potrebe. Voda kao najosnovnija zivotna materija ima nemerljiv znacaj za zivi svet,
ekosisteme i planetu Zemlju. Voda neprestano kruzi u prirodi izmedu Zemlje i
atmosfere. To neprestano kruZenje vode naziva se hidroloski ciklus. KruZenje vode na
Zemlji vazan je proces koji omogucuje odrzavanje zivota. Voda konstantno cirkuliSe

izmedu atmosfere, okeana i kopna.

Voda koja se troSi nalazi se na Zemlji ve¢ stotine miliona godina. Voda se krece, pri
tome menja pojavni oblik, konzumiraju je biljke i zivotinje, ali nikada stvarno ne
nestaje. U kruZznom putu vode pet je procesa: kondenzacija, padavine, infiltracija,
oticanje i evapotranspiracija. Tih pet procesa zajedno ¢ine hidroloski ciklus. Kao izvor

vode za pice ¢ovek koristi podzemne i povrSinske vode.

Cista pijaca voda je kapitalni resurs svake drzave. Najmanje se kao resursi vode za piée
koriste podzemne vode koje se ne obnavljaju, tz.“fosilne vode,, ili paleovode. To su
vode koje su usled razli¢itih procesa u Zemljinoj kori pod zemljom ostale zarobljene
dugi niz godina — milionima godina. Kao voda za pice koristi se i voda koja se u

zamrznutom obliku nalazi duboko ispod glecera.

Oko 1/10 kopnene povrSine Zemlje prekrivena je ledenim masama poznatim kao gleceri
ili lednici, koji sadrze viSe od 75 % slatke vode (NMW - raspored i koli¢ine). Gleceri
predstavljaju veliki rezervoar Ciste vode na koju nisu uticale atmosferske promene, a

¢ija buducnost zavisi od globalnog zagrevanja.
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RESURSI 1 UGROZENOST VODE ZA PICE U REPUBLICI SRBIJI

Republika Srbija je zemlja koja ne spada u zemlje siromasSne vodom. Prema podacima
Food and Agriculture Organization, on the United Nations — FAO (Organizacija
Ujedinjenih nacija za hranu i poljoprivredu), Srbija se nalazi na 47 mestu od 180
zemalja, po kolicini i kvalitetu resursa vode. U Republici Srbiji je veoma nizak stepen
istrazenosti i eksploatacije prirodnih izvora, $to stvara mogucnosti da se u ovoj oblasti
razvije 1 popne na postojecoj rang listi FAO organizacije. Prema procenama stru¢njaka
rezerve Ciste pijate vode u Republici Srbiji kao i svuda svetu su ogranicene. U
Republici Srbiji kljuéni izvor zagadenja vode za pice predstavljaju gradske i1 industrijske

otpadne vode.

Gradske otpadne vode se sastoje od upotrebljenih voda iz domacinstava, ustanova,
Skola, ugostiteljskih objekata, i dr. koje su u nekim sluajevima pomeSane sa
industrijskim otpadnim vodama. Gradske otpadne vode sadrze razlicite supstance koje
kada se nepreciS¢ene ispuste u vodoprijemnik (reke, kanali, jezera), na razli¢ite nacine
zagaduju Zivotnu sredinu. Da bi se smanjili negativni uticaji otpadnih voda na vodne
resurse i Zivotnu sredinu uopSte, neophodno je pre ispustanja otpadne vode izvrsiti
njeno prec¢is¢avanje. Prema EU direktivi vezanoj za upravljenje vodama i pre¢is¢avanje
otpadnih voda (EU Directive 91/271/EEC) organizovano odvodenje svih komunalnih
otpadnih voda predstavlja trajnu obavezu drzave. Skupstina Srbije je 2010. godine
usvojila novi Zakon o vodama (SI. gl. R. Srbije 30/2010) koji velikim delom uskladuje
domacéu regulativu sa regulativom Evropske unije i uvodi dugorone obaveze

sakupljanja 1 pre¢iS¢avanja gradskih otpadnih voda (princip zagadivac placa).

MERE ZA ZASTITU VODA

Zastita vode od zagadivanja sprovodi se radi omogucavanja neskodljivog i nesmetanog
Koris¢enja voda, zastite zdravlja ljudi, Zivotinjskog i biljnog sveta. Stalno pracenje
kvaliteta vode jedan je od preduslova za pokretanje adekvatnih akcija zastite. Plan
zaStite voda od zagadivanja u Republici Srbiji definisan je Pravilnikom o zastiti voda od
zagadivanja stav 1. objavljen u Sluzbenom glasniku br. 30/2010. Plan zaStite voda od

zagadivanja donosi Vlada, na predlog Ministarstva, za period od Sest godina.
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Ministarstvo svake druge godine, racunajuci od dana donosenja plana zastite voda od

zagadivanja iz stava 1. ovog Clana, podnosi izvestaj Vladi o izvrSenju tog plana.

PRISUSTVO | PONASANJE ANTIBIOTIKA U VODENOJ SREDINI

Savremena istrazivanja u oblasti razgradnje zagadujucih supstanci u vodenoj sredini
prosirena su sa tradicionalnih zagadujucih supstanci, kao Sto su polihlorovani bifenili,
policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici i pesticidi, na ,,nove zagadujuce supstance* kao
Sto su antibiotici i hormoni (Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera, Odjel za biologiju).

Tragovi antibiotika u vodenoj sredini postali su poseban predmet interesovanja nau¢ne
javnosti u poslednjoj deceniji, s obzirom na to da niske koncentracije ovih analita ranije
nisu mogle biti detektovane. Zbog ograni¢enog znanja o koncentraciji i degradaciji,

tragovi antibiotika u vodi joS uvek nisu zakonski regulisani.

Antibiotici dospevaju u vodenu sredinu, u najvecoj meri, kao posledica nepotpunog
uklanjanja iz komunalnih otpadnih voda. Medutim, u Srbiji, u svega nekoliko gradova
postoje postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda, a Beograd nije jedan od njih.
Procesi preciS¢avanja povrSinske 1 podzemne vode takode ne mogu u potpunosti
ukloniti antibiotike, pa se u tragovima mogu na¢i i u vodi za pice. lako su njihove
koncentracije u vodi izuzetno niske, reda veli¢ine pg dm ili ng dm, za razliku od
ostalih zagadujucih supstanci, antibiotici su napravljeni tako da imaju efekte na Coveka
pri niskim koncentracijama. Zbog toga njihov kontinualan unos u vodenu sredinu moze
dovesti do dugoro¢nih negativnih posledica po zdravlje ¢oveka i vodenih Zivotinja
(Planet VVoda).

Najnovija istrazivanja su pokazala da niske koli¢ine antibiotika u vodi utic¢u na sporiji
rast ljudskih embriona, da mogu izazvati upalu krvnih ¢elija i da ubrzavaju
razmnozavanje celija raka dojke (Bor Plastika — industrijske otpadne vode). Kod
zivotinja je dokazan negativan uticaj na reproduktivnu funkciju i moguénost borbe

protiv infekcija.
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Poznato je da prisustvo antibiotika u zivotnoj sredini predstavlja problem zbog pojave
rezistentnih bakterijskih sojeva. Ako se uzme u obzir da se u Evropskoj Uniji godisnje

upotrebi oko 8500 t antibiotika u humanoj medicini 1 4700 t u veterini, moguce je

.....

Antibiotici dospevaju u vodenu sredinu kao posledica intenzivnog i konstantnog
koriS¢enja u humanoj medicini i veterini. Glavni izvori zagadenja povrSinskih i
podzemnih voda aktivnim supstancama antibiotika su gradske i poljoprivredne otpadne
vode, odnosno domacinstva, bolnice i poljoprivredna zemljiSta (Halling- Serensen i
sar.,1998; Robinson i sar., 2007). Na Slici 1 su prikazani moguci izvori zagadenja i

putevi kojima antibiotici dospevaju u povrsinske i podzemne vode.

ANTIBIOTICI ANTIBIOTICI
(HUMANA MEDICINA) (VETERINA)
DOMACTTVA) el EEoRECEN gRovy | | TELCOE |

HOAMUNALNE OTFADNE VODE

Slika 1. Putevi kojima antibiotici dospevaju u povrsinske i podzemne vode
(Heberer 2002)
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Najznacajniji put kojim antibiotici dospevaju u vodenu sredinu su komunalne otpadne
vode. Nakon konzumiranja, u ljudskom organizmu antibiotik podleze nizu metabolickih
reakcija, pri ¢emu nastaju metaboliti, koji su ¢esto polarniji od polaznog jedinjenja.
Cruz i Barcel6, 2005). Antibiotici se izlu¢uju delimi¢no transformisani, pri ¢emu se i do
50% izlu¢i u neizmenjenom obliku (Hirsch i sar.,1999; Heberer 2002). U vodenoj
sredini, kao i u procesima preciS¢avanja , metaboliti se mogu transformisati u polazno
jedinjenje (Ternes 2001, Weigel i sar., 2004). Slede¢i vazan izvor tragova antibiotika u
vodenoj sredini su farme na kojima se oni intenzivno koriste za za leCenje infekcija i
preventivno, ali i kao dodatak hrani radi pospeSivanja rasta Zivotinja (Hirsch et al.
1999). Upotrebom stajskog dubriva, antibiotici se dalje mogu preneti na poljoprivredno
zemljiste, a ispiranjem zemljiSta i u podzemne vode (Hartig i sar., 1999; Heberer 2002).
Izvor zagadenja povrSinskih i podzemnih voda je i farmaceutska industrija, odnosno
otpadne vode iz proizvodnje antibiotika. Ipak, ovo je lokalno zagadenje, koje ima uticaj
na ograni¢eno podrucje (Hirsch i sar., 1999). Odlaganjem antibiotika kojima je proSao
rok upotrebe na deponije moze do¢i do zagadenja podzemnih voda usled spiranja
ovakvog zemljista (Jgrgensen i Halling-Sgrensen 2000). Degradacija antibiotika u
vodenoj sredini zavisi od fizicko - hemijskih osobina aktivne supstance. Zbog
postojanja raznih funkcionalnih grupa u molekulu, kao Sto su karboksilna, hidroksilna,
aldehidna ili amino grupa, kapacitet adsorpcije molekula na ¢vrstoj matrici, kao $to je
sediment, zavisi od pH sredine i sastojaka ¢vrste matrice (Halling-Sgrensen i sar.,
1998,Robinson i sar., 2007).

Mnogi antibiotici su lipofilni, zbog Cega lako prolaze kroz c¢elijsku membranu i
bioakumuliraju se u vodenim Zivotinjama. U vodenoj sredini aktivna supstanca se moze
dalje degradirati putem abiotickih i1 biotickih procesa. AbiotiCke transformacije se
odvijaju putem hidrolize i fotolize (Tixier i sar., 2003). Posto su antibiotici po pravilu
otporni na hidrolizu, jer su predvideni za oralnu upotrebu, obim ove reakcije je za
veéinu zanemarljiv. Najznacajniji nacin abiotiCke transformacije antibiotika u
povrsinskim vodama je direktna i indirektna fotoliza (Andreozzi i sar., 2003). Direktna
fotoliza se javlja direktnom apsorpcijom sunceve svetlosti, dok indirektna fotoliza

ukljucuje prirodne materije, kao Sto su huminske kiseline, koje pod uticajem suncevog
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zraCenja stvaraju jake oksidacione agense, koji zatim degraduju ostatke antibiotika.
(Nikolaou i sar., 2007). lako je postojanost antibiotika u Zivotnoj sredini relativno mala,
oni su sveprisutni zbog toga Sto je brzina kojom se otpustaju u okolinu mnogo vecéa od
brzine njihove degradacije i transformacije (Bendz i sar., 2005) Od antibiotika,
sulfonamidi i fluorohinolini su najpostojaniji u Zivotnoj sredini, zatim makrolidi,

tetraciklini, aminoglikozidi i B-laktami (Huang i sar., 2001).

R-LAKTAMSKI ANTIBIOTICI

Kao antibiotici, B-laktami su najrasprostranjenija grupa lekova koji se zbog vrlo
snaznog antimikrobnog delovanja i vrlo niske toksi¢nosti najcesce koriste u humanoj i
veterinarskoj medicini prilikom leenja bakterijskih infekcija. B-laktami su
intramolekularni amidi sa jedinstvenim ¢etvoroclanim B laktamskim prstenom u svojoj
strukturi, koji je bitan za antibakterijsku aktivnost i moZe biti deo kondenzovanog
bicikli¢nog sistema, pri ¢emu ova jedinjenja imaju povoljan odnos izmedu terapijskih i

toksi¢nih doza.

Penicilini

Slu¢ajnim opaZzanjem sprecenog rasta bakterija u prisustvu plesni iz roda Penicillium
notatum i Penicillium chrisogenum, 1928. g. Alexander Fleming otkrio je penicilin. Na
pocetku penicilin je dobijen povrSinskom fermentacijom, a sada se isklju¢ivo dobija
dubinskom fermentacijom u specijalnim fermentorima (Petrovic¢ i sar., 2005). Opsezne
hemijske i fizicke studije pokazale su nedvosmisleno strukturu penicilina kao spojenog
B-laktam-tiazolidin prstena, pri ¢emu ova dva prstena zaklapaju ugao od 120°, Sto je
potvrdeno rentgenskom difrakcijom (Petrovié i sar., 2005). Molekul penicilina sastoji se
od jezgra i bo¢nog (R1) lanca.

Jezgro je poznato kao 6-aminopenicilanska kiselina koja se sastoji od dve
aminokiseline, L-cisteina i D-valina spojenih u ciklicki dipeptid (Slika 2). Boc¢ni lanac
R1 doprinosi razli¢itosti penicilina s obzirom na fizicka, hemijska i bioloSka svojstva
(Clarke i sar., 1949).
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Najosetljivije mesto je 3-laktamska veza koja se u kiseloj sredini raskida (Petrovi¢ i sar.,
2005). Zbog toga se prirodni penicilin ne moze primenjivati oralno ve¢ samo injekcijski.
Dostupnost 6-aminopenicilanske kiseline omogudila je sintezu velikog broja novih

polusinteti¢kih penicilina (Johnson i sar., 1966)

L-cistein D-valin

radikal R1
B laktamski prsten  tiazolidinski prsten

6-AMINOPENICILANSKA KISELINA (6-APK)

Slika 2. Osnovna struktura penicilina

Penicilini su danas jedni od najvaznijih antibiotika koji se odlikuju snaznim
antimikrobnim delovanjem. Uz vrlo malu toksi¢nost i relativno veliku terapijsku Sirinu,

prvi su izbor u leenju infekcija uzrokovanih osetljivim uzro¢nicima.

Podela penicilina i farmakokinetika

S obzirom na hemijsku strukturu boc¢nog lanca koji se veze za 6-aminopenicilansko
jezgro, penicilini se dele u tri osnovne grupe, a neke od njih dalje u podgrupe koje se
medusobno razlikuju primarno po svom antimikrobnom spektru:

- penicilini s klasi¢nim uskim spektrom (penicilin G, penicilin V)

- penicilini delotvorni protiv stafilokoka koji proizvode p-laktamazu (nafcilin,

kloksacilin, dikloksacilin, flukloksacilin)

10
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penicilini proSirenog spektra delotvorni protiv. Gram-negativnih mikroorganizama:

aminopenicilini: ampicilin i amoksicilin

karboksipenicilini: karbeniclin

ureidopenicilini: azlocilin (Petri i sar., 2006)

Apsorpcija oralno primenjenog leka u velikoj se meri razlikuje kod razlicitih penicilina i

delimi¢no zavisi od njihove stabilnosti u kiselom medijumu i vezivanju za proteine.

Hrana smanjuje apsorpciju vecine oralnih penicilina (amoksicilin je izuzetak), pa se
stoga ovi lekovi moraju primeniti najmanje 1-2 sata pre ili nakon obroka. Penicilini su
Siroko rasprostranjeni u tkivnim te¢nostima i tkivu, uz nekoliko izuzetaka. S obzirom na
to da su polarni molekuli, njihova koncentracija u ¢elijama mnogo je niza od one u
vancelijskim te¢nostima. Koncentracije penicilina u vecini tkiva jednake su onoj u
serumu. Penicilini se izluCuju u slini 1 mleku u koncentracijama koje ¢ine 3-15%
koncentracije leka u serumu. Brzo se izlu¢uju preko bubrega, a male se koli¢ine izlu¢uju

drugim putevima (Katzung i sar., 2011)

Reakcije hidrolize R-laktamskih antibiotika

Hidroliticke reakcije su Ceste reakcije biotransformacije kod metabolizma lekova.
Hidrolizom lekova ¢esto se delomic¢no ili potpuno gubi delovanje leka, ali se ovom
reakcijom moze i osloboditi aktivan oblik iz neaktivnog oblika leka (prolek).
Reakcijama hidrolize menjaju se fizi¢ko-hemijske osobine lekova, kao na primer
povecéava se rastvorljivost u vodenoj sredini i Kiselost. Promena ovih parametara utice
na ukupnu sudbinu leka u organizmu, kroz promenu distribucije, metabolizma i
eliminacije leka. Prema opSte prihvacenom nacelu, Sto je neki lek postojaniji prema
hidrolitickoj razgradnji, ve¢e mu je poluvreme zadrzavanja u organizmu, tj. tie, a

prema tome i duze delovanje.

Hidroliza lekova se moZe odvijati posredovanjem enzima ili neenzimski, $to uglavhom
zavisi od strukture supstrata. Enzimi koji katalizuju hidroliticke reakcije nazivaju se
hidrolaze. Oni se dele prema strukturnim karakteristikama i nazivima preovladavajucih

supstrata, a najznacajniji su karboksil-esteraze, holin-esteraze, aril-esteraze, sterol-

11
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vvvvv

blotransformacuama lekova su estri i amidi. Hidrolizom estara i amida nastaju
karboksilne kiseline i alkoholi, odnosno amini. Na brzinu hidrolize veliki uticaj imaju
veli¢ina, poloZaj 1 duzina lanca supstituenta u blizini estarske odnosno amidne veze i

elektronska svojstva supstituenta u molekuli supstrata (Rendi¢ i sar., 2013).
Enzimska hidroliza penicilina i nastajanje 6-APK

Acil radikal na aminogrupi (R-NH) B-laktamskog prstena moze se raskinuti pomocu
enzima amidaze. Tako nastaje 6-aminopenicilanska kiselina koja je polazna supstanca

za sintezu polusintetskih penicilina (Kunec-Vaji¢ i sar., 1993) (Slika 3)

T pes

COOH

penicilin COOH
6 APK

Slika 3. Enzimska hidroliza penicilina i nastajanje 6-APK

Penicilin je molekul koji sadrzi nestabilnu, veoma reaktivnu B-laktamsku amidnu
vezu. Razgradnja penicilina se moze odvijati u razli¢itim uslovima, to jest. alkalnim ili
kiselim sredinama, u prisustvu enzima 3 -laktamaze ili reakcijom sa slabim nukleofilima

poput vode i jona metala.

Stabilnost penicilina u baznoj sredini

Penicilini se brzo razgraduju u baznoj sredini pri ¢emu se raskida amidna veza i nastaje
penicilo kiselina, koja dekarboksilacijom prelazi u penilo kiselinu (Slika 4), ¢ime dolazi
do potpune inaktivacije (Deshpandei sar., 2004) Penicilini pod uticajem pB-laktamaze

(penicilinaze) u bakterijama prelaze u inaktivnu penicilo kiselinu (Slika 4).

12
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Slika 4. Razgradnja penicilina u baznoj sredini
Stabilnost penicilina u Kkiseloj sredini
Spregnuti B-laktamski prsten i amidna veza se raskidaju u kiseloj sredini, daju¢i niz

kompleksnih proizvoda. Konac¢ni proizvodi razgradnje su penaldinska kiselina i
penicilamin (Deshpandei sar., 2004) (Slika 5).

O30 -R 5
HN g é
CH: vy R. NH _ AN
T on, 2 g o
N 3 \
4 o COOoH HOOC
© COOH o CHs
penicilin penaldinska kis. penicilamin

Slika 5. Razgradnja penicilina u kiseloj sredini

Tri su parametra kod penicilina G odgovorna za nestabilnost u kiseloj sredini:

- prstenasta struktura: postoji velika torzijska napetost zbog biciklicke strukture
penicilina, a ta napetost se smanjuje u Kkiseloj sredini jer dolazi do Kkiselinski
kataliziranog otvaranja spregnutog p-laktamskog prstena.

- visoko reaktivna karbonilna grupa p-laktamskog prstena: karbonilna grupa f-
laktamskog prstena podlozna je nukleofilnom napadu i ne ponasa se tipi¢no za tercijarni

amid, jer je tercijarni amid stabilan prema nukleofilnom napadu zbog susednog

13
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kiseonikovog atoma. Atom kiseonika i karbonilna grupa tercijarnog amida stvaraju
dipolarnu rezonantnu strukturu sa uglom od 120° izmedu veza. Takva stabilizacija nije
moguca u B-laktamskom prstenu jer bi doslo do povecanja ugaone napetosti i stvaranja
dvostruke veze unutar prstena. Kao rezultat slobodan elektronski par ostaje na atomu
kiseonika B-laktamskog prstena, zbog Cega je karbonilna grupa B-laktamskog prstena
puno elekrofilnija nego Sto bi se oc¢ekivalo za tercijarni amid (Graham 2013).

- acilni bocni lanac: susedna acilna grupa u strukturi penicilina G, aktivno ucestvuje u

mehanizmu otvaranja p-laktamskog prstena (Tsukinaka i sar., 1974).

Uticaj strukture na bioloSku aktivnost penicilina

Monosupstituisani metilpenicilini (Slika 6) uopSteno imaju dobru aktivnost protiv
ve¢ine Gram- pozitivnih bakterija, kao Sto su streptokoke i mnogi stafilokoke.
Koncentracije od 0,01 pg/mL ili manje postaju inhibitorne kada se u bo¢nom lancu
nalazi fenilna grupa (penicilin G), heterociklicka grupa sli¢ne veli¢ine ili fenoksi- grupa
(penicilin V). Nazalost, ovi penicilini nisu delotvorni protiv sve ucestalijih rezistentnih
sojeva stafilokoka koji proizvode B-laktamazu, enzim koji katalizuje hidroliticko

otvaranje B-laktamskog prstena dajuci pri tome bioloski neaktivnu penicilo kiselinu.

Ox  _NH S

[T
O COOH

Slika 6. Monosupstituisani metilpenicilin

Znacajnije promene antibakterijske aktivnosti su dobijene kod penicilina koji sadrze
drugi supstituent na a-poziciji (Slika 7). Blaga aktivnost penicilina G protiv Gram-
negativnih organizama poboljSana je uvodenjem hidrofilnih nejonizovanih «-

supstituenata, kao Sto su hidroksi- i ureido- grupe.
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Medutim, uvodenjem amino- (ampicilin) ili aminometilne grupe kao oa-supstituenta
postize se puno vece poboljSanje aktivnosti. Ipak, aktivnost ovih penicilina je
ograni¢ena samo na neke Gram-negativne bakterije kao Sto su salmonella, shigella,
haemophilus i neke vrste escherichia coli i proteus. Ampicilin i sli¢ni aminopenicilini su
osetljivi na stafilokokne B-laktamaze. Anjonski a-supstituenti kao Sto su karboksil-
(karbenicilin) ili sulfatne grupe povecavaju spektar delovanja na ampicilin rezistentne
vrste proteusa i pseudomonasa. Aktivnost vecine penicilina iz ove grupe protiv Gram-

pozitivnih bakterija je dobra.

s/
Fh ——-
A MNH_
;GH'CI —
R \ COOH
o ;‘fi

Slika 7. a-supstituisani benzilpenicilin

Preostala vazna grupa penicilina je ona u kojoj je karbonilna grupa amidne veze
povezana direktno s karbocikli¢kim ili heterociklickim prstenom. Fenilpenicilin, prvi
penicilin iz ove grupe je manje aktivan od benzilpenicilina i neaktivan protiv Gram-
negativnih bakterija. Medutim, uvodenje orto supstituenta na fenilnu grupu dovodi do
sterne smetnje oko amidne veze Sto uveliko smanjuje afinitet za aktivho mesto -
laktamaze. Jedan orto supstituent, ako je odgovaraju¢e duzine kao npr. karboksil- ili
fenil- grupa, omogucuje aktivnost protiv rezistentnih stafilokoka, ali najbolji rezultati su
dobijeni s dva orto supstituenta Prvi dobijeni penicilin s dobrom aktivno$¢u protiv
rezistentnih staflokoka in vitro kao i in vivo je 2-6-dimetoksifenilpenicilin, odnosno
meticilin. Sterni lanac moze biti bicikli¢ki (kao kod nafcilina) ili heterociklicki, ali

stepen antibakterijske aktivnosti se razlikuje izmedu razli¢itih prstenova (Nayler 1971).
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Penicilini stabilni u kiselinama

Smanjena osetljivost penicilina u kiseloj sredini veliki je izazov, s obzirom da su dve od
tri karakteristike penicilina koje su uzrok toj nestabilnosti esencijalne za aktivnost. Kao
reSenje ostaje modifikacija tre¢e karakteristike odnosno smanjenje sudelovanja susednih
grupa u mehanizmu otvaranja [-laktamskog prstena. To se postize uvodenjem grupa u
bocni lanac koje imaju svojstvo privlacenja elektrona s karbonilnog kiseonika pri cemu

se smanjuje njegova nukleofilnost.

Fenoksimetilpenicilin (penicilin V) poseduje kiseonik koji ima svojstva privlacenja
elektrona na acilnom bo¢nom lancu. Njegov molekul se pokazao stabilnijim u
kiselinama od penicilina G §to je omogucilo i oralnu primenu tog penicilina. Takode,
penicilini koji posjeduju supstituent koji privlaci elektrone na a-ugljenikovom atomu
bo¢nog lanca su pokazali stabilnost prema hidrolizi u kiselinama i mogu se primenjivati
oralno, kao na primer ampicilin. MoZe se zakljuciti da je reSenje za nestabilnost
penicilina u kiselinama uvodenje elektron privlace¢e grupe na acilni bo¢ni lanac u

strukturi penicilina (Graham 2013).

Penicilini otporni na p-laktamazu

Otpornost penicilina prema B-laktamazama najvise zavisi od strukture bo¢nog lanca
(Tsukinaka 1 sar., 1974). Strategija ,,sterne smetnje* se koristila uspesno za spreavanje
vezivanja penicilina za aktivno mesto enzima, a zasnivala se na postavljanju velike
grupe u bocni lanac strukture penicilina. Grupa je morala biti tolike veli¢ine da ne
ometa vezivanje penicilina na ciljani enzim (transpeptidazu) i da onemoguéi vezivanje
B-laktamaze. Meticilin je prvi dobijeni polusinteticki penicilin otporan na S. aureus [-
laktamazu. Njegov ,,sterni §tit* ¢ine dve metoksi- grupe u orto polozaju na aromaticnom
prstenu bo¢nog lanca. Ali, meticilin nije idealan lek, ne poseduje elektron privla¢nu
grupu u bo¢nom lancu zbog cega je osetljiv na kiselinu i mora se parenteralno
primenjivati. U novije vrijeme postoje mnogo bolji antibiotici pa meticilin nije visSe u
klini¢koj upotrebi. Nafcilin je takode otporan na B-laktamaze, sadrzi naftalenski prsten

kao ,sterni Stit“. Nazalost, 96% bolni¢kih sojeva s.aureus je rezistentno na ove
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peniciline zbog sposobnosti mutacije enzima transpeptidaze. Te su bakterije poznate

kao MRSA, to jest, meticilin rezistentni s. aureus (Graham 2013).
Penicilini Sirokog spektra delovanja

Spektar delovanja penicilina zavisi od njihove strukture, sposobnosti prolaska kroz
¢elijsku membranu Gram-negativnih bakterija, osetljivosti prema p-latamazama i
afinitetu za transpeptidaze. Svaki od tih Cinilaca je od razliCite vaznosti za razliCite
bakterijske vrste Sto pokazuje da ne postoji jedinstvena metoda za poboljSanje spektra
delovanja. Ipak su varijacijama bocnih lanaca dobijeni odredeni rezultati. Prisutnost
hidrofobne grupe preferira aktivnost protiv Gram-pozitvnih bakterija, dok je aktivnost
protiv Gram-negativnih minimalna. Ako se povecava hidrofobni karakter molekulea
leka, smanjuje se i aktivnost protiv Gram-pozitivnih bakterija. Hidrofilne grupe nemaju
znacaj za Gram-pozitivnu aktivnost ili je smanjuju, no znatno poveéavaju Gram-
negativnu aktivnost. Prisustvo hidrofilne grupe vezane za ugljenik na a-poloZaju prema

karbonilnoj grupi bo¢nog lanca povecava Gram-negativnu aktivnost (Graham 2013).

Penicilini koji poseduju Gram-pozitivhu i Gram-negativnu aktivnost su poznati kao
penicilini Sirokog spektra delovanja i dele se u tri grupe od kojih svaka poseduje a-

hidrofilnu grupu u bo¢nom lancu:

Aminopenicilini: amoksicilin i ampicilin imaju sli¢nu strukturu i spektar delovanja,
aktivniji su od penicilina G protiv Gram-negativnih koka i enterobakterija (Katzung i
sar., 2011). Zbog prisustva elektron privlaéne amino grupe, stabilni su u kiselini i mogu
se primenjivati oralno, no slabo se apsorbuju zbog prisustva hidrofilne amino i
karboksilne grupe, s tim da se amoksicilin bolje apsorbuje (Graham 2013). Imaju
jednaki antibakterijski spektar i aktivnost i1 koriste se kao prva linija u leCenju infekcija

(Katzung i sar., 2011)

Karboksipenicilini:  karbenicilin je prvi primer ove grupe, poseduje Siroku
antibakterijsku aktivnost zbog hidrofilne karboksilne grupe u bo¢nom lancu, nestabilan
je u kiselinama i mora se primeniti parenteralno (Graham 2013). Prvi je penicilin

aktivan protiv p.aeruginosa, ako se uporedi sa ampicilinom aktivniji je protiv Gram-

17



Doktorska disertacija Kristina Radosavljevi¢

negativnih bakterija, ali zaheva veée doze. U primeni je najviSe njegov prolek indanil

karbenicilin koji se primenjuje oralno za urinarne infekcije (Katzung i sar., 2011).

Ureidopenicilini: najnovija grupa penicilina Sirokog spektra delovanja koja poseduje
urea funkcionalnu grupu na a-poziciji. Moraju se primenjivati parenteralno, ali zbog
dobre antibakterijske aktivnosti zamenili su karboksipeniciline u klinickoj praksi.
Ureidopenicilin azlocilin je 2-4 puta aktivniji protiv p. aeruginosa od karbenicilina i

primarno se koristi za tretiranje infekcija tog uzro¢nika (Graham 2013).

Amoksicilin

Amoksicilin je Cetvrti najprodavaniji genericki lek na svetu, sa koli¢inom potrosnje od
1,1 milion kilograma, 52,3 miliona prepisanih recepata i 2,41 milijardi dolara vrednom
prodajom na godiSnjem nivou (FiercePharma), Sto svedoCi o velikoj upotrebnoj

vrednosti i, zbog toga, velikom zagadivackom potencijalu ovog B-laktama.

Po strukturi je derivat ampicilina, sa jedinom razlikom u vidu fenolne grupe, sa istim
antibakterijskim spektrom ali sa nekim prednostima: oralno primenjen, amoksicilin se
znacajno bolje apsorbuje od ampicilina, mada razlozi za ovo nisu poznati, hrana ne
smanjuje resorpciju, postize vise koncentracije u plazmi, daje se u manjim dozama, i
ima vecu efikasnost. Spada u peniciline (proSirenog spektra dejstva) i u toj grupi je
najces¢i izbor kada je re¢ o oralnoj primeni, jer je stabilan u kiseloj sredini, dobro

apsorbuje u poredenju sa drugim slicnim antibioticima, i generalno se dobro podnosi.

Podlozan je degradaciji u prisustvu nukleofila i B-laktamaze (penicilinaza koju stvaraju
bakterije) pa se ¢esto kombinuje sa inhibitorom istih, najées¢e klavulonskom kiselinom,
i takvi preparati su efikasni protiv stafilokoknih infekcija kao i infekcija koje izazivaju
e.coli i h.influenzae. Amoksicilin u kombinaciji sa metronidazolom koristi se u kurama

za eradikaciju helicobacter pylori i terapiju ulkusne bolesti (Kazi¢, 2001)
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Slika 8. Strukturna formula amoksicilina

Amoksicilin (Slika 8), kao 1 svi penicilini, inhibira sintezu ¢elijskog zida bakterija.
Vezuje se za enzime transpeptidaze, uz otvaranje laktamskog prstena, i time sprecava
formiranje postojanih peptidnih veza izmedu lanaca peptidoglikana. Ovo smanjuje
integritet i modifikuje permeabilnost ¢elijskog zida, pa se smatra da amoksicilin deluje

baktericidno.

Uvodenjem amino grupe u boc¢ni niz, povecava se polarnost molekula pa 1 u izvesnoj
meri proSiruje spektar dejstva na Gram-negativne bakterije. Amoksicilin je primarno
prilagoden oralnoj primeni, i dostupan je u vidu tableta, kapsula i sirupa najcesce u
obliku amoksicilin-trihidrata (Amoksicilin®, Sinacilin®...). 95% unete koliine se
apsorbuje iz digestivnog trakta i oko 30% metaboliSe u jetri. Metaboliti i lek u
neizmenjenom obliku izlu€uju se gotovo isklju¢ivo putem urina. Osim oralne,
natrijumova so amoksicilina primenjuje se i intravenski. Terapijske doze kod odraslih
variraju izmedu 750 i 1500 mg dnevno. Dostupan je prolek amoksicilina —
pivampicilin (pivaloiloksimetilestar amoskicilina) — koji ima bolju bioraspoloZivost

kod per os primene.

Upotreba amoksicilina indikovana je kod infekcija gornjih respiratornih organa i uha
izazvanih podloznim vrstama pneumokoka, stafilokoka i hemofilusa, zatim, kod
infekcija urinarnog trakta, streptokoknih infekcija donjeg respiratornog trakta i
gonoreje. Efikasan je primarno kod Gram-pozitivnih bakterija.
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Preparat sa dodatkom klavulanske kiseline (Amoksiklav®, Panklav®...) moze se
primenjivati kod sojeva koji luée B-laktamazu, ali je neophodno prethodno uraditi
antibiogram. Osim reakcija preosetljivosti koje se mogu javiti kod primene penicilina u
kom slucaju je upotreba kontraindikovana, amoksicilin se dobro podnosi. Mogu se javiti
lakSe alergijske reakcije u vidu promena na kozi. Pojava osipa uglavnom zahteva prekid

terapije.

Drugi nezeljeni efekti su ogranieni na lakSe stomacne tegobe. Kod primene preparata
sa klavulanskom kiselinom mogu se javiti i drugi neZeljeni efekti, uglavnom

holestati¢na Zutica ili hepatitis samoograni¢avajuceg karaktera.
MAKROLIDNI ANTIBIOTICI

Makrolidni antibiotici dugi niz godina predstavljaju predmet intenzivnih analitickih,
elektrohemijskih 1 spektroskopskih ~ proucavanja u cilju produbljivanja znanja o
efikasnosti njihovog delovanja, a time 1 proSirenju aspekata antimikrobnih i
farmakokineti¢kih svojstava ali i razvijanju metoda za njihovu efikasnu degradaciju u
sistemima Zivotne sredine. Makrolidi pripadaju klasi prirodnih proizvoda, poliketida.
Osnovu njihove strukture ¢ini makrocikli¢ni laktonski prsten sa 14 do 16 ugljenikovih
atoma koji je odgovoran za antibiotsko delovanje, a za koji je naj¢eS¢e vezan

glikozidnom vezom jedan ili viSe dezoksi Secera kao §to su kladinoza i dezosamin.

Prisustvo amino grupe daje makrolidima karakter slabih baza. Prvi i najviSe
upotrebljavani makrolidni antibiotik, eritromicin, izolovan je kao produkt fermentacije
kulture Saccharopolyspora erythrea. Efikasan je prema onim mikroorganizmima koji su
otporni na dejstvo penicilina, streptomicina, tetraciklina i drugih antibiotika. U grupu
makrolidnih antibiotika odobrenih za upotrebu od strane FDA (Americka agencija za
hranu i lekove-Food and Drug Administration) spadaju: azitromicin, klaritromicin i
eritromicin, roksitromicin, telitromicin i dritomicin. Grupi makrolida prema hemijskoj
strukturi pripadaju i takrolimus, pimekrolimus i sirolimus, koji ne poseduju antibiotsko

dejstvo, ali se koriste kao imunomodulatori i imaju aktivnost sli¢nu kao ciklosporin.

Mehanizam delovanja makrolida je inhibicija sinteze proteina u bakterijama vezivanjem
za bakterijsku 50S subjedinicu ribozoma. To se ostvaruje tako $to se makrolidi upli¢u u

translokaciju peptidil-transportne ribonukleinske kiseline na ribozomima i time
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zaustavljaju sintezu proteina u bakterijskim ¢elijama §to na kraju dovodi do njihove
smrti. Njihovo dejstvo moZe biti baktericidno ili bakteriostatsko, Sto zavisi od

koncentracije leka i tipa mikroorganizama (Nie i sar., 2014).

Obzirom na relativno Sirok spektar delovanja, mogu¢nost oralne primene i
neskodljivost, makrolidni antibiotici zauzimaju vazno mesto u le€enju zaraznih bolesti.
U klinickoj praksi su najzastupljeniji eritromicin, Klaritromicin i azitromicin. Zbog
slicnog antibakterijskog spektra sa prirodnim penicilinima primena makrolidnih
antibiotika se svodi na tretiranje infekcija uzrokovanih Gram pozitivnim bakterijama
kao sto su: streptococcus sp., staphylococcus sp., clostridium perfringens,
corynebacterium diphtheriae i listeria monocytogenes. Takode, ispoljavaju delovanje i
na Gram negativne koke kao sto su neisseria meningitidis i neisseria gonorrhoeae, Gram
negativne aerobne bacile pasteurella multocida, bordetella pertussis, legionella sp. i
campylobacter sp. Makrolidi deluju antibiotski i na sojeve mikoplazme, borelije i
hlamidija, dok na haemophilus influenzae, ureplasma sp. i toxoplasma sp. deluju

Klaritromicin i azitromicin (Skalasky i sar.,2013; Asadi i sar., 2012).

Rezistencija na makrolidne antibiotike se razlikuje u razli¢itim regionima sveta, ali se
ona stalno povecava. Rezistentni mikroorganizmi umanjuju ulazak makrolida u ¢elije 1
izazivaju promene na ribozomima pod uticajem enzima metilaze koji sprecavaju
vezivanje leka, dok enterobakterije hidrolizuju makrolide esterazama. Rezistencija se
razvija relativno sporo i moze biti potpuna ili delimi¢na-ukrstena rezistencija (Hackel i
sar., 2013).

Hemijska struktura i podela

Strukturu  makrolida karakteriSe visokosupstituisan makrocikli¢ki laktonski prsten,
aglikon (kojeg formiraju atomi ugljenika 1 heteroatoma ), na ¢ije su hidroksilne grupe
glikozidno vezani jedan ili vise SeCernih supstituenata. Makrolidni antibiotici su
kristalne supstance (bele ili bledo zute boje), slabo rastvorne u vodi, slabe baze
nereaktivne u srednje jakim kiselinama (Retsema i Fu, 2001).

Zavisno od veli¢ine laktonskog prstena makrolidi se dele u nekoliko grupa (Slika 9).
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Slika 9. Podela makrolida u zavisnosti od veli¢ine laktonskog prstena
(Iveti¢-Tkalcevi¢ 1 Dominis-Kramari¢, 2012)
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Karakteristika prirodnih makrolida je prisustvo 12-, 14- ili 16 atoma u makrociklickom
laktonskom prstenu, na koji se moZe vezati nekoliko amino $ecera. Seceri koji su vezani
za makrocikli¢ni prsten su vazni za dejstvo i farmakokinetiCke osobine. Prvi Secer
sadrZi amino grupu koja se moze protonovati, uti¢e na katjonski karakter svih makrolida
i odreduje farmakokinetiku. Drugi Secer je veoma vazan za klini¢ku aktivnost, jer se

njegovim uklanjanjem aktivnost smanjuje (Mulazimoglu i sar., 2004). Modifikovanje

22



Doktorska disertacija Kristina Radosavljevi¢

makrolidnih antibiotika uti¢e na njihovu aktivnost i na promenu farmakokinetike
(Gonzales - Pinera i sar., 1998). U klinickoj praksi najefikasnijim su se pokazali 14- i

16-¢lani makrolidi.
Mehanizam i mesto delovanja

Makrolidi su antibakterijske supstance koje spreCavaju sintezu proteina. Deluju na
bakteriju kad je u stanju deobe i to tako Sto se vezuju za 50S ribozomalnu podjedinicu
sprecavajuéi translokaciju peptidnog lanca od akceptora do donora (Mulazimoglu i sar.,
2004; Gonzales - Pinera i sar., 1998; Retsema i Fu, 2001).

Sprecavanje translokacije na 50S podjedinici je povezano aktivnoséu peptidil
transferaze. Poliribozomi funkcioniSu normalno, ali je njihova distribucija na mRNK

ometena.

ZakljuCak je da se inhibicija deSava pri translaciji izmedu inhibicije i elongacije
(Champney i Burdine, 1995). Bakterijski ribozom (70S) se sastoji od dve podjedinice
nazvane 30S i 50S koje se sastoje od ribozomalne RNK (r RNK) i ribozomalnih
proteina. 30S podjedinica vezuje informacionu RNK (m RNK ) i zapocCinje sintezu
proteina. Prepoznavanje kodona izmedu informacione i transportne RNK deSava se na
50S podjedinici pri ¢emu se vezuje t RNK 1 kontroliSe elongacija peptida (Champney i
Burdine, 1995; Gaynor i Mankin 2003; Takashima 2003). Pretpostavlja se da se
makrolidi vezuju na dva mesta na izlazu 50S ribozomalne podjedinice ¢ime sprecavaju
da peptidni lanac izade iz ribozoma do centralnog mesta sinteze, odnosno ometaju
elongaciju peptidnoglanca pomocu sterne smetnje (Mulazimoglu i sar., 2004; Gonzales
- Pinera i sar., 1998; Retsema i Fu, 2001). Pravi mehanizam delovanja makrolidnih
antibiotika na spreCavanje Sirenja bakterija je joS uvek nepoznat.Moze se re¢i da se
makrolidi vezuju na dva mesta 50S ribozomalne podjedinice i sprecavaju
transpeptidizacioni i translokacioni proces uzrokuju¢i prerano odvajanje nezavrSenog
peptidnog lanca i smrt celije (Retsema i Fu, 2001; Champney i Burdine, 1995,
Takashima 2003).

Razlog za veliku efikasnost makrolidnih antibiotika prema Gram pozitivnim
bakterijama najverovatnije leZi u vezivanju za dva izlazna mesta 50S ribozomalne

podjedinice (Champney i Burdine, 1995).
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Hemijska struktura i svojstva eritromicina

Slika 10. Strukturna formula eritromicina

Prvi predstavnik grupe makrolidnih antibiotika je eritromicin, otkriven 1952. godine.
Dobija se mikrobioloskim postupkom ekstrakcije od kulture gljivice Streptomyces
erythreus, pri ¢emu se dobija smesa proizvoda. Kada se kaze eritromicin misli se na
eritromicin A (glavni proizvod), a smeSa sadrZi i primese B i C. Osnovu molekula ¢ini
aglikoneritronolid (makrocikli¢ni lakton od 14 atoma u ciklusu, od kojih 13 C atoma i 1
kiseonikov atom (Slika 10) , pri ¢emu je amino Secer dezozamin vezan a glikozidnom
vezom za hidroksilnu grupu C-5 atoma na prstenu, a neutralni Secer L-kladinoza (3-O-
metilmikaroza) a glikozidnom vezom za hidroksilnu grupu C-3 atoma na prstenu (Slika
10).Tercijarna amino grupa u dezozaminu uslovljava da se eritromicin ponasa kao baza.
Eritromicin u ¢vrstom stanju je svetlo-zuti prasak, odnosno bezbojni ili zuti kristali,
slabo rastvorni u vodi, slabo higroskopni, lako rastvorljivi u alkoholu, umereno
rastvorni u metanolu, a rastvorni u hlorovodoni¢noj kiselini. Molekulska formula ovog
jedinjenja je Cs7He7NO13 (Jugoslovenska farmakopeja, 2000). U upotrebi se nalazi u
formi njegovih estara i to: estolata, etilsukcinata i stearata. Estri eritromicina su
acidorezistentni i dobro se resorbuju iz digestivnog trakta, ne prodiru u CNS (centralni
nervni sistem) i koncentriSu se u fagocitima u koncentracijama 30-50 puta viSim nego u
plazmi. Poluvreme eliminacije ovog antibiotika iznosi 2 h, najve¢im delom se
metaboliSe u jetri, a izluCuje se putem Zuci. Antimikrobni spektar eritromicina veoma je
slican penicilinu 1 dokazana je njegova efikasnost i bezbednost kao zamene, kod

pacijenata osetljivih na penicilin (Sabo i sar. 2014 ).
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Hemijska struktura i svojstva azitromicina

Slika 11. Strukturna formula azitromicina

Azitromicin je 1981. godine patentirala hrvatska farmaceutska kompanija "Pliva". Ovaj
polusintetski makrolidni antibiotik ¢iji je broj prepisanih recepata 52,6 miliona na
godisnjem nivou (WebMD - The 10 Most Prescribed Drugs) pripada grupi makrolidnih
antibiotika sa petnaestolanim makrocikli¢nim prstenom za koji su o-glikozidnom
vezom na poziciji C-3 i C-5 vezani Seceri kladinoza i dezozamin.Razlikuje se od ostalih
makrolida po tome Sto ga karakteriSe azalidna struktura (Slika 11). Azitromicin je bela
praSkasta supstanca. Postoji u obliku dihidrata i monohidrata, pri ¢emu se monohidrat
taloZi smeSom voda/etanol=1/1.Pri rastvaranju prelazi u dihidrat. Molekulska formula
azitromicina je CssH72N2012. Azitromicin je dibazan makrolidni antibiotik. Prisustvo
drugog azota u strukturi uslovljava tu dibaznost, a zbog nje se azitromicin akumulira u
belim krvnim zrncima zarobljavanjem u lizozomima (Amsden 2001).U odnosu na
eritromicin odlikuje se vecom stabilno$¢u prema kiselinama, ne dolazi do gradenja
ketala i drugih degradacionih proizvoda, ima proSiren spektar dejstva i poboljSane
farmakokineti¢ke osobine, kao i bolju oralnu primenljivost. Prema metabolizmu ovaj
antibiotik se ponasa kao i roksitromicin, tj.metabolizam ne ide preko citohroma RU450
(The New Zealand Hospital Pharmacists' Association (NZHPA)). Usled velike
stabilnosti makrolidnog nukleusa tokom metabolickih promena eliminiSe se najvecim
delom u nepromenjenom obliku putem zuéi (Vladimirov i Zivanovié-Staki¢ 2006 ,
Drugs.com - Erythromycin Uses, Dosage & Side Effects ). Azitromicin se uzima

jedanput dnevno u trajanju 3 do 5 dana s tim da zbog akumuliranja u celiji ima
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produzeno dejstvo i po prestanku uzimanja leka.Azitromicin ima sli¢an antibakterijski
spektar ostalim antibioticima iz ove grupe, ali se izdvaja od njih po karakteristici da se u
krvi koncentrise u leukocitima. U slucaju infekcija leukociti se krecu ka mestu upale, a
Sa njima i azitromicin usled Cega se prenosi specificno do mesta infekcije gde je
njegovo delovanje i najpotrebnije. Zbog navedenih svojstava primenjuje se samo
jednom dnevno, a terapija traje tri dana. Azitromicin ima sporo izlu¢ivanje, jer se duze
zadrzava u ¢eliji zbog ¢vrstog vezivanja za fosfolipide. Poluvreme eliminacije iznosi
cak do 68 h. Zbog jednodnevnog doziranja, visokih tkivnih i ¢elijskih koncentracija koje
postize, moguénosti primene u trudno¢i i kod dece, azitromicin je jedan od
najprodavanijih lekova u svetu.Azitromicin je manje aktivan protiv Gram pozitivnih
bakterija nego eritromicin, a znatno efikasniji protiv Haemophilus influenzae i moze biti
efikasniji protiv Legionella. Ima odli¢no dejstvo na Toxoplasma sp., uniStavajuéi ciste
(Sabo i sar., 2014). Stabilnost azitromicina u razli¢itim farmaceutskim oblicima kao i
referentni standard bila je predmet mnogobrojnih istrazivanja (Li i sar., 2015; Timoumi
i sar., 2014; Sato i Takasugi, 2000; Zhang i sar., 2009; Kwiecien i Krzek 2012).
Stabilnost Cistog azitromicina u rastvoru proucavana je u uslovima kisele i bazne
sredine pri razli¢itim temperaturama kao 1 u prisustvu vodonik peroksida i natrijum
tiosulfata (Kwiecien i Krzek 2012). Dobijeni rezultati su pokazali da su uslovi
kiselo/bazne sredine ili prisustvo oksido/redukcionog sredstva uticali na broj i vrstu

degradacionih proizvoda.
Farmakodinamicki podaci o azitromicinu

Aziromicin deluje tako Sto se vezuje za 50S subjedinicu ribozoma osetljivih
mikroorganizama i ometa sintezu proteina. Na vecinu bakterija deluje bakteriostatski.
Antimikrobna aktivnost azitromicina je smanjena sa niskim pH. Azitromicin ima Siroki
antimikrobni spektar; deluje na razli¢ite Gram pozitivne, Gram negativne, anaerobne,
intracelularne i atipi¢ne organizme.Azitromicin je pokazao aktivnost protiv vecine
sojeva slede¢ih mikroorganizama: Gram pozitivni organizmi - staphylococcus aureus,
streptococcus agalactiae, streptococcus pneumoniae, streptococcus pyogenes; Gram
negativni organizmi - haemophilus ducreyi, haemophilus influenzae, moraxella

catarrhalis, neisseria gonorrhoeae;ostali mikroorganizmi - chlamydia pneumoniae,
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chlamydia trachomatis, mycoplasma pneumoniae (Ohtani i sar., 2000;Zubata i sar.,
2002; Kremer 2002).

Farmakokineticki podaci o azitromicinu

Azitromicin se brzo resorbuje iz gastrointestinalnog trakta nakon peroralne primene.
BioraspoloZivost aziromicina iznosi oko 37%. Maksimalna koncentracija u plazmi
postize se za 2-3 sata nakon primene i iznosi 0.4 pg ml-(posle doze od 500 mg). U
zavisnosti od primenjenog oralnog oblika, prisustvo hrane u digestivnom traktu moze da
produzi resorpciju azitromicina.Kada se azitromicin daje u obliku kapsula, hrana
smanjuje maksimalne koncentracije u plazmi i obim resorpcije (PIK) za 52 odnosno
43%.

Medutim, kada se azitromicin daje u obliku film tableta ili oralne suspenzije hrana ne
uti¢e znacajno na obim resorpcije (PIK) ali utiCe na njenu brzinu. Nakon oralne i

intravenske primene azitromicin se distribuira u skoro sva tkiva i telesne tecnosti.

Najcesce se koristi u terapiji infekcija izazvanih osetljivim mikroorganizmima kao Sto
su: infekcije gornjih disajnih puteva (sinuzitis, faringitis/tonzilitis) infekcije donjih
disajnih puteva (bakterijski bronhitis, vanbolnic¢ki steCena pneumonija, akutni otitis
media) nekomplikovane infekcije koze i mekih tkiva, nekomplikovani uretritis i

cervicitis uzrokovan sa chlamydia trachomatis i genitalni ulkus kod muskaraca.
NezZeljena delovanja i toksi¢nost makrolida

Prilikom intramuskularne aplikacije mogu se javiti otekline, crvenilo i svrab na mestu
primene. Histoloski posmatrano dolazi do seroznih infiltracija, ostec¢enja miSi¢nih celija
i produkcije vezivnog tkiva. Pojedini makrolidni preparati za paranteralnu primenu

(eritromicin) ¢esto sadrzZe i lokalni anestetik.

Reakcije preosetljivosti primecene su pri lokalnoj i sistemskoj primeni, a poznata su i

toksicna oStecenja jetre (Sabo i sar., 2014; McFarlane i sar., 2015; Arancibia 1 sar.,

2000).

27



Doktorska disertacija Kristina Radosavljevi¢

OPSTE METODE DEGRADACIJE ANTIBIOTIKA

Organski zagadivaci (ukljucujuci i antibiotike) predstavljaju rastuéu opasnost za vodenu
sredinu i zato se stalno ispituju metode za njihovo uklanjanje. Unapredeni procesi
oksidacije (AOPs) su hemijski procesi koji mogu degradirati organske zagadivace bez
prethodne ekstrakcije i upotrebljavaju se kao alternativa konvencionalnim (fizi¢kim
metodama) (Konstantinou i Albanis, 2003). Najces¢e su predtretman za bioloski
proces. AOPs procesima se organski zagadivaci najpre oksidiSu do manje toksi¢nih,
biodegradabilnih nusproizvoda spre¢avaju¢i na taj nalin uginuée korisnih
mikroorganizama, koji se dalje koriste u bioloSkim tretmanima (Andreozzi i sar., 1999).
Medu AOPs procesima Fentonov metod je najviSe u upotrebi, obzirom na visoke
performanse i pojednostavljenu tehnologiju, nisku cenu i malu toksi¢nost reagenasa
(Esplugas i sar., 2002). AOPs su definisani na vise nacina (Legrini i sar., 1993). To su
oksidativne degradacione reakcije u kojima organski radikali nastaju pri fotolizi
organskih jedinjenja ili tokom reakcija sa hidroksil-radikalom. Intermedijarni radikali
kasnije uhvaceni rastvorenim molekulskim kiseonikom i preko peroksil-radikala i
peroksida povecéavaju degradacioni proces i dovode do kompletne mineralizacije
(Huston i Pignatello, 1999). Krajnji produkti procesa su ugljen (IV)- oksid, voda i
neorganske mineralne soli (Hager, 1990). lako AOPs podrazumevaju koriséenje
razli¢itih reakcionih sistema svi imaju jednu zajedni¢ku karakteristiku: proizvodnju
visoko reaktivnih hidroksil-radikala (Andreozzi i sar., 2005; Buxton i sar., 1988) .AOPs
obuhvataju i kataliticke i fotohemijske metode koje kao oksidante koriste H202, O3 ili
O2. Aktivni oblik u ovim procesima je hidroksil-radikal *OH, koji je izuzetno reaktivan
i neselektivan oksidant za organske zagadivace (Bielski i sar., 1985; Neyens i Baeyens,
2003; Malato i sar., 2002; Vorontsov i sar., 2001; Malato i sar., 2009; Pera-Titus i sar.,
2004). Oksidacioni, tj. redukcioni potencijal hidroksil-radikala iznosi 2,80 V
(Evgenidiou i sar., 2005; Behnajady i sar., 2006) i kada se generiSe ovaj radikal reaguje
sa ve¢inom organskih jedinjenja - ili adicijom na dvostruku vezu molekula zagadivaca
(npr. olefine ili aromati¢na jedinjenja) ili preuzimanjem atoma vodonika iz alifati¢nog
organskog molekula (npr.alkani ili alkoholi). Uobicajena reakcija podrazumeva
preuzimanje vodonikovog atoma, ¢ime se inicira reakcija oksidacije radikalskim
mehanizmom. Tako nastaju organski radikali koji dalje reaguju sa kiseonikom

iniciraju¢i seriju degradacionih oksidacionih reakcija koje vode do potpune
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mineralizacije organskih zagadivaca (Turchi i Ollis, 1990; Fu i sar., 1996). Slobodni
hidroperoksil-radikal HO2°® i njegov konjugovani oblik O2° su takode prisutni u
degradacionom procesu, ali su manje reaktivni od slobodnih hidroksil-radikala
(Yesodharan i sar., 1984). Hidroksil-radikali reaguju sa ve¢inom organskih jedinjenja
dok slobodni radikali dalje reaguju sa molekulskim kiseonikom dajuci peroksil- radikal
1 iniciraju¢i niz reakcija oksidativne degradacije koje mogu dovesti do potpune

mineralizacije supstanci prisutnih u vodi koja se prec¢is¢ava (Calvo i sar., 2001).
Dosadasnji rezultati prouc¢avanja degradacije amoksicilina

Zbog prisustva elektron privlaéne amino grupe na acilnom bo¢nom lancu u strukturi,
molekul amoksicilina je relativno stabilan u kiseloj sredini. Studije koje se bave
degradacijom amoksicilina razli¢itim AOPs obuhvataju tretiranje otpadne vode sa
amoksicilinom kombinacijom ekstrakcije, Fenton oksidacije i reverzibilnom osmozom
(Zhang i sar., 2006). Jung Jung i sar. (2012) su istrazivali degradaciju amoksicilina
pomoc¢u UV i UV/H20: i eksperimentalno postigli nizak stepen mineralizacije u oba
procesa i maksimum od 50% TOC sa UV/H202 nakon 80 minuta reakcije uz dodatak
10 mM H202. Elmolla i Chaudhuri su prouc¢avali degradaciju antibiotika amoksicilina,
amplicilina i kloksacilina koriste¢i Fenton (2009), foto Fenton (2009) i UV/Z.O
fotokatalizu (2010). Degussa P-25 i drugi komercijalni i sintetizovani TiO2 koris¢eni su
u proucavanju degradacije amoksicilina (Klauson i sar., 2010; Dimitrakopoulou i sar.,
2012). Tako su Klauson i sar. pokazali da oksidacija amoksicilina u vodenoj sredini u
prisustvu gvozdem dopiranog TiO2 ispoljava maksimalnu efikasnost u neutralnim
rastvorima. Dopirani katalizatori su bili veoma blizu, po svojoj efikasnosti, Degussa P-
25 katalizatoru prilikom svetlosnog ozracivanja. Dimitrakopoulou i sar. (2012) otkrili su
da je medu proucavanim fotokatalizatorima Degussa P-25 bio visoko aktivan sa
kompletnom AMX degradacijom i 93% mineralizacijom koriste¢i 10 ml dm= AMX i

250 mg dm TiO2 u laboratorijskom mernom fotoreaktoru.
Dosadasnji rezultati odredivanja i degradacije azitromicina

Elektroanaliticke metode: cikli¢na voltametrija (Avramov-Ivi¢ i sar., 2007; Avramov-
Ivi¢ i sar., 2006; Slepchenko i sar., 2004;Wu i sar., 2004; Wu i sar., 2004;- Mandi¢ i
sar., 2003), stripping voltametrija (Nigovi¢, 2004) i diferencijalna pulsna voltametrija
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(Nigovi¢ 1 Simuni¢, 2003) su uspeSno primenjene za odredivanje
azitromicina.Oksidativne sposobnosti azitromicin dihidrata i azitromicina u kapsuli
(Hemomycin®) su ispitivane na elektrodi od zlata u neutralnoj sredini metodom
cikli¢cne voltametrije (Avramov Ivi¢ 1 sar., 2006). Struja pika se linearno povecavala sa
koncentracijom u oblasti 0,235-0,588 mg/cm®. Pokazano je da se u prisustvu
elektrohemijski nastalog vodonika povecava rastvorljivost azitromicin dihidrata, tako da
za njegovo rastvaranje nije potreban metanol. Elektrohemijska oksidacija azitromicina
ispitivana je na elektrodi od staklastog ugljenika metodom ciklicne voltametrije
(Mandic i sar., 2003). Pretpostavljen je mehanizam elektrohemijske oksidacije ovog
antibiotika, a kao glavni proizvodi, koji su odredeni tecnom hromatografijom visoke
performanse (HPLC), predloZena su jedinjenja nastala dimetilacijom 3’-dimetilamino
ili makrolaktonske amino grupe. U radu Nigovi¢ (2004) je takode koris¢ena elektroda
od staklastog ugljenika za odredivanje azitromicina u lekovima metodom adsorptivne
striping voltametrije u realnim wuzorcima. Struja pika se linearno menjala sa
koncentracijom u oblasti 0,5-3,5 pg ml-1 urina, a granica detekcije je 0,2 pug ml-1 urina.
Da bi se povecala osetljivost za detekciju azitromicina predloZena je modifikovana
elektroda od staklastog ugljenika kompozitnim materijalom na bazi grafena i 1-butil-3-
metilimidazol heksafluorofosfata (BMIMPF6) ( Peng i sar.,2011). Pokazano je da
navedena elektroda ima dobru stabilnost i da se uspeSno moZe primenjivati za
odredivanje ovog makrolidnog antibiotika primenom diferencijalne pulsne voltametrije
(DPV) u medicinske svrhe. Pregledom literature zakljucuje se da su brojne elektrode
koje se koriste za ispitivanje elektrohemijskog ponaSanja antibiotika. Tako na primer, za
odredivanje azitromicina koriS¢ene su nanocestice MgCr204 koje su nanete na
ugljeni¢ne nanotube (Ensafi i sar., 2013). Primenom DPV metode u fosfatnom puferu
utvrdena je linearna koncentraciona zavisnost u oblasi 0,25-4,0 pmol 1-1 i 4,0-10,0
umol 1-1. Odredena je granica detekcije od 0,07 umol I-1. Visoka osetljivost,
selektivnost i stabilnost ove modifikovane elektrode za voltametrijsko odredivanje
azitromicina postignuta je i u realnim uzorcima. U literaturi se mogu naci primeri
koriS¢enja kvadratno talasne metode (SWV), za odredivanje azitromicina. U radu
Farhahaly i Mohamed (2004) azitromicin je ispitivan na elektrodi od ugljeni¢ne paste u
acetatnom puferu SWV metodom. Dobijena je linearna koncentraciona zavisnost u

oblasi 1,57-6,28 ppb, a odredena je granica detekcije 1,05 ppb. Kvalitativno
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odredivanje azitromicina SWV metodom na parafinom impregniranoj grafitnoj elektrodi
u rastvoru NaHCIO4 pokazalo je da se predlozena metoda moze Koristiti za brzo
odredivanje aktivne komponente u leku (Komorsky —Lovric S i Nigovié¢ B ,2004).
Azitromicin je podvrgavan brojnim tehnikama degradacije kao Sto je biodegradacija
(Cruz-Morato i sar., 2013), fotokataliti¢ki tretman (Soussa i sar., 2012), UV zracenje
(254 nm), Fenton (Fe?*%*/ H202 ) i foto-Fenton (Fe?*3*/ H202 /ozragivanje) ( De la
Cruz i sar., 2012), ozonizacija (Liu i sar., 2012), fotoliza (Tong i sar., 2011). U radu
Martinez-Huitle i sar. (2015) je detaljno dokumentovano da su tradicionalne fizicko-
hemijske 1 bioloske metode bas kao i unapredeni oksidacioni procesi veoma cesto
neadekvatni, neefektni ili skupi za degradaciju azitromicina. Sa druge strane
elektrohemijske metode su efikasne, prilagodljive, uslovi rada ne zahtevaju visoku
temperaturu i pritisak i nisu naro¢ito skupe (Martinez-Huitle i sar., 2015).Uobi¢ajeno su
kombinovane sa te¢nom hromatografijom visoke performance (HPLC) (Al-Rimawi i
Kharoaf, 2010; Pacheco i sar.,2014). Kisela/bazna sredina ili prisustvo
oksidujuéih/redukujucih agenasa uti¢e na broj 1 tip proizvoda degradacije azitromicina.
Degradacija azitromicina u kiseloj i baznoj sredini u prisustvu oksidujuéih i redukujucéih
agenasa prikazana je u radu Kwiecien i sar. (2012). Predlozena je modifikovana
hromatografska metoda za detekciju i kvantitativno odredivanje proizvoda degradacije
azitromicina. Na osnovu rezultata testa stabilnosti azitromicina u uslovima razli¢itih
vrsta svetlosti, temperature i pH vrednosti rastvora, predlozeni su uslovi za skladiStenje
ovog antiobiotika u o¢nim preparatima (Moreno i sar., 2009). Degradacija azitromicina
u uslovima fotolize pokazala je da je u prisustvu huminskih kiselina znacajno
poboljSana njegova degradacija (Tong i sar., 2011). Sedam fotodegradacionih proizvoda
je odredeno spektrometrijski. U radu Zhanga i1 saradnika degradaciona kinetika
azitromicina u vodenoj sredini je ispitivana hromatografski (Zhang i sar., 2009).
Varirani su pH rastvora, vrsta i koncentracija pufera, jonska ja¢ina, koncentracija
azitromicina i1 temperatura. Pokazano je da se brzina degradacije povecava sa jonskom
jac¢inom 1 koncentracijom pufera kao i1 da ne zavisi od pocetne koncentracije

azitromicina.
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HETEROGENA FOTOKATALIZA
Mehanizam heterogene katalize

Detaljan mehanizam heterogene fotokatalize nije sasvim poznat. Fenoll i sar. (2014) su
pretpostavili da se heterogena fotokataliza odvija u pet koraka, kroz reakcije na povrsini

katalizatora

. difuzija reaktanata na povrSinu fotokatalizatora,

2. adsorpcija reaktanata na aktiviranoj povrsini fotokatalizatora,

3. reakcije na povrsini fotokatalizatora,

4. desorpcija proizvoda reakcije sa povrSine fotokatalizatora i

5. difuzija proizvoda reakcije sa povrSine fotokatalizatora u rastvor.

Fotokataliticka reakcija na povrsini poluprovodnika je indukovana apsorpcijom fotona
energije (hv) jednake ili vece od energetskog procepa (Eg) poluprovodnika, Sto dovodi
do nastajanja parova elektron-Supljina (e-h*). Jedan broj parova e-h* moze da se
rekombinuje, oslobadajuéi apsorbovano zracenje kao toplotu, dok drugi deo difunduje
na povrSinu poluprovodnika gde ucestvuje u redoks-reakcijama sa adsorbovanim
supstratom iz rastvora. Slika 12 prikazuje glavne procese koji se odigravaju na
poluprovodniku. Vrednosti potencijala Supljine valentne zone (VZ) i elektrona iz
provodne zone (PZ) su u intervalu od +1,0 do +3,5 V, odnosno od +0,5 do -1,5 V u
zavisnosti od tipa katalizatora i uslova oksidaeije (Rincon i Pulgarin, 2004). Kada
fotogenerisana Supljina dospe na povrSinu poluprovodnika moZe reagovati sa
supstratom koji ima elektron-donorska svojstva, pri ¢emu se supstrat oksiduje.
Istovremeno, adsorbovani elektron-akceptor moze biti redukovan u reakciji sa
fotogenerisanim elektronom. U vodenim rastvorima u prisustvu kiseonika, Supljine na
povrsSini  katalizatora reaguju sa hidroksil-jonima (OH") i molekulima vode
adsorbovanim na povrSini poluprovodnika, pri ¢emu nastaju *OH-radikali, dok se
adsorbovani molekuli kiseonika u reakciji sa elektronima iz PZ redukuju u visoko-
reaktivne superoksidne radikale (O 2*~ ) [Rincon i Pulgarin, 2004; Akpan i Hameed,
2009). Na Slici 12 su prikazani glavni procesi koji se odigravaju na poluprovodniku

tokom fotokatalitiCke reakcije.
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Slika 12. Glavni procesi na poluprovodniku: a) nastanak e—h*, b) oksidacija donora
(D), c) redukcija akceptora (A), d) i ) rekombinacija e—h* (Fenoll i sar., 2012)

Adsorpcija supstrata na povrsini katalizatora zavisi od svojstava supstrata, karakteristika
povrsine katalizatora, prirode rastvaraca, jonske jac¢ine i pH vrednosti rastvora (Fenoll i
sar., 2012). Prema objavljenim tumacenjima jedne grupe autora, adsorpcija organskog
jedinjenja na povrsini katalizatora je bitan preduslov za proces fotodegradacije (Fenoll i
sar., 2012). Medutim, po misljenju drugih, radikalske reakcije se mogu odvijati i u
unutrasnjosti rastvora, zbog mogucénosti difuzije slobodnih radikala od povrSine
katalizatora (Fernandez-Ibanez i sar., 1999). Medutim, s obzirom da su radikali veoma
reaktivni, procesi fotoredukcije i fotooksidacije se uglavnom odvijaju na povrsini ili u
okviru par monoslojeva blizu povrsine poluprovodnika (Figueredo-Sobrinho i sar.,
2015).Kao katalizatori u heterogenoj fotokatalizi primenjuju se razli¢iti poluprovodnicki
materijali. Da bi se neki poluprovodnik koristio u fotokatalizi mora imati odredena
svojstva, pre svega odgovarajuci energetski procep, otpornost na fotokoroziju, hemijsku
1 biolosku stabilnost, netoksi¢nost, ekonomsku povoljnost i dr. (Foo i Hameed, 2010).
TiO2 je najéesce ispitivan i primenjivan katalizator pre svega zbog hemijske i bioloSke
stabilnosti, niske cene, netoksi¢nosti, dostupnosti i izuzetne fotokataliticke aktivnosti

(Fenoll i sar., 2012). S obzirom na ¢injenicu da TiO2 apsorbuje deo zraka iz bliske UV
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oblasti sun¢evog spektra (300-390 nm) pogodan je i za fotodegradaciju uz primenu
sunCeve svetlosti kao izvora energije (Akpan 1 Hameed, 2009).Mehanizam
fotokatalitickog procesa nije poznat u potpunosti, pretpostavlja se da je degradacija
jedinjenja na povrsini TiO2 bazirana na reakcijama u kojima ucestvuju "OH radikali

(Rincon i Pulgarin, 2004; Guo i sar., 2010; Han i sar., 2010) i da se odvija u pet faza:

1) Pobudivanje katalizatora fotonima energije vec¢e od energetskog procepa uz nastanak

elektrona i Supljina:

TiO2 —™ 5 TiO2 (epz + hvz*) R1
€pz €zr R2
hVZ+ hZI’+ R3

gde epz~ predstavlja elektron u provodnoj, a hvz" Supljinu u valentnoj zoni, dok epz i hz*

predstavljaju zarobljeni elektron, odnosno Supljinu;

2) Difuzija molekula H20 i supstrata i njihova adsorpcija na povrsini katalizatora:
Ti** + H2 0 —— Ti* - H20 R4
TiO2+ R1 —— Ruids) R5

gde R1 predstavlja organski molekul, a Riags adsorbovani organski molekul;

3) Zarobljavanje Supljina i elektrona na povrsini katalizatora:

Ti** —OH + h* —— Ti* —"OH R6
Ti** —H20 + h* —— Ti* —"OH + H* R7
Ri(ads) + h" —— R™1ads) R8
Ti* +e- —— Ti%* R9
Ti** + 02 —— Ti* - 02 R10

4) Rekombinacija parova e—h* moze se odvijati na povrSini ili u unutrasnjosti TiO2 uz

oslobadanje toplote:

e~ +h" —— toplota R11
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Stepen mineralizacije antibiotika tokom procesa fotodegradacije prati se odredivanjem

nastalog COz2 i neorganskih jona (Hazime i sar., 2014; Herrmanni Guillard, 2000).
Kinetika heterogene fotokatalize

Za kineticku interpretaciju rezultata fotokataliticke degradacije organskih jedinjenja u
prisustvu TiO2 kao fotokatalizatora najceSce se koristi Langmuir-Hinshelwood-ov
kineti¢ki model (L-H model) (Hincapié i sar., 2005). Kako je ovaj model razvijen za
opis reakcija koje se odigravaju izmedu Cvrstih supstanci i gasova, da bi se uspesno
primenio za reakcije koje se odigravaju izmedu Cvrste 1 teCne faze neophodne su
odredene modifikacije. Uslov koji mora biti zadovoljen kada je u pitanju primena L-H
modela je da je koncentracija "OH-radikala koji nastaju na povrsini poluprovodnika
konstantna i da su "“OH-radikali primarni oksidansi u fotokatalitickom sistemu. TO je
moguée samo u slucaju da su masena koncentracija TiO2 i1 intenzitet zracenja

konstantni.

Prema L-H modelu, brzina reakcije, R, je proporcionalna stepenu pokrivenosti povrsine

katalizatora organskim supstratom:

R = -dC/dt = k& = kKco /(1+Kco) R12 gde su:

k - konstanta brzine reakcije (mol dm min™);
K - konstanta ravnoteze adsorpcije (dm® mol?)
Co - podetna koncentracija organske supstance (mol dm)

0 - stepen pokrivenosti povrSine katalizatora organskim supstratom.

Transformacijom prve jednacine dobija se linearna zavisnost recipro¢ne vrednosti
pocetne brzine reakcije od reciprocne vrednosti pocCetne koncentracije organskog

SUpStrata:
1/R = -dt/dC = 1/k+1/kKco R13

Integracijom druge jednacine od Co do ¢ u vremenskom intervalu od O do t dobija se

izraz:

In(co/ c)+K(co - c) = kKt R14
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Ova jednacina predstavlja zbir jednacina za reakciju prvog i nultog reda. Znaci, ukupna
brzina reakcije zavisi od pocetne koncentracije reaktanta. Pri nizim pocetnim
koncentracijama supstrata drugi ¢lan postaje zanemarljivo mali u odnosu na prvi i tada
je:

In(colc) = k't R15

gde je k' = kK, tj. prividna konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (Carlos i Ferro,
2006). Pri visim koncentracijama reaktanata pri kojima se postize zasi¢enje povrsine
katalizatora (kada je Kco>>1) jednacina se pojednostavljuje do izraza za konstantu

brzine reakcije nultog reda:

-dC/dt=k R16

Faktori koji uti¢u na mehanizam heterogene fotokatalize

Rezultati dosadasnjih istrazivanja ukazuju na to da efikasnost fotodegradacije zavisi od
mnogih parametara kao S$to su: pocetna koncentracija fotokatalizatora, priroda i pocetna
koncentracija supstrata, pH vrednost rastvora, dodatak elektron-akceptora, dodatak

organskog rastvaraca, neorganskih anjona, prisustvo metalnih jona itd.

Uticaj masene koncentracije fotokatalizatora

Koncentracija katalizatora u procesima heterogene katalize je upravo proporcionalna
brzini reakcije (Jing i sar., 2011; Lambropoulou i sar., 2011; Laoufi i Bentahar, 2014).
Povecanjem koli¢ine katalizatora povecava se raspoloziva povrSina za adsorpciju

supstrata.

Medutim, ona se povecava samo do neke optimalne vrednosti, pri ¢emu se sa daljim
povecCanjem koncentracije fotokatalizatora povecava 1 zamucenje rastvora (zbog
povecanog rasipanja svetlosti na Cesticama katalizatora) i dolazi do smanjenja
prodiranja svetlosti u rastvor ¢ime se smanjuje i brzina degradacije. Ovo ima za
posledicu smanjenu efikasnost fotokatalize usled nastanka manjeg broja parova e—h*

(LeBlanc i Kuivila, 2008; Li Puma i sar., 2008). Isto tako, visoka koncentracija

36



Doktorska disertacija Kristina Radosavljevi¢

katalizatora moze dovesti i do aglomeracije Cestica TiO2, a samim tim i do smanjenja
povrsSine Kkatalizatora dostupne za apsorpciju svetlosti (Bahnemann i sar., 2007). Pri
koncentraciji katalizatora vecoj od optimalne nastaje veci broj HO2" radikala koji su
slabiji oksidansi od *OH-radikala, Sto dovodi do smanjenja brzine degradacije (Fenoll i
sar., 2012).

Istrazivanja pokazuju da optimalna koncentracija katalizatora varira u Sirokom opsegu
(0,1 do 10,0 g dm™®) u zavisnosti od tipa katalizatora i organskog polutanta (Jing i sar.,
2011; Laoufi iBentahar 2014;Li Puma i sar., 2008). Isto tako vrednost optimalne
masene koncentracije fotokatalizatora varira u S$irokom opsegu =za razliCite
fotokataliticke sisteme i fotoreaktore i najcesce se u slucaju TiO2 Degussa P25 nalazi u
opsegu od 0,15 - 25 g dm? (Liang i Su, 2009). Daljim poveéanjem masene
koncentracije katalizatora brzina degradacije opada. (Lin i Lin, 2007).

Uticaj pH vrednosti rastvora

pH vrednost sredine predstavlja jedan od najznacajnih faktora koji uti¢u na efikasnost
fotokatalitickog procesa (Akpan i Hameed, 2009). Tumacenje uticaja pH vrednosti na
fotokataliticku degradaciju je kompleksno zbog interakcije brojnih faktora, kao $to su
elektrostati¢ke interakcije izmedu povrsine fotokatalizatora i rastvaraca, zatim supstrata
kao i nastalih radikala (Konstantinou i Albanis, 2003). Objavljeni rezultati vecine
nau¢nika dokazuju da stepen aglomeracije u velikoj meri zavisi od pH vrednosti

rastvora (Mahalakshmi i sar., 2007; Malato i sar., 2009).

Kao $to je poznato izoelektri¢na tacka za TiO2 (pHier), kada je naelektrisanje njegove
povrsine jednako nuli se krece u intervalu od 4,5 do ~ 7 (Akpan i Hameed,2009; Eng i
sar., 2010), Sto znaci da je pri viSim vrednostima pH, povrSina Cestica negativno
naelektrisana (TiO"), dok je pri nizim pozitivno naelektrisana (TiOH2"). S obzirom na to
da su povrSinske grupe TiO2 amfoternog karaktera, moze se napisati sledeca kiselinsko-

bazna ravnoteza (Martinez-Huitle i Brillas, 2009):
TiOH + H" — TiOH2" R17

TiOH + OH™ — TiO™ + H20 R18
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Iz ovoga se zakljuCuje da su interakcije sa katjonskim elektron-donorima i elektron-
akceptorima zastupljenije pri pH > pHier, dok su interakcije sa anjonskim elektron-
donorima i elektron-akceptorima zastupljene pri pH < pHier (Méndez-Arriaga i sar.,
2008).

Naelektrisanje jedinjenja prisutnih u rastvoru takode zavisi od pH vrednosti sredine.
Kada je pH vrednost sredine niZza od pKa jedinjenja, tada je ono primarno zastupljeno u
molekulskom obliku i suprotno, a kada je pH > pKa uglavnhom je zastupljeno u
disosovanom obliku. Medutim, zavisnost pKa vrednosti i interakcija jedinjenja sa
povrSinom katalizatora je samo gruba aproksimacija buduéi da formiranje dvostrukog
sloja na granici faza ¢vrsto-te¢no utiCe na disocijaciju i polarizabilnost jedinjenja
(Fenoll i sar., 2012).1znad optimalne koncentracije OH~ jona u rastvoru se stvaraju
nepovoljne elektriéne sile, tj. dolazi do odbijanja izmedu negativno naelektrisane
povrsine katalizatora i OH™ jona. U skladu sa tim efikasnost fotokatalize opada sa

porastom pH vrednosti sredine (Mijin i sar., 2012)

Uticaj prisustva neorganskih jona

Prisustvo neorganskih jona u prirodnim vodama moze znacajno uticati na efikasnost
fotodegradacije, zbog cega je predmet brojnih istrazivanja (Pulgarin i Rincon, 2004;
Palma i sar., 2009; Panizza i Cerisola, 2003; Parsa i Abbasi, 2012). Poznato je da se u
prisustvu oksidanasa kao §to su: ClO27, ClOs", 1047, S208*"i BrOs™ povecéava brzina
fotodegradacije, jer se pomenuti anjoni ponaSaju kao elektron-akceptori, odnosno
spreCavaju rekombinaciju para e —h*. Kao §to je ve¢ pomenuto, proces degradacije u
velikoj meri zavisi od adsorpcije molekula supstrata na povrsini katalizatora, a zatim i
od reakcije adsorbovanog molekula sa fotogenerisanim Supljinama i *OH-radikalima
(Panizza i Cerisola 2003; Pelaez i sar., 2012). S druge strane, neorganski anjoni
(H2PO4~, HCO3~, SO4%-, NOs~, CI) inhibiraju proces degradacije tako $to ulaze u
kompeticiju sa supstratom za aktivna mesta na povrsini fotokatalizatora u zavisnosti od
pH vrednosti rastvora. Takode, anjoni mogu da reaguju sa Supljinama i “OH-radikalima
pri ¢emu nastaju radikal-joni (CI°, SO, COs™, H2PO4"). Medutim, redoks-potencijali
nastalih radikal-jona su nizi u poredenju sa potencijalom ‘OH-radikala, $to dovodi do

smanjenja efikasnosti procesa degradacije (Pelaez i sar., 2012; Pera-Titus i sar., 2004).
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Dodatak jona metala M™ moZze dovesti do ubrzanja, ali i do smanjenja brzine
fotokataliticke oksidacije supstrata. Povecanje efikasnosti fotodegradacije u prisustvu
jona metala je posledica vezivanja fotogenerisanog elektrona u reakciji redukcije M"™
¢ime se sprecava rekombinacija para e —h*. (Reck i Richards, 1999). S druge strane, u
mnogim slu¢ajevima se pokazalo da prisustvo Na*, K*, Ca?* i Mg®" ne uti¢e na brzinu
fotodegradacije. Ovo se objasnjava ¢injenicom da se pomenuti joni nalaze u najvisem
stabilnom oksidacionom stanju, pri ¢emu ne pokazuju afinitet za vezivanje

fotogenerisanih elektrona i Supljina ( Parsa i Abbasi, 2012).

TiO, kao fotokatalizator

Titan(1V)-oksid (TiO2) kao poluprovodnik predstavlja najéesce koristen fotokatalizator
zbog svoje hemijske i bioloSke stabilnosti, netoksi¢nosti, niske cene, komercijalne
dostupnosti, nerastvorljivosti u vodi, kiselim i baznim sredinama, otpornosti na
fotokoroziju, razli¢itih formi visoke fotoaktivnosti i moguénosti stvaranja tankog filma
na ¢vrstoj podlozi (Hladik i sar., 2008). TiOz se industrijski dobija sulfatnim i hloridnim
postupkom iz minerala ilmenita (FeTiOs), odnosno rutila (Hoffmann i sar., 1995).
Postoje tri standardna kristalna polimorfna oblika TiO2: anataz, rutil i brukit. Na Slici 13
su prikazani polimorfni oblici ovog poluprovodnika. Anataz i rutil modifikacije imaju
tetragonalnu, dok brukit ima ortorombicnu kristalnu formu (Byrne i Eggins,1998;
Hladik i sar., 2008). Rutil je termodinamicki stabilnija modifikacija od anataz
modifikacije i zagrevanjem na poviSenoj temperaturi, dolazi do prelaska iz anataza u
rutil oblik. Entalpija anataz-rutil transformacije je niska (od -1,3 do - 6,0 kJ mol™?) (Guo
i sar., 2010). Vedéa gustina rutil-oblika (4,13 g/cm) u odnosu na anataz (3,79 g/cm™)
uslovljava razlike u mnogim fizi¢kim svojstvima (Byrne i Eggins, 1998). Energetski
procep anataza je 3,2 eV, a rutila 3,0 eV. U odabiru fotokatalizatora, koji uéestvuje u
procesima fotooksidacije anataz ima prednost kada je u pitanju hemijska stabilnost,
dostupnost i aktivnost. Sa druge strane, rutil u ve¢oj meri uéestvuje u apsorpciji kada je
u pitanju bliska UV oblast (350-400 nm), zbog manjeg energetskog procepa u odnosu

na anataz-oblik (Hoffmann i sar., 1995).
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(b)

Slika 13 . Kristalni polimorfni oblici TiOz: (a) anataz; (b) rutil i (c) brukit
(Byrne i Eggins, 1998)

Efikasnost fotokataliticke degradacije u velikoj meri zavisi od strukturnih i povrSinskih
karakteristika TiO2 kao Sto su: sastav kristalne reSetke, aktivna povrSina, poroznost,
veli¢ina Cestica, energetski procep i broj adsorbovanih hidroksilnih grupa na povrsini
katalizatora (World Health Organization: WHO). Kristalna struktura i veli¢ina Cestica

TiO2 znacajno zavise od temperature kalcinacije fotokatalizatora tokom njegove sinteze.

Naime, termi¢kom obradom TiO2 gela na povisenoj temperaturi, dolazi do fazne
transformacije iz termodinamicki manje stabilnog anataza u stabilniji rutil-oblik (Hu i

sar., 2003).

Isto tako, dehidratacijom na povisenoj temperaturi dolazi do povecanja dimenzija
kristala u odnosu na prvobitnu veli¢inu. S obzirom da stepen fotosenzitizacije
katalizatora u vidljivoj oblasti spektra zavisi od sadrZaja ugljenika, ispitano je kada je
njegov sadrzaj najveci i utvrdeno je da je udeo ugljenika u TiO2 najveéi na temperaturi

kalcinacije od 350 °C.

Daljim ispitivanjima nadeno je da sa povecanjem temperature kalcinacije opada BET
povrsina katalizatora. Tako na temperaturi od 350 °C, odnosno 750 °C BET povrSina za

TiO2 je iznosila 205,8 m? g*, odnosno 8,3 m? g,
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Isto tako, metodom difrakcije rentgenskih zraka (XRD) je potvrdeno da se sa
povecanjem temperature kalcinacije u kristalnoj strukturi katalizatora smanjuje udeo

anataz-oblika.

Rezultati ispitivanja su pokazali da kalcinacijom katalizatora do 750 °C u kristalnom
sastavu TiO2 preovladuje rutil-oblik. Transfomacija anataz u rutil-oblik dovodi i do
smanjenja energetskog procepa za TiO2 (vrednost Eg na 350 °C, odnosno 750 °C iznosi
3,41 eV, odnosno 3,04 eV) (Hurum i sar., 2003). Kako rutil-oblik moZe da apsorbuje
svetlost vece talasne duzine, moglo bi se pretpostaviti da je mnogo pogodniji kao

fotokatalizator.

Medutim, pokazalo se da anataz-oblik ima vecu fotokatalitiCku aktivnost. Jedan od
razloga je razlika u energiji struktura izmedu ova dva oblika. U oba slucaja polozaj
energetskog nivoa valentne zone je Sirok i nastale pozitivne Supljine pokazuju dovoljno

veliku oksidacionu mo¢.

Medutim, provodna zona se nalazi u blizini oksido-redukcionog potencijala vodonika,
Sto upucuje na to da su oba oblika slaba redukciona sredstva. Poznato je da energetski
polozaj PZ anataz-oblika ima negativniju vrednost nego $to je to slucaj kod rutil-oblika.
Stoga je anataz-oblik jace redukciono sredstvo u odnosu na rutil-oblik (Ishiki i sar.,
2005).

Komercijalno dostupan TiO2 Degussa P25 (meSana kristalna struktura rutil i anataz)
pokazuje mnogo vecu fotokataliticku aktivnost nego dCiste pojedinacne kristalne
strukture TiO2. Ovo se objaSnjava ¢injenicom da u slucaju TiO2 Degussa P25 prvo biva
ekscitovana rutil-kristalna struktura, koja apsorbuje zragenje niZe energije nakon Cega
fotogenerisani elektron prelazi u anataz-kristalnu strukturu. Na ovaj nacin anataz-oblik
biva ekscitovan indirektno, zracenjem nize energije (Janji¢ i Elezovi¢, 2010). Autori
Hurum i sar. (2003) vec¢u fotokatalitiCku aktivnost meSane faze rutil i anataz-oblika
objasnjavaju posledicom tri efekta: a) manji energetski procep rutil-oblika omogucava
fotokataliticku aktivnost u vidljivoj oblasti, b) prelazak fotogenerisanog elektrona sa
rutil na anataz-kristalnu strukturu smanjuje moguénost rekombinacije i ¢) mala veli¢ina
Cestica fotokatalizatora (rutil-kristalne strukture) olakSava ovaj transfer ¢ineci kataliticki
,vrucu” tacku na rutil-anataz granici kristalnih faza. Slika 14 prikazuje Sematski prikaz

nastanka (e7) i Supljina (h*) ozra¢ivanjem povrSine.
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Slika 14. Sema nastanka elektrona (¢°) i 3upljina (h*) ozra¢ivanjem povrsine

TiO2 Degussa P25 (Janji¢ i Elezovi¢, 2010)

Fotokatalizator TiO2 Degussa P25 predstavlja smeSu obe modifikacije u odnosu 3:1
(anataz : rutil) koja ispoljava njihovo sinergisti¢no dejstvo (anataz je nosac za rutil).
Pozivajuci se na ranije objavljena istrazivanja (Janji¢ 1 Elezovi¢, 2010; Kalkhoff i sar.,
1998) moZe se objasniti visok stepen fotoreaktivnosti Degusse P25, kroz smanjenu

rekombinaciju elektrona i Supljina.

Veca efikasnost TiO2 Degussa P25 u poredenju sa rutil formom, moze biti posledica
razlike u veli€ini Cestica, kristalnom sastavu, specificnoj povrsini 1 broju adsorbovanih
hidroksilnih grupa na povrsini ispitivanih katalizatora. XRD metodom je odredena
veli¢ina Cestica, koja je u slucaju TiO2 Degussa P25 i Cistog rutila iznosila 21 pm,
odnosno 30 nm. Manja veli¢ina Cestica dovodi do poveéanja broja aktivnih mesta na
povrsini poluprovodnika, Sto ima za posledicu vecu fotoaktivnost TiO2 Degussa P25 u
odnosu na TiOz rutil. Rezultati FTIR analize ukazuju na to da se kod oba katalizatora
uocava §iroka traka na 3350 cm™ koja odgovara hidroksilnoj grupi, dok traka na 1635
cm? poti¢e od adsorbovanih molekula vode. Nakon poredenja intenziteta traka na 3350
i 1635 cm™ zakljudeno je da se na povrsini ovog fotokatalizatora adsorbuje veéi broj
hidroksilnih grupa i molekula vode nego u sluc¢aju TiO2 rutil, Sto doprinosi vecoj

efikasnosti TiO2 Degussa P25 (Jeffers i sar., 1998).
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Mehanizam heterogene fotokatalize u prisustvu TiO;

U literaturi koja se bavi prouc¢avanjem fotokatalize i katalizatora TiO2 moze se pronaci
puno podataka o mehanizmu heterogene fotokatalize. Energetska traka TiO2 nalazi se
izmedu 3,0 1 3,2 eV S§to odgovara talasnim duzinama od 376 do 400 nm S$to znaci da se
on moze aktivirati talasnim duzinama iz bliske UV oblasti zracenja, takode i svetlosnim
zracima prisutnim u jednom delu solarnog spektra. Fotoni koji poseduju energiju hv <
400 nm mogu iz valentne trake TiO2 da izbace elektrone koji prelaze u provodnu traku
ostavljajué¢i tako za sobom elektronske Supljine (praznine, vakancije). Tako se
ozradivanjem vodenog rastvora TiOz (Slika 15) svetlosnim izvorom energije jednake ili
vece od energije razmaka elektronskih traka (Eg = 3,0 — 3,2 eV za TiOy), elektroni (¢")
ekscituju iz valentne u provodnu traku, formirajuci pozitivno naelektrisane Supljine u
valentnoj traci (h™). Tako nastaju pobudene vrste odnosno parovi elektron-Supljina (" +
h*), elektroni (e”) u provodnoj traci i Supljine (h*) u valentnoj traci poluprovodnika
(Slika 15).

FOTOKATALIZA

hv =23.2eV
TIOZ — €cB (TlOz) + h\-';B (TlOz)

=3

Provodna zona # hv>E,

Valentna zona

VB

Slika 15. Opsti mehanizam fotokatalize (Bendz i sar., 2005)
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Pobudeni elektroni i Supljine se mogu rekombinovati (uz disipaciju energije),
ucestvovati u redoks reakcijama sa elektron donorskim ili elektron akceptorskim
uzorcima (hidroksilnim jonima, molekulima vode, rastvorenim molekulima kiseonika,
organskim molekulima i metalnim jonima) koji su adsorbovani na povrsini

poluprovodnika, a mogu samo biti u okolini Cestice u dvoslojnom elektricnom omotacu.

Da bi se odigrala fotokataliticka reakcija potrebno je onemoguciti rekombinaciju
elektrona i Supljina. To se postize tako Sto elektroni reaguju sa kiseonikom
adsorbovanim na povrSini katalizatora ili rastvorenim u vodi redukujué¢i ga do
superoksidnog radikal anjona O2*, a Supljine reaguju sa molekulima vode i

hidroksilnim grupama koji su takode adsorbovani na povrsini katalizatora.

Supljine (h*) iz valentne trake poseduju veliku oksidacionu moé i u reakciji sa vodom i
OH-" jonima adsorbovanom na povrSini katalizatora stvaraju hidroksil-radikale *OH koji
reaguju sa organskim jedinjenjima i mogu oksidovati ve¢inu organskih jedinjenja do
krajnjih produkata, ugljen(IV)-oksida, vode i neorganskih jona. Elektroni (g iz
provodne trake mogu da redukuju adsorbovani kiseonik koji potice iz vazduha i
formiraju peroksidne radikalske anjone (npr. O2°7) koji kasnije mogu formirati *OH

radikale preko razli¢itih puteva (Bendz i sar., 2005).

Uporedo sa odvijanjem procesa oksidacije zagadivaca pomoc¢u *OH radikala, peroksidni
radikali (visokooksidacione vrste) su takode raspolozivi u procesu heterogene TiO2
fotodekompozicije organskih substrata. Elektroni iz provodne trake takode mogu
direktno reagovati sa zagadiva¢ima preko redukcionih procesa, a pod odredenim
uslovima fotogenerisane Supljine iz valentne trake mogu direktno oksidisati organska
jedinjenja. Jedan od predlozenih mehanizama TiO2 fotokatalize je sledeé¢i (Konstantinou
i Albanis, 2003):

TiO2+ hv — e +h* R19
Ti(IV) — OH + h* — Ti(IV) —OH* R20
Ti(IV) - H20 + h* — Ti(IV) — OH® + H* R21

antibiotik + h* — antibiotikoksidisan
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(O2)ads + € — (02° )ads R22
02* + H'" — HO.* R23
2HO2* — H202 + O2 R24
H202 + e — OH +H° R25

ili:

a) apsorpcija odgovarajucih fotona pomocu titana (h> Eg = 3,2 eV):
TiO2 + hv(UV) — ecs™ + hve* R26

b) jonosorpcija pomocu kiseonika:

(O2)ads + ece™—> 02 R27

c) neutralizacija OH" grupa u "OH radikale pomoc¢u fotosupljina:
(H20 & H" + OH)adgs + hve™ > H" + "OH R28

d) oksidacija organskih reaktanata preko neprestanih napada ‘OH radikala:
R+'0OH— R" + H20 R29

e) ili direktnom reakcijom sa Supljinama:

R +h* — R — degradacioni produkti R30

Kao primer poslednje reakcije, Supljine mogu generisati CO2:

RCOO +h* - R"+ CO2 R31
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ELEKTROHEMIJSKE METODE

U poslednjoj dekadi porasla je svest ljudi o vaznosti oCuvanja zivotne sredine. Zbog
toga se usvajaju zakoni koji imaju za cilj minimiziranje nivoa opasnih polutanata u
otpadnim vodama. Shodno tome, istrazuju se i razvijaju u efikasnije alternativne
tehnologije koje ¢e omoguciti tretman otpadnih voda, bez nanoSenja novih Stetnih
efekata zivotnoj sredini. Industrijske otpadne vode obi¢no sadrze organske i neorganske
komponente koje otezavaju tretman dekontaminacije, tako da ne postoji univerzalna
strategija preciS¢avanja (Ren-Jang i sar., 2009). U tom smislu se razvijaju tenologije
koje su vrlo selektivne, efikasne, eknomicne i Ciste (Rheineck i Postle, 2004). Metode
elektrohemijske degradacije imaju sve Siru primenu u eliminaciji boja, farmaceutskih
proizvoda i antibiotika (Ren-Jang i sar., 2009; Sakkas i sar., 2011; San i sar., 2001).
Jedan od fokusa ove doktorske disertacije je primena elektrohemijske metode u degradaciji
antibiotika azitromicina, s obzirom da ovaj makrolidni polutant metaboliSe u

neizmenjenom obliku u prirodnim vodenim sredinama i veoma je Stetan po zdravlje.

Cikli¢na voltametrija

Cikli¢na voltametrija (CV) je jedna od najéeCée primenjivanih tehnika u elektrohemijskim
ispitivanjima. Ova tehnika podrazumeva snimanje struje dok se zadati potencijal menja u
direktnom i povratnom smeru odredenom zadatom brzinom u ispitivanoj oblasti potencijala.
Kriva koja predstavlja zavisnost struja — potencijal se naziva cikli¢ni voltamogram. CV je vrlo
Cesto prvi eksperiment kojim se utvrduje elektrohemijsko ponaSanje jedinjenja na povrSini
elektrode. Ova tehnika se koristi za prou¢avanje fundamentalnih aspekata elektrohemijskog

procesa (Thapliyal i sar., 2016)

Diferencijalna pulsna voltametrija

Pulsne tehnike su razvijene sa ciljem suzbijanja kapacitivnih struja, ¢ime se sniZava granica
detekcije merenja. Jedna od pulsnih tehnika je Diferencijalna pulsna voltametrija (DPV), kod
koje se potencijal pulsno menja od inicijalne vrednosti do neke vrednosti na kojoj ostaje oko 50

ms, da bi se potom promenio do sledece vrednosti.

Po isteku zadatog vremena izmedu dva pulsa potencijal se ponovo pulsno menja. Struja se

odreduje dva puta, neposredno pre primene pulsa in a kraju pulsa. Razlika izmedu dve vrednosti
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struje se prikazuje u funkciji potencijala (Thapliyal i sar., 2016) .Na Slici 16 dat je Sematski

prikaz ove metode.

E Pad napona
/

5-100ms —>| |<— S

10to 100 mV e
_l 4, Pad napona

<—05t04s —>

3}l

Pad napona

1))
i

Vreme

Slika 16. Sematski prikaz diferencijalne pulsne voltametrije

Masena spektrometrija (MS)

Hromatografskim metodama moze se posti¢i razdvajanje komponenti smese u cilju

njihove identifikacije i/ili odredivanja.

Komponente se identifikuju na osnovu hromatografskih retencionih karakteristika,
Sto uglavnom nije dovoljno zbog moguénosti da neke od analiziranih komponenti
imaju ista retenciona vremena. Zbog toga se u analitici lekova, u sprezi sa

hromatografskim tehnikama, najcesce koristi masena spektrometrija.

Masena spektrometrija (MS) se zasniva na jonizaciji uzorka, nastali joni se zatim
razdvajaju na osnovu odnosa njihovih masa i naelektrisanja (m/z) i detektuju.
Dobijeni maseni spektar predstavlja zavisnost relativne brojnosti dobijenih jona u
funkciji m/z (Ardrey 2003). Prednost masene spektrometrije (MS) je u tome $to u

najveéem broju sluc¢ajeva ova tehnika omogucava pouzdanu identifikaciju.
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Masena spektrometrija je veoma osetljiva tehnika, jer se maseni spektar komponente

1 njena identifikacija mogu dobiti pomoc¢u veoma malih koli¢ina analita (reda veli¢ine

1012 g).

Maseni spektrometar je sofisticiran i komjuterizovan instrument koji se sastoji od
sledec¢ih delova: sistema za unoSenje uzorka, jonskog izvora, masenog analizatora,

detektora vakuum sistema i softvera za prikupljanje i analiziranje podataka.

Jonski izvor je deo instrumenta u kome se uzorak jonizuje.Jonizacione metode koje
se koriste u masenoj spektrometriji ukljucuju: jonizaciju elektronskim udarom (El,
electron impact ionization), hemijsku jonizaciju (CI, chemical ionization), jonizaciju
desorpcijom (desorption ionization), termosprej jonizaciju (TSP, thermospray
ionization), elektrosprej jonizaciju (ESI, electrospray ionization), fotojonizaciju na
atmosferskom pritisku (APPI, atmospheric-pressure photoionization) i hemijsku
jonizaciju na atmosferskom pritisku (APCI, atmospheric-pressure chemical
ionization) (Ardrey 2003; Niessen 2006). Elektrosprej jonizacija pripada tzv.

"mekim" jonizacionim tehnikama.

Za razliku od nekih drugih tehnika koje pored jonizacije dovode i do fragmentacije,
ovom tehnikom se najéeS¢e dobijaju protonovani  molekulski [M+H]" ili
deprotonovani molekulski [M-H] joni, u zavisnosti od polarnosti elektriénog polja.
Pored elektrosprej jonizacije, jedna od naj¢eS¢e koriS¢enih jonizacionih metoda je
MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization), koja se koristi za
karakterizaciju bio-makromolekula kao $to su proteini, oligonukleotidi, Seceri i

sinteti¢ki polimeri (Ardrey 2003; Niessen 2000).

Kod odredivanja strukture ¢esto je potrebno dobiti viSe informacija o jonima nastalim
mekim jonizacionim tehnikama, Sto se moze posti¢i primenom tandemne masene
spektrometrije (MS-MS) (Ardrey 2003; Niessen 2006).
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Te¢na hromatografija-masena spektrometrija (LC - MS)

Snaga masene spektrometrije lezi u Cinjenici da su maseni spektri mnogih
jedinjenja dovoljno specificni da omoguce njihovu identifikaciju. Ukoliko je
jedinjenje koje se ispituje deo smese jedinjenja, dobijeni maseni spektar ¢e sadrzati
jone svih komponenti, medutim ukoliko je ispitivano jedinjenje prisutno u smesi u

manjim koli¢inama identifikacija je teza, ali ne i nemoguca.

Kombinacija LC-MS omogucéava identifikaciju i kvantitativno odredivanje
jedinjenja koja hromatografski nisu u potpunosti razdvojena (Ardrey 2003).
Postupak ispitivanja se sastoji u razdvajanju te¢cnom hromatografijom, a zatim se

frakcije nakon uklanjanja rastvaraca analiziraju masenom spektrometrijom.

Postoje dve bitne neusaglasenosti koje treba usaglasiti prilikom LC-MS analiza
(Ardrey 2003). Prva je §to mobilna faza koja se koristi kod HPLC analiza ¢esto
sadrzi znatnu koli¢inu vode, protok je najées¢e 1 ml min?, dok maseni
spektrometar radi u uslovima visokog vakuuma, pa je potrebno ukloniti rastvarac

mobilne faze pre MS analize.

Drugo, veéina jedinjenja koja se ispituju te€cnom hromatografijom su neisparljiva
ili termolabilna i zbog toga nisu pogodna za jonizaciju elektronskim udarom (EI)
ili hemijsku jonizaciju (Cl) pa se koriste alternativne jonizacione metode, npr.
termosprej jonizacija i elektrosprej jonizacija (Ardrey 2003; Niessen 2006), koje

reSavaju problem obe neusaglasenosti.
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EKSPERIMENTALNI DEO

HEMIJSKE SUPSTANCE

U ekperimentalnom radu korisc¢eni su slede¢e hemijske supstance:

1.

© 00 N o g bk~ wWw DN

[ =
N P O

[EEN
w

14.

15.

amoksicilin trihidrat, 99%, Hemofarm-Stada
titan(1V)-oksid P25, Aldrich
tetrabutil-titanat Ti(OBu)4, Acros Organics
metanol, HPLC, J. T. Baker

sir¢etna kiselina, HPLC, Lachner
natrijum-hlorid, p.a., Zdravlje
natrijum-hidroksid, p.a., J. T. Baker
hlorovodoni¢na kiselina, p.a., Zorka

natrijum-sulfat, p.a., Centrochem

. etanol, 96,6 %, Carlo Erba
. azitromicin dihidrat,p.a., Hemofarm A.D., VrSac

. metanol (HPLC stepen cistoce),p.a., J.T.Baker

. acetonitril (HPLC stepen cCistoce),p.a., J.T.Baker

dinatrijum hidrogen fosfat (bezvodni),p.a., Merck

fosforna kiselina (bezvodna),p.a.,Merck

APARATI, UREDAJI I ELEKTRODE

U eksperimentalnom radu kori$¢eni su sledeci aparati, uredaji i elektrode:

1. Ultra-Vitalux lampa (300 W), Osram, Minhen, Nemacka
2. UV/Vis spektrofotometar (Shimadzu 1700 )
3. Jonski hromatograf, Dionex DX-300

4. Analizator ukupnog organskog ugljenika, Zellweger LabTOC 2100
5. pH metar, Inolab pH 730

6. Magnetna meSalica, Heidolph MR 3001
7. Vodeno kupatilo, VEB MLW U8, Nemacka
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8. Centrifuga, Spectrafuge™ mini-centrifuge
9. Dimenzionalno stabilna anoda (DSA) Ti/RuOz2 (Turchi i Ollis, 1990)
10. Uredaj za dobijanje dejonizovane vode, Milipore Waters Milli Q

11. Radiometer 402 Volta Lab (Analytical, Lyon, France)

12. Elektroda od staklastog ugljenika (Pine, povrsina 0,5 cm2)

Eksperimenti fotokataliticke degradacije amoksicilina izvrSeni su u dejonizovanoj vodi.
Osnovni rastvori amoksicilina (100 mg dm™) su pripremljeni tako $to je odmerena
odgovaraju¢a masa supstance na analitickoj vagi i rastvorena u odgovarajucoj zapremini
dejonizovanevode. Rastvori su bili zasti¢eni od svetlosti. Dejonizovana voda dobijena je iz
jedinice za preéiS¢avanje vode Milipore Waters Milli Q. Kao fotokatalizator KkoriSten je

nanokristalni TiO,.

Eksperimenti elektrohemijske degradacije azitromicina izvrSeni su u elektrolitu
sastavljenom od metanola, 0,05 M NaHCO 3, NaCl i dejonizovane vode na DSA Ti/RuO;

elektrodi galvanostatskom metodom.

FOTOKATALITICKA DEGRADACIJA AMOKSICILINA
Priprema nanokristalnog TiO, katalizatora

Nanokristali TiO2 su dobijeni sol-gel metodom (Golubovi¢ i sar., 2016). Prekursor je
bio tetrabutiltitanat i molarni odnos izmedu reagenasa Ti(OBu)a:HCI:EtOH:H20
=1:0.3:15:4. Sinteza je izvedena na temperaturi leda gde su tetrabutil-titanatu (99%,
Acros Organics,Belgija) uz lagano meSanje dodaje hlorovodoni¢na kiselina (32.2%
Zorka, Srbija), etanol (96%, denaturizovani, Carlo Erba, Italija) i na kraju, destilovana

voda. Hidroliza i polikondenzacija Ti(OBu)4 su izvedeni na temperaturi leda.

Nakon Zelatiniranja, mokri gelovi su osuSeni na 80 °C a potom su ti suvi gelovi
kalcifikovani na temperaturi od 500 °C u trajanju od 2,5 sata da bi se dobili nanokristali

TiO2. Stepeni zagrevanja i hladenja su bili isti: 135 °C hL,
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Fotokataliti¢ki eksperiment

Degradacija amoksicilina primenom heterogene fotokatalize je proucavana u
dejonizovanoj vodi koriS¢enjem nanokristalnog TiO2. Fotokataliticki eksperimenti su
izvedeni u staklenom termostatiranom reaktoru cilindri¢nog oblika, ¢ija zapremina je

iznosila 100 cm?®.

Za ozraCivanje je koriS¢ena Osram Ultra Vitalux 300W lampa, sa odnosom UV-A i UV-
B svetlosti 13.6:3, udaljena 40 cm od reakcione smeSe. ZabeleZena je promena
temperature od 2,5 °C u toku 210 min ozra¢ivanja.Dvostruki zidovi reaktora omogudili

su odrzavanje temperature reakcije cirkulacijom termostatirane vode.

Reakcioni uslovi eksperimenata bili su sledeéi: zapremina ispitivanog rastvora
amoksicilina, V = 25,00 cm?®, koncentracija katalizatora Ckat = 2,0 g dm=, pocetna

koncentracija rastvora amoksicilina Co= 100 mg dm, temperatura t = 25 °C.

U eksperimentima gde su proucavani uticaji jednog od parametara kao S$to su: masa
katalizatora, pocetna koncentracija supstrata, pH vrednosti, uticaj prisustva soli, uticaj
prisustva elektron-akceptora, odnosno uticaj prisustva hvatac¢a "OH radikala na brzinu

fotodegradacije, testiranim parametrima su menjane vrednosti.

Tokom ozraCivanja suspenzija je meSana na magnetnoj mesalici ( Heidolph, 500 rpm)
30 minuta u mraku ¢ime je postignuta ravnomerna raspodela TiO2 Cestica odnosno

adsorpciono/desorpciona ravnoteza.

Tokom trajanja eksperimenata, u odredenim vremenskim intervalima su uzimani uzorci
za analiticka ispitivanja koji su prethodno centrifugirani na 12000 rpm tokom 10
minuta, a potom filtrirani kroz najlonski Spric filter (Cronus, 13 mm, 0,45 pm), sa

ciljem da se uklone nataloZene Cestice nanokristalnog TiO2 pre analize.

Svi eksperimenti su uradeni u triplikatu.
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Analiti¢ke procedure
Rendgensko-difrakciona analiza (XRD)

Strukturna analiza pripremljenih uzoraka uradena je koris¢enjem XRPD Ital Structures
APD 2000 difraktometra, primenom Cu-Ka ozra¢ivanja (A = 1.5406 A) ugaoni opseg:
20 °< 26 < 90 °. Podaci su prikupljani na svakih 0,01 ° u 20-90 ° 26 upotrebom zbirnog
vremena od 80 s/korak. Software MDI Jade koriS¢en je za izracunavanje strukturnih i

mikrostrukturnih parametara.

Metoda Williamson-Hall je primenjena za odredivanje prose¢nih mikronizova i srednjih

veli¢ina kristala <D> pripremljenih uzoraka.

Dobijene vrednosti uporedene su sa srednjim veli¢inama kristala izraCunatih putem
Scheerer-ove formule. Scherrerovom formulom je procenjena veli¢ina Kkristalita

izraCunata putem FWHM svih defrakcija prikupljenih u toku merenja.
Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija pripremljenog TiO2 nanopraha analizirana je skeniraju¢im elektron
mikroskopom (SEM). Merenja su izvedena na Tescan MIRA 3 field emission gun SEM,
pri 10 KV u visokom vakumu. Radna distanca SEM-a je bila oko 4 mm. Prah je
sonifikovan u etanolu 15 min. Odmah nakon toga, kap rastvora je izlivena na nov

prijanjajuéi kristal grafita koji je umetnut sa srebrnom pastom u drza¢ uzoraka.

Visak materijala je uklonjen mlazom argon gasa i uzorak je ostavljen da se oslobodi
gasa (degas) na niskom vakuumu 1 sat pre merenja na skenirajuéem elektron

mikroskopu.
Povrsina uzorka je bila 40 ° ukoSena u odnosu na vertikalnu ravan osovine stuba SEM.

Metoda za odredivanje specificne povrSine, prema Brunauer, Emmet & Teller

(BET)

Porozna struktura uzorka anataza uzoraka je evaluirana u odnosu na
adsorpciono/desorpcione izoterme Nz na 196 °C koriste¢i gravimetrijski McBain

metod. Glavni parametri poroznosti, kao Sto su specificna povrSina i obim pora
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procenjivani su BET metodom iz os plota. Distribucija veliine pora je procenjivana

histerezom sorpcije podataka metodom Barret-Joyner-Halenda.
UV analiza

Nakon centrifugiranja pra¢ena je promena koncentracije ispitivanog jedinjenja na
UV/Vis spektrofotometru (Shimadzu 1700 ) u oblasti 200-400 nm, u kvarcnim kivetama

optickog puta 1 cm. Kinetika degradacije amoksicilina odredivana je na 228 nm.
Odredivanje pH vrednosti rastvora

pH vrednosti uzoraka su podeSavane dodatkom rastvora NaOH (0,1 mol dm™3) il
rastvora HCI (0,1 mol dm=) i proveravane pomoéu pH metra (Hanna HI 2210 pH

meter).
Jonsko-hromatografska analiza

Za odredivanje sadrzaja jona nastalih u degradacionim procesima svi rastvori su
razblazivani i filtrirani kroz membranske filtere (Milex - GV 0,22 um), a potom
analizirani pomoc¢u Dionex DX-300 jonskog hromatografa na sobnoj temp. (25 °C) sa
konduktometrijskim detektorom. Jonski hromatograf je bio snabdeven Dionex lonPac
AS 14 kolonom 250 x 4,0 mm (i.d.) za odredivanje anjona. Kao mobilna faza za
odredivanje anjona koridéen je karbonatno/bikarbonatni rastvor (3,5 mmol dm= Na2CO3
+ 1,0 mmol dm= NaHCOs). Protok mobilne faze bio je 1,0 cm® min. Zapremina
injektiranja je iznosila 50 pl. Pre analiziranja uzoraka kao slepa proba je koriS¢ena

dejonizovana voda.

Sadrzaj ukupnog organskog ugljenika (TOC)

Za odredivanje sadrzaja ukupnog organskog ugljenika (TOC), uzorci su analizirani
pomoc¢u Zellweger LabTOC 2100 instrumenta koji koristi visoko-temperaturno

sagorevanje prac¢eno infracrvenom COz2 detekcijom.
Elektrohemijska degradacija

Ispitivanje elektrohemijske degradacije je izvedeno u staklenoj elektrohemijskoj ¢eliji

cilindri¢nog oblika sa elektrolitom zapremine 250 cm?. Elektrolit je pripremljen na
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sledec¢i nacin: 118 mg azitromicina je rastvoreno u 62,5 ml metanola a zatim je dodato
62,5 ml 0,1 M NaHCO; i rastvor koji je sadrzavao 1,25 g natrijum hlorida i 125 ml
dejonizovane vode.Veoma je vazno da se na pocetku eksperimenta azitromicin rastvori

u metanolu, s obzirom da je prakti¢no nerastvorljiv u vodi.

Dimenzionalno stabilna DSA Ti/RuO, elektroda povrSine 5 cm? je pripremljena na
nacin koji je opisan (Spasojevi¢ i sar., 1987) i upotrebljena je kao anoda. Stuktura i
stabilnost DSA Ti/RuO, je proucena i diskutovana u (Yunus i sar., 2009; Ihos i sar.,
2014). Plocica (10 cm? ) izradena od austenita 18Cr/8Ni nerdajuceg celika serije 304 je
koriS¢ena kao katoda. Galvanostatski parametri su zadavani koriste¢i Volta Lab 402.

Elektrolit je meSan magnetnom meSalicom na zadatih 250 obrtaja.
Diferencijalna pulsna voltametrija (DPV)

Diferencijalno pulsno voltametrijska (DPV) merenja su koriSéena za elektroanalitiCku
studiju degradacije azitromicina na anodi od staklastog ugljenika. Merenja su obavljena
na uredaju Volta Lab 402. Troelektrodna elektrohemijska celija je sadrzavala staklasti
ugljenik (GC) kao radnu elektrodu, Zicu od zlata kao kontra-elektrodu i zasi¢enu
kalomelovu elektrodu (ZKE) kao referentnu. Svi elektrodni potencijali su dati u odnosu
na (ZKE). Elektroda od staklastog ugljenika (Pine, povrSina 0,5 cm?) je ispolirana
dijamantskom pastom, o¢iS¢ena smeSom 18 MQ dejonizovane vode i sumporne Kiseline
1 u nastavku eksperimenta ¢iS¢ena sa 18 MQ dejonizovanom vodom u ultrazvuc¢nom
kupatilu. Pre svakog eksperimenta radna elektroda je ispitivana  cikli¢nom
voltametrijom u opsegu potencijala -0,45 i 1,1 V u osnovnom elektrolitu (0,05 M
NaHCO3; pH = 8,4) pri brzini promene potencijala 50 mV s sve dok nije dobijen
stabilan CV. Za DPV merenja upotrebljen je isti elektrolit koji je opisan kod
elektrohemijske degradacije azitromicina.Akumulacija azitromicina na radnoj elektrodi
je ostvarena u vremenskom intervalu od 60 s na 0 V. Nakon toga, potencijal je skeniran
od 0 do 1,1 V pri brzini od 50 mVs*, pulsnoj amplitudi od 50 mV i pulsnom vremenu
od 0,05 s.
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HPLC analiza

HPLC analiza je izvedena pomoc¢u HPLC sistema koji se sastojao od Agilent 1100
serijskog vakumskog degasifikatora, G1311A Quaternary pumpe, G1329A auto
sampler.a i G1316a PDA detektora.

Razdvajanje je postignuto na C18 250 mm x 4,6 mm, 5um koloni (Waters XTerra MS
C18), pri brzini protoka od 1,0 mL min™. Mobilna faza A se sastojala od 1,80 g/L
rastvora bezvodnog dinatrijum vodonik fosfata (Na,HPO,), pH vrednosti 8,9 sa
rastvorenom fosfornom kiselinom. Mobilna faza B se sastojala od smeSe metanola i
acetonitrila  (250:750 V/V). Zadata injekciona zapremina 100 pL. Pri ovim
hromatografskim uslovima obavljeno je testiranje azitromicina i njegovih degradacionih

proizvoda u elektrolitu.
LC - ESI - MS analiza uzoraka azitromicina

6210 ToF LC-MS system (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)
povezan je sa Agilent 1200 Series HPLC instrument-om (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany), sa degaserom, binarnom pumpom, autosemplerom, sekcijom
snabdevenom Zorbax Eclipse XDB-C18 RRHT kolonom (1,8 pum, 4,6 mm x 50 mm) i
detektorom diodnih zraka preko ESI interfejsa. Mobilna faza se sastojala od vode sa 0,2
% mravlje kiseline (v/v) (A) i acetonitrila (B). Brzina protoka mobilne faze je bila 0,5
mL/min, temperatura kolone 40 °C a injekciona zapremina 10 pL. Maseni spektri su
snimani u opsegu 100 i 1500 m/z u pozitivnom jonskom modu.

Kori$éen je pozitivan ESI jonski rezim rada, kapilarna voltaza od 4000 V, fragmentor
voltaza 70 V, skimmer voltaza 60 vi OCT RF voltaza 250 V. RasprSujuci gas (azot):
pritisak 45 psi, temperature 350 °C, brzina protoka 12 L/min. Koriste¢i ove parametre,
izdvojene Ciste komponente su snimljene kao [M + H]", [M+Na]*, [M + K]*, [2M +
H]*, [2M+Na]*, [2M + K]" ili [M + 2H]?*" joni. Racunar sa MassHunter Workstation

softverom je koriS¢en za beleZenje podataka i procesiranje istih.
Analize ukupnog organskog ugljenika (TOC)

Analize ukupnog organskog ugljenika radene su pomoéu PPM LAB TOC analajzera
(Pollution & Process Monitoring Ltd.).
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REZULTATI | DISKUSIJA

U ovom poglavlju predstavljeni su rezultati proucavanja fizicko-hemijskih metoda
degradacije amoksicilina i azitromicina u vodenoj sredini. U prvom delu su prikazani
rezultati studije fotokataliticke degradacije amoksicilina u dejonizovanoj vodi u
prisustvu nanokristalnog TiO2 kao katalizatora. Ispitivani su uticaji bitnih faktora na
kinetiku degradacionog procesa i to: uticaj pocetne koncentracije TiOz2, uticaj pocetne
koncentracije amoksicilina, uticaj pocetne koncentracije NaCl i Na2SOa, uticaj pocetne

pH vrednosti i uticaj dodatog etanola kao hvataca *OH radikala.

Tokom fotokatalitickog procesa pracen je stepen mineralizacije proucavanog
antibiotika. U drugom delu ovog poglavlja su predstavljeni rezultati ponaSanja

azitromicina pod uslovima elektrohemijske deagradacije na DSA Ti/RuO: elektrodi.
FOTOKATALITICKA DEGRADACIJA AMOKSICILINA

Metode karakterizacije povrsine nanokristalnog TiO>

Metoda difrakcije X-zraka (XRPD)

Najintenzivniji pikovi defrakcije u XRPD modelu sol-gel metodom proizvedenog
uzorka mogu da se pripiSu kristalnoj strukturi anastaza ( JCPDS karta 21-1272) i
prikazani su zajedno sa pripadaju¢im Miller indeksima, na Slici 17. Nema dokaza o
rutil a ni o brukit fazi. Strukturne osobine naSeg TiO2 su bile : parametri kristalne
reSetke a = 3,784 (3) A,c = 9,53 (0) A,V = 136,4 A®. Prose¢na veli¢ina primarne &estice
je bila 15 nm dobijena je Scherrerovom analizom, ili 24 nm sa mikronizovima od 0,301
% dobijenim Williamson —Hall metodom, dok je za Degussa P25 nadeno da iznosi 31
nm (Alkain i sar., 2013) ili 20 nm (Colén i sar., 2001) ra¢unato pomocu Scherrer-ove
jednagine. BET analiza je pokazala specifiénu povrsinu zone (BET) od 52 m? g* za na$
uzorak sa volumenom pore 0,1063 cm?® g i pre¢nikom pore 5,3 nm, dok su podaci za
Degussa P25 bili specifi¢na povrsina zone 52 m? g* kao u (Alkain i sar., 2013) i sli¢na
vrednost je ustanovljena u literaturi i iznosi 51 m? g (Colon i sar., 2001) Volumeni
pora su bili 0,150 cm® gt i preénik pore 31,5 nm (Colén i sar., 2001) pri emu ovi

podaci nisu citirani u radu Alkain i sar. (2013).
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Iz tih razloga, moze se sugerisati da je specifina povrSina zone vazan parametar za
fotokataliticku degradaciju. Degussa P25 je komercijalno i najpopularnije jedinjenje za
fotokataliticku degradaciju. To je kombinacija anataz i rutil faze (82% anataz faze i
18% faze rutil (Alkain i sar., 2013)), dok je nasS uzorak imao ¢istu anataz fazu. Jedan od
razloga za sintezu nanokristalnog TiO2 i njegovo uporedivanje sa Degussa P25 jeste
unapredenje znanja o mehanizamu fotokataliticke degradacije i1, u okviru izbora

ponudenih parametara, oblikovanje jedinstvenog procesa.

1604 2
TiO, nanoprah sintetizovan
120 - sol-gel metodom
D=24nm
Intenzitet (arb.jedinice)
80
~ 2
40 s 2 g=
SAS)
0 T T T T T T
20 40 60 80
20[7]

Slika 17. XRPD difraktogrami odabranog TiO2 uzorka zajedno sa Miller.ovim
indeksima (JCPDS card 21-1272)

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Rezultati SEM merenja prikazani su na Slici 18. Aglomeracijska struktura se jasno
sagledava, Sto je u skladu sa ¢injenicom da je pH vrednost gela jednaka nultoj tacki
naelektrisanja (PZC) za TiO2 dobijen iz tetrabutil- titanata (Koslulski, 2001), koji
promovise viSu aglomeraciju. Vrednosti precnika individualnih Cestica su u skladu sa

vredno§cu prosec¢ne veli¢ine Cestice dobijene Williamson-Hall metod. (vrednost 24 nm).
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Slika 18. Gore: SEM slika strukture konglomerata, takode vidljive manje
kongomerisane strukture i nekoliko pojedina¢nih Cestica. Slika na gornjoj poziciji je
uvecana 200x. Dole: osam pojedinacnih ¢estica. Dimenzije svake slike su 100 nmx100
nm, uvecanje svake slike na donjoj poziciji je 1Mx. Pre¢nik svake Cestice je priblizno
oko +4 nm od date vrednosti
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Sinteza nanokristalnog TiO>

Nanokristali TiO2 mogu se obi¢no dobiti sol-gel metodom gde se titanium tetrahlorid,
isopropoksid titanat i tetrabutil-titanat koriste kao prekursori (Hei Lin 1997; Deshpande
i sar., 2006).

U naSoj studiji, tetrabutil titanat (Ti(Obu)4) je koris¢en kao prekursor i molarni odnos
izmedu reagensa je bio Ti(OBu)s:HCI:EtOH:H20 = 1:0.3:15:4 gde je hlorovodoni¢na
kiselina koriS¢ena kao katalizator, etanol kao rastvarac i voda za hidrolizu. Izmerena pH

vrednost koloidne suspenzije iznosila je 7.

Mnogi eksperimeniti  sinteze TiO2 su uradeni sa ciljem da se pronade optimalna
kombinacija reagensa sa razli¢itim kiselinama (HCl i CH3COOH) 1 njihov razli¢it
molarni odnos, ili razli¢iti alkoholi (etanol, pentanol) ali najbolja kombinacija je ona veé¢

pomenuta, Sto je u skladu sa odnosom iz literature (Du i sar., 2006).

Fotokataliticka svojstva dobijenog TiO2 su prethodno proverena u fotodegradaciji
tekstilne boje C.I. Reactive Orange 16 (Golubovié i sar., 2016) i uporedena sa Evonik

P25. ZabelezZena aktivnost je bila sli¢na aktivnosti P25 katalizatora.
Inicijalni eksperiment

Fotokataliticka degradacija amoksicilina proucavana je koriS¢enjem nanokristalnog
fotokatalizatora TiO2 u dejonizovanoj vodi. Pre ispitivanja fotokatalitiCke degradacije

izvedena su dva kontrolna eksperimenta:

< ispitivanje adsorpcije amoksicilina na TiOz2 u mraku (Cka= 2,0 g dm™, Co= 100
mg dm3, V = 25 cm?, t = 25 °C),

% ispitivanje degradacije amoksicilina na simuliranoj suncevoj svetlosti, bez

prisustva TiO2 (fotoliza) (Co= 100 mg dm™3, V = 25 cm?3, t = 25 °C).

Na Slici 19 su prikazani rezultati razli¢itih uslova na proces fotodegradacije
amoksicilina u dejonizovanoj vodi. Rezultati ispitivanja kori§¢enjem lampe Osram Ultra
Vitalux 300W pokazuju blagi pad koncentracije amoksicilina (manje od 5%) u toku
vremenskog perioda od 210 minuta. To je u saglasnosti sa prethodno publikovanim

literaturnim podacima, gde je nadeno da je amoksicilin relativno stabilan u Zivotnoj
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sredini kao i pri simuliranoj fotolizi u kratkom vremenskom intervalu (Andreozzi i sar.,
2004; Xu i sar., 2011). Degradacija pri UV svetlosnim zracima talasne duZine 365 nm
posledica je hidrolize pre nego fotolize (EImolla i Chaudhuri, 2010). Isto tako poredenje
procesa fotokatalize i adsorpcije potvrduje vaznost meSanja reakcione suspenzije u
vremenu od 30 minuta u mraku pre pocetka procesa fotokatalize, kako bi se doslo do
adsorpcione ravnoteZze (Lambropoulou i sar., 2011). UravnoteZena koncentracija AMX
koristi se kao pocetna Co koncentracija (Slika 19) Adsorpcija amoksicilina na povrsini
TiO2 P25 katalizatora slicnih je vrednosti u poredenju sa adsorpcijom na povrsini

sintetizovanog nanokristalnog TiO2 (oko 4%).
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Slika 19. Uticaj razli¢itih uslova na fotodegradaciju amoksicilina u dejonizovanoj
vodi (Ckar= 2,0 g dm3, Co= 100 mg dm3, V=25 cm? t =25 °C); dodatak: uticaj
koncentracije nanokristalnog TiOz2 na brzinu reakcije
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Degradacija izucavanog antibiotika je uo¢ena kada je suspenzija nanokristalnog TiOz2 i
amoksicilina osvetljena. Slika 19 pokazuje da je skoro kompletna degradacija

amoksicilina postignuta za 210 min.

Stepen uklonjenosti amoksicilina i konstanta brzine reakcije (k) su kori$¢eni kao mera
kataliticke aktivnosti nanokristalnog TiO2 u procesima fotokataliticke degradacije.

Stepen uklonjenosti jedinjenja je odreden koriS¢enjem sledece jednacine:
Stepen uklonjenosti(%) = (1 — i) 100
co

gde je:
Co (mg dm™3) - pocetna koncentracija amoksicilina,
C (mg dm) - koncentracija amoksicilina u vremenu t.

Konstanta brzine degradacije pseudo prvog reda, k je odredena koris¢enjem Langmuir-

Hinshelwoodov-og kinetickog modela prema jednacini :

In (Co/C) =k’t R32

gde je k' = kK
tj. prividna konstanta brzine reakcije pseudo-prvog reda (Carlos i Ferro, 2006). Pri
visSim koncentracijama reaktanata, pri kojima se postize zasi¢enje povrsine katalizatora

(kada je Kco>>l), jednacina (In (Co/C))+K(Co —C)) = kKt se pojednostavljuje do izraza

za konstantu brzine reakcije nultog reda:

-dC/dt=k R33
pa je:
In (Co/C) = kt R34
C=Coe™ R35 (Konstantinou i Albanis, 2003)
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Konstanta brzine degradacije pseudo prvog reda je dobijena iz linearne zavisnosti
In(Co/C) od vremena. Dodatak na Slici 19 prikazuje uticaj pocetne koncentracije

katalizatora na konstantu brzine degradacije pseudo prvog reda.

U cilju ispitivanja uticaja pocetne koncentracije fotokatalizatora pripremljeni su rastvori
amoksicilina u dejonizovanoj vodi koncentracije 100 mg dm. U seriji fotokataliti¢kih
eksperimenata pod istim reakcionim uslovima menjana je samo koncentracija TiOz2 u

intervalu od 0,5-4,0 g dm,

Poveéanjem koli¢ine katalizatora povecava se raspoloziva povrSina za adsorpciju
supstrata. Medutim, ona se pove¢ava samo u opsegu 0,5 — 2,0 g dm™, pri ¢emu se sa
daljim povecanjem koncentracije fotokatalizatora povecava i zamucenje rastvora (zbog
poveéanog rasipanja svetlosti (Abramovi¢ i1 sar., 2011)) 1 dolazi do smanjenja
prodiranja svetlosti u rastvor ¢ime se smanjuje i brzina degradacije. Ovo ima za
posledicu smanjenje efikasnosti fotokatalize usled nastanka manjeg broja parova e—h*
(LeBlanc i Kuivila, 2008; Li Puma i sar., 2008). Isto tako, visoka koncentracija
katalizatora moze dovesti i do aglomeracije Cestica TiOz, a samim tim i do smanjenja

povrsSine katalizatora dostupne za apsorpciju svetlosti (Bahnemann i sar., 2007).

Pri koncentraciji katalizatora vecoj od optimalne nastaje ve¢i broj HO2" radikala koji su
slabiji oksidansi od *OH-radikala, Sto dovodi do smanjenja brzine degradacije (Fenoll i
sar., 2012).

Na osnovu dobijenih rezultata, optimalna koncentracija TiO2 za degradaciju

amoksicilina u vodenoj suspenziji iznosi 2,0 g dm,

Kataliticko svojstvo nanokristalnog TiO2 uporedeno je sa katalizatorom P25. Slika 19
pokazuje da u slucaju degradacije amoksicilina  nanokristalni TiO2 ima sli¢na
kataliticka svojstva kao P25. Ovo je u skladu sa prethodno dobijenim rezultatima za

fotokataliticku degradaciju C.I. Reactive Orange boje (Golubovi¢ i sar., 2016).

Optimizacija metode fotokataliticke degradacije amoksicilina izvrSena je u

dejonizovanoj vodi, pra¢enjem uticaja kljuénih parametara procesa.
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Uticaj pH vrednosti

Kao $to je u teorijskom delu navedeno pH vrednost sredine uti¢e na efekat
fotokataliticke degradacije razli¢itih organskih zagadujucih materija. Interpretacija ovog
uticaja je sloZena, jer se objasSnjava elektrostatickim interakcijama izmedu povrSine
TiO2, molekula rastvaraca, supstrata i naelektrisanih radikalskih oblika koji nastaju
tokom procesa. Pri ispitivanju uticaja inicijalne vrednosti pH na Kkinetiku
fotodegradacije ispitivanog antibiotika, pripremljeni su rastvori odgovaraju¢ih pH
vrednosti dodavanjem vodenog rastvora HCI (0,1 mol dm™), odnosno NaOH (0,1 mol
dm?3).

U okviru ove doktorske disertacije, izvedeni su eksperimenti na pet razlicitih pH
vrednosti: 3, 5, 6, 9 i 11. Treca pH vrednost predstavlja pH vrednost rastvora koji se
dobija rastvaranjem amoksicilina u vodi. lzmerena pH vrednost vodenog rastvora
amoksicilina je 6. Na Slici 20 pokazano je da povecanje pH vrednost od 3 do 5/6

smanjuje brzinu reakcije.

Emmola i sar. (2010) su pokazali da amoksicilin ima pozitivno naelektrisanje u kiseloj
sredini, dok u baznoj sredini ima negativan elektrostati¢ki potencijal. S druge strane, za
pH vrednosti veée od tacke nultog naelektrisanja nanokristalnog TiO2 (pHieT, 6,8 (Giwa
i sar., 2012)), povrsSina postaje negativno naelektrisana i suprotno za pH < pHier ona

postaje pozitivno naelektrisana.

Iz ovoga sledi da su amoksicilin i nanokristalni TiO2 pozitivno naelektrisani u kiseloj
sredini. Primeéen veci stepen degradacije (oko 20%) u kiselijim uslovima u poredenju
sa manje kiselim/neutralnim uslovima moZe da se objasni hidrolizom antibiotika kao Sto

je ranije objavljeno (Hou i Poole, 1971).

Nestabilnost beta-laktamskog prstena pri vecoj vrednosti pH dokumentovana je u
literaturi (Deshpande i sar., 2004) . Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno
objavljenim uticajem pH na fotodegradaciju amoksicilina (Klauson i sar., 2010;
Elmolla i Chaudhuri, 2010).
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Primecena veca brzina degradacije amoksicilina pri niskim i visokim vrednostima pH

rezultat je fotokatalitiCkog uticaja nanokristalnog TiO2z i nestabilnosti amoksicilina.

Naime, utvrdeno je da konstanta brzine hidrolize amoksicilina pri pH 3 i pH 11 iznosi

0,13 i 1,7 min* (Deshpande i sar., 2004). Konstante brzine fotokataliticke reakcije u

ovom radu, pri pH 3 i pH 11, iznose 14,6 i 19,2 mint

20
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k10° / min”
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Slika 20. Uticaj pocetne pH vrednosti rastvora amoksicilina na brzinu fotokataliticke
degradacije u dejonizovanoj vodi u prisustvu optimalne koncentracije nanokristalnog

TiO20d 2 g dm™3,
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Uticaj pocetne koncentracije soli

Neorganski joni, koji su obi¢no prisutni u otpadnim vodama, mogu da uti¢u na
fotokataliticku degradaciju organskih zagadivaca. Neorganski anjoni, kao S§to su
karbonati, nitriti, hloridi i sulfati mogu da imaju znaCajan uticaj na reakcije
fotodegradacije (Mijin i sar., 2009). Uticaj pocetne koncentracije soli na kinetiku
heterogene fotokatalize je Cesto predmet istrazivanja, s obzirom da su ovi procesi
pretezno vodeni oksidativnim vrstama kao Sto su fotogenerisane Supljine valentne zone
(h+) ili hidroksil-radikali ("OH). Prisustvo njihovih akceptora moze znac¢ajno inhibirati
brzinu fotokataliticke degradacije. Stoga je u okviru ove doktorske disertacije
proucavan efekat anjona Cl- i SO4*, dodavanjem NaCl i Na2SOs do odredene
koncentracije (20 i 200 mmol dm3). Neorganski anjoni kao sto su SO4>~ i Cl- inhibiraju
proces degradacije tako Sto ulaze u kompeticiju sa supstratom za aktivna mesta na
povrsini fotokatalizatora, u zavisnosti od pH vrednosti rastvora. Isto tako, anjoni mogu
da reaguju sa Supljinama i *OH radikalima pri ¢emu nastaju radikal joni (CI°, SO4™).
Medutim, redoks potencijali nastalih radikal jona su nizi od redoks potencijala “OH
radikala, Sto dovodi do smanjenja efikasnosti degradacije (Wang i sar., 2013).
Formirani CI* se trenutno dalje transformisu: (Hu i sar., 2003; Kashif i Ouyang, 2009;
Glavaski i sar., 2016)

Cl+h*— Cr

Cl- +"OH — CIOH™
CIOH™ + H" — CI'+ H20
CI'+ Cl/— CI2™

Sulfatni kao i hloridni anjoni ulaze kompeticiju sa molekulima amoksicilina, Sto dovodi
do reakcije navedenih anjona sa Supljinama i hidroksil-radikalima. Kao posledica ovih

reakcija javlja se usporavanje fotokatalitickog procesa (Santiago i sar., 2014)

SO#* + h* — S04
S04% + *OH — SO4+0OH-
S04 + ece” — SO4%
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Mesta na povrSini nanokristalnog TiO2 na kojima se vrsi adsorpcija i transfer elektrona
mogu da se blokiraju anjonima, ¢inec¢i ih na taj nacin efikasnim inhibitorima. Dobijeni
rezultati (Slika 21) pokazuju da je anjon hlora snaZniji inhibitor u poredenju sa anjonom
sulfata, Sto je usaglaSeno sa prethodno objavljenim rezultatima o uticaju soli (Glavaski i
sar., 2016). Povecanje koncentracije soli inhibira reakciju. Dok je konstanta pseudo-
prve reakcije za nizu koncentraciju natrijum hlorida 8,7x10° min, konstanta pseudo
prve reakcije za istu koncentraciju natrijum sulfata iznosi 10,3x10° min?, to jasno
ukazuje da je anjon hlora snazniji inhibitor od sulfatnog. Isto je prime¢eno i kod visih
koncentracija (konstante brzine reakcije za natrijum-hlorid i natrijum-sulfat su bile:
6,2x10° min? i 7,2x10° min?, r). Na osnovu dobijenih rezultata zakljuéuje se je

natrijum-hlorid snazniji inhibitor.

129 0 mmol
y I 20 mmol
10 4 1200 mmol

k10’ / min’

NaCl NaySO4

Slika 21 . Uticaj neorganskih soli na brzinu fotokataliticke degradacije amoksicilina
(100 mg dm®) u dejonizovanoj vodi u prisustvu optimalne koncentracije
nanokristalnog TiOz od 2 g dm®
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Uticaj ,,hvatac¢a* "OH radikala

Poznato je da alkoholi kao etanol ili metanol deluju kao - ,,hvataci“ *OH radikala
(Ciriaco i sar, 2009; Comninellis i Chen, 2010). U cilju provere dodavan je u reakcionu
smeSu. Etanol je izabran zato $to u njegovom prisustvu nastaju slabiji oksidansi
(alkoksi-radikali) koji reaguju sa substratom (Sohrabi i sar., 2009). Brzina
fotokataliticke reakcije se smanjuje povecanjem koli¢ine dodatog organskog jedinjenja

u odnosu na istu reakciju bez dodatka ovog rastvaraca.

Studijom Osajima i sar. (2008) je wutvrdeno da je inhibitorni uticaj rastvaraca na
efikasnost degradacije sledeci: heksan < acetonitril < 2-propanol < 1-butanol < 2-metil-
2-propanol, tj. dobijeni rezultati potvrduju ¢injenicu da su alkoholi dobri ,,hvataci* *OH
radikala. Dobijeni rezultati, prikazani na Slici 22 jasno pokazuju da brzina degradacije
opada sa povecanjem koncentracije etanola u reakcionoj smesi. Dodavanje etanola, u
koncentraciji od 0,69 mol dm= umanjuje brzinu reakcije dva puta. To ukazuje da *OH

radikali imaju znacajnu ulogu u fotodegradaciji amoksicilina (Daneshvar i sar., 2004 ).
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Slika 22. Uticaj etanola na brzinu fotokataliticke degradacije amoksicilina (100 mg
dm) u dejonizovanoj vodi u prisustvu optimalne koncentracije nanokristalnog TiO2 od
2gdm?
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Ocitavanje rezultata dobijenih jonskom hromatografijom i TOC analizom

Cilj svakog degradacionog postupka je transformacija polaznog jedinjenja u netoksi¢ne
materije, kao Sto su neorganske soli, ugljenik (IV)-oksid i voda. Naravno da je takvo
idealno reSenje veoma teSko ostvarivo. Stoga je degradacija polaznog jedinjenja u manje

toksi¢na uz postizanje $to viSeg stepena mineralizacije poZeljan rezultat.

Jonske vrste nastale u procesu degradacije amoksicilina, kao i normalizovana potpuna
eliminacija organskog ugljenika (TOC/TOC,), prikazane su na Slici 23. Atomi ugljenika

i kiseonika daju CO2 i H20, dok heteroatomi daju odgovarajuce neorganske jone.

Budu¢i da amoksicilin sadrzi azot i sumpor kao heteroatome, ocekivano je nastajanje
NH4*, NO2/NOs i SO4> jona. Jonska hromatografija je zabeleZila formiranje NH4*,
NOs i SO4% jona, kao rezultat fotodegradacije. Amoksicilin u svojoj strukturi sadrzi tri
atoma azota, od kojih su dva povezana alifatiénom vezom i jedan atom sumpora koji se

nalazi u 3-laktamskom prstenu.

Rezultati su pokazali da je inicijalna koncentracija NH4* bila 1,1 mg dm. Nakon
fotodegradacije koncentracija se uveéala na 2,4 mg dm. Koncentracija NO3™ jona se
postepeno uveéala od 0,26 do 1,50 mg dm=. Moze se zakljuéiti da je nakon 210 min
fotokataliticke degradacije oko 11,2% azota prevedeno u 8,8% NH4™ i 2,4% NO3
jona. Na pocetku reakcije, koncentracija sulfatnih jona je iznosila 0,42 mg dm? , a
nakon 210 min vrednost koncentracije se uveéala na 8,4 mg dm=. To ukazuje da je oko

30,4% sumpora mineralizovano u procesu degradacije.

Klauson i sar. (2010) navode da se molekul amoksicilina obi¢no razgraduje izdvajanjem
p-hidroksi-benzoinske kiseline ili gubitkom amino grupe, $to je praceno otvaranjem
beta-laktamskog prstena dajuc¢i 3-metil-2-okso-3-sulfobutirnu kiselinu. Rezultati u
ovom radu, Koji takode ukazuju da degradacija amoksicilina ukljucuje formiranje

ugljen-dioksida, vode, nitrata, amonijaka i sulfata, su u saglasnosti sa ovim rezultatima.
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Mineralizacija amoksicilina je takode proucavana TOC metodom. Nakon 210 minuta
ozracivanja, eliminacija organski vezanog ugljenika je iznosila 47% S$to ukazuje da

procenat eliminacije nije bio proporcionalan procentu nestanka amoksicilina iz sistema.

Na osnovu eksperimentalno dobijenih vrednosti moze se zakljuciti da su brzine
nastajanja SO4>~ i NO3z~ jona, odnosno nestajanja organski vezanog ugljenika manje u
odnosu na brzinu degradacije osnovnog jedinjenja, S$to ukazuje na formiranje

intermedijera koji sadrZe atome sumpora i/ili azota.
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Slika 23. Zavisnost koncentracije neorganskih jona (nitrata, nitrita i sulfata ) u toku
fotokataliticke degradacije amoksicilina (100 mg dm™) u dejonozovanoj vodi
(Ceat 2,09 dm‘3)
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ELEKTROHEMIJSKA DEGRADACIJA AZITROMICINA

U revijalnom radu Martinez-Huitle i sar. (2015) jasno je prikazano da dimenzionalno
stabilne (DSA) anode SnO,, PbO,, grafit i BDD pokazuju veliku hemijsku otpornost za

vreme tretmana otpadnih voda.

Hemijsko ponasanje Ti substrata koji je oblozen tankim slojem metalnih oksida (Ti, Ru,
Ir, Sn, Ta i /ili Sb) u procesu elektrohemijske oksidacije razli¢itih organskih polutanata

pokazuje znacajnu elektrokataliticku aktivnost i to je saopsteno u radovima (Martinez-

Huitle i sar.,2015; Brillas i Martinez-Huitle, 2015; Oturan i sar., 2013).

Zbog ocigledne elektrokataliticke aktivnosti i stabilnosti u korozivnoj sredini, DSA
Ti/RuO, elektroda je odabrana za potrebe studije o stabilnosti i moguénosti degradacije

azitromicina indirektnom elektrohemijskom oksidacijom.
Indirektna elektrohemijska oksidacija

Elektrohemijska oksidacija organskih zagadivaca u vodenim rastvorima moze da se vrsi

pomocu indirektne anodne oksidacije.

Svojstva materijala od koga su napravljene elektrode uti¢u na selektivnost i efikasnost
oksidacije, a maseni transfer postaje veoma vaZan proces, Cesto vazniji i od brzine

oksidacije.

Za oksidaciju organskih jedinjenja kao anode se koriste razli¢iti materijali, koji se
uobicajeno svrstavaju u dve grupe prema svom ponasanju u direktnim procesima
degradacije. Neke anode proizvode blagu oksidaciju organskih jedinjenja (takozvane
aktivne anode), dok druge (takozvane neaktivne anode) proizvode veoma burne

oksidacione uslove i organska jedinjenja se lako mineralizuju (Sin i sar., 2012).

Kod obe vrste anoda, prva reakcija (R36) je oksidacija molekula vode na povrsini
elektrode koja vodi do formiranja adsorbovanih hidroksil radikala (Singh i sar., 2003;
Singh i sar.,2007):
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M + H20 — M("OH) + H" + e~ R36

Elektrohemijska kao i hemijska reaktivnost adsorbovanih hidroksil radikala zavise od
prirode materijala od koga su napravljene elektrode. Aktivne elektrode se odlikuju
jakom interakcijom izmedu elektrode (M) i hidroksil radikala (*OH). Adsorbovani

hidroksil radikali mogu da obrazuju takozvani visi oksid MO sa anodom (R37):

M(*OH) — MO + H* + e~ R37

Redoks par MO/M ucestvuje u selektivnoj oksidaciji organskih jedinjenja (R38) bez
potpunog sagorevanja:

MO +R — M+ RO R38

Sporedna reakcija izdvajanja kiseonika (R39), kao rezultat hemijskog razlaganja viseg

oksida, je u kompeticiji sa reakcijom navedenom u reakciji:
MO — M + 0,502 R39

Neaktivne elektrode karakteriSe slaba interakcija izmedu hidroksil radikala i povrSine
elektrode. Na njima se oksidacija organskih jedinjenja odigrava posredstvom hidroksil

radikala i moZe da dovede do potpune mineralizacije organskog jedinjenja.
M(*OH) + R > M + mCO2 + nH20 + H* + e~ R40

Ova reakcija je u kompeticiji sa sporednom reakcijom hidroksil radikala u kojoj se

proizvodi kiseonik:
M(*OH) — M + 0,502 + H" + e~ R41

Treba naglasiti da neaktivne elektrode ne ucestvuju u anodnoj reakciji i takode nemaju
aktivno kataliticko mesto za adsorpciju organskih jedinjenja ili proizvoda (Singh i sar.,
2007). U indirektnoj oksidaciji se indirektnom degradacijom dobija hemijski reaktant
koji reaguje sa zagadivacem (Sohrabi 1 sar., 2009). Mogu se koristiti razliciti
elektrogenerisani oksidansi (Fentonov reagens, ozon) (Soji¢ i sar., 2009; Souissi i sar.,

2013).

Natrijum hlorid se najéeS¢e preporucuje u indirektnoj elektrohemijskog oksidaciji
(Sohrabi i sar., 2009), zbog svoje niske cene i jakog oksidacionog proizvoda

degradacije. Mehanizam elektrogenerisanja jakih oksidacionih vrsta - hlora, hipohlorne
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kiseline i/ili hipohlorita, iz rastvora koji sadrzi jone hlorida ukljucuje dva koraka

(Spasojevi¢ i sar., 1987, Stamper 1 Tuovinen, 1998):

Prvi korak je oksidacija anjona hlorida u hidratisan hlor i odigrava se slozenom

ukupnom reakcijom:

2CI~ = Cl2(aq) + 2e R42

Drugi korak je brzo disproporcionisanje hidratisanog hlora u HOCI i njihova
disocijacija u OCI:

Clz(aq) + H2O =HCIO + CI- + H* R43 Ki=5.1x10% M2

HCIO =CIO™ + H* R44 Ka=2.9x10%

Na pH > 6,0, hipohlorna kiselina disosuje i formira hipohlorit jon i H*, na pH ispod ~
3,5, HOCI daje Cl2.

Mesavina ovih vrsta se zajedni¢ki naziva “aktivni hlor” (Sunjka, 2012).

Uticaj reakcionih parametara na stabilnost azitromicina

Pre galvanostatskih eksperimenata, ciklicnom voltametrijom je testirana Ti/RuO, anoda
u prisustvu azitromicina u elektrolitu ¢iji je sastav naveden u eksperimentalnom delu i
dokazano je da se reakcija direktne oksidacije azitromicina ne odvija uopste, tj. da je

antibiotik elektrohemijski neaktivan .

Prilikom indirektne oksidacije elektrolizom se generiSu hemijski reaktanti koji stupaju
u interakciju sa ispitivanim molekulima (Cani i Pscarmona, 2014). U radu (Martinez-
Huitle i sar., 2015) je istaknuto da naj¢e$c¢e proucavani elektrogenerisani oksidant jeste
aktivni hlor, u prvom redu zbog toga Sto dodavanje jona hlora uzrokuje pojacano

uklanjanje organskih polutanata usled uc¢eséa “aktivnog hlora” u oksidacionom procesu.

Oksidacija anjona hlora je preduslov formiranja jakih oksidacionih vrsta-hlora,
hipohlorne kiseline i/ili hipohlorita (jednadine 1-3)(Mijin i sar.,, 2012; Cani i

Pescarmona, 2014):
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Posto nema podataka koji opisuju reakciju hipohlorita sa makrolidnim antibioticima,
moze se povucéi paralela izmedu tercijernog amina i1 azitromicina. Dakle, u slucaju

tercijernog amina, predloZena je hlorinacija.

Ovaj mehanizam ukljucuje korak u kojem se stvara pozitivno naelektrisanje na atomu
azota (Abia i sar., 1998) uz izdvajanje hloramonijuma kao prvog meduproizvoda. Ovaj
intermedijar moze da halogenuje molekule prisutne u rastvoru (Deborde i von Gunten,

2008). Dakle, o¢ekuje se meduproizvod sa halogenim elementom u svojoj strukturi.

Proucavan je uticaj primenjene struje, koncentracije natrijum hlorida i koncentracije
azitromicina na brzinu reakcije i izvedena je optimizacija parametara indirektne

elektrohemijske oksidacije azitromicina.

Pretpostavljajuéi kinetiku reakcije pseudo prvog reda (Zhang i sar., 2009; Kwiecien i
Krzek, 2012; Mijin i sar., 2012) konstanta brzine Kobs je odredena iz nagiba zavisnosti In
c(t)/co — t, uz pomo¢ statisticke regresione analiticke metode na osnovu odgovarajuce

jednacine:
In c(t)/cO = -Kobst

gde je cO - pocetna koncentracija azitromicina u pg cm =3, ¢ - koncentracija azitromicina
u reakcionom vremenu t u mg cm. Gustina struje je parametar koji odreduje brzinu
reakcije, i definiSe efikasnost procesa. Dakle, proucavanjem uticaja primenjene struje

na brzinu hemijske reakcije dobijeni su rezultati prikazani na Slici 24.

Sa Slike 24 je uo€ljivo da brzina hemijske reakcije raste linearno sa porastom
primenjene struje. Povecanje brzine reakcije sa strujom moze se pripisati brzem

formiranju elektroaktivnih ¢estica kao Sto je OCI".
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Slika 24. Uticaj primenjene struje na efikasnost degradacije azitromicina (uslovi:
koncentracija azitromicina 0,472 mg cm™, koncentracija natrijum hlorida 7 mg cm™)

Uticaj koncentracije natrijum hlorida na brzinu reakcije elektrohemijske oksidacije

azitromicina je dat na Slici 25.

Koncentracija natrijum hlorida je varirana 4 do 8 mg cm= i u tom opsegu ne utice na

degradaciju azitromicina.
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Slika 25. Uticaj koncentracije natrijum hlorida na efikasnost degradacije azitromicina
(uslovi: primenjena struja =300 mA, koncentracija azitromicina = 0,472 mg cm™

Slika 26 pokazuje uticaj koncentracije azitromicina na brzinu indirektne
elektrohemijske oksidacije. PoCetna koncentracija azitromicina je menjana: 0,157-0,472
mg cm>. Porast koncentracije antibiotika umanjuje efikasnost degradacije, 3to
dokumentuje Slika 26. PoSto se za vreme elektrolize stvara jednaka koli¢ina OCI,
porast koncentracije azitromicina vodi ka sniZzavanju efikasnosti degradacije (jednaka
koli¢ina OCI™ reaguje sa ve¢im brojem molekula azitromicina). pH vrednost reakcione

smeSe od skoro 9.5 ukazuje da je OCI- aktivna vrsta na pocetku hemijske reakcije.
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Snizavanje pH vrednosti (dodatak na Slici 26) sa reakcionim vremenom je rezultat

degradacije molekula azitromicina i formiranja kiselih deg. proizvoda.
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Slika 26. Uticaj koncentracije azitromicina na efikasnost degradacije azitromicina
(uslovi: primenjena struja 300 mA, koncentracija natrijum hlorida =7 mg cm®);
Dodatak: promena pH vrednosti za vreme elektolize (uslovi: primenjena struja = 300
mA, koncentracija azitromicina =0,472 mg cm, konc. natrijum hlorida =7 mg cm)

Prema dobijenim rezultatima, optimalna koncentracija soli je 7 mg cm™ a primenjena
struja bi trebala biti 300 mA. lako je brzina reakcije veca pri nizoj koncentraciji
azitromicina, u nastavku naseg rada smo koristili koncentraciju od 0,472 mg cm
azitromicina. Cikli¢na voltametrija izvedena na DSA Ti/RuOz prema optimizovanim
eksperimentalnim podacima pokazala je da je azitromicin potpuno neaktivan, tj. da ne
postoji njegova direktna elektrooksidacija. Ovo je ubedljiva sugestija da samo
koris¢enjem galvanostatski proizvedenog hipohlorita zapocinje postupak indirektne

elektrooksidacije azitromicina. Sa ciljem da se koreliSu optimizovani eksperimentalni
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podaci sa odredivanjem koncentracije azitromicina za vreme procesa degradacije, u

ovom elektrolitu su izvedena DPV merenja na nacin opisan ispod.

Odredivanje koncentracije azitromicina DPV metodom

Rezultati DPV merenja za devet razli¢itih koncentracija azitromicina dati su na Slici 27.

35

| blank solution
~-0-- 0,075 mg cm”
30 - 0,150 mg cm™
..... 0,225 mg cm’®
——— 0,300 mg cm”
25 0,375 mg cm”
. 0,450 mg cm’®
£ —— 0,525 mg cm”
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Slika 27. Voltamogram dobijen DPV metodom na GC elektrodi u osnovnom elektrolitu
(tackasta linija) i u prisustvu razli¢iih koncentracija azitromicina: 0,075; 0,150; 0,225;

0,300; 0,375; 0,450; 0,525; 0,600 i 0.675 mg cm=.Inicijalni potencijal 0 , brzina
skeniranja 50 mVs, amplituda pulsa 50 mV, vreme pulsa 0,05 s.
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Nekoliko vaznih elektrohemijskih parametara kod DPV metode je varirano sa ciljem da
se ostvari optimalna osetljivost odgovarajuce rezolucije. Odabrani parametri kao Sto su
veli¢ina pulsa: 50 mV; frekvencija: 10 Hz; veli¢ina koraka: 5 mV 1 brzina skeniranja 50
mV s obezbeduju dobro definisan voltametrijski odziv za oksidaciju azitromicina.
Najvece struje se dobijaju kada je akumulacioni potencijal na 0,0 V, a vreme
akumulacije traje 60 s, ¢ime se obezbeduje zasi¢enost povrSine elektrode. Povecanjem
frekvencije, pojacava se 1 strujni maksimum ali pik postaje manje oStar i slabije
definisan. Visi strujni pik se zapaza sa povecanjem pulsa ali se kapacitivna struja
takode povecava. Primeceno je takode da strujni pik linearno raste sa korakom pulsa i to
do 5mV. Dakle, najbolje definisan pik je snimljen prilikom koris¢enja frekvencije od 10
Hz pri veli¢ini koraka od 5 mV i veli¢ini pulsa od 50 mV.Na Slici 28 prikazana je
zavisnost struje pika od koncentracije azitromicina, za vrednosti o€itanih sa Slike 27.
Dobijena je linearna zavisnost sa odlicnim korelacionim koeficijentom (r = 0,999). Na

ovaj nacin je konstruisana kalibraciona kriva.
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Slika 28 . Zavisnost gustine strujnog maksimuma od koncentracije azitromicina
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Linearna zavisnost struje pika od koncentracije azitromicina odredena DPV metodom,
kao $to je prikazano na Slici 28, omogucuje odredivanje vise parametara, koji su zatim
uporedeni sa odgovarajuéim parametrima dobijenim koris¢enjem HPLC-UV metode,
Sto je prikazano u Tabeli 1. Validacija DPV procedure je ostvarena odredivanjem limita
detekcije (LOD), limita kvantifikacije (LOQ) i prinosa. LOD i LOQ su racunati iz
kalibracionih krivih kao kxSD/b gde je k = 3 za LOD i 10 za LOQ, SD je standardna
devijacija i b je nagib kalibracione krive ( Nigovi¢, 2004). Dobijene vrednosti su: LOD
0,044 mg cmi LOQ 0,145 mg cm.

Test regulacije je takode izvedene sa ciljem da se proceni preciznost DPV metode. Sest
merenja su uradena sa niskim, srednjim i visokim koncentracijama azitromicina (0,075
mg cm3, 0,300 mg cm™ i 0,675 mg cm™). Srednji prinos od 99,4 % sa relativnom

standardnom devijacijom od 2,23 % su odredeni i predstavljeni u Tabeli 1.

Parametar DPV HPLC-UV
Opseg / mg cm™ 0,075 -0,675 0,0008 —0.400
Regresiona jednacina*

Nagib 13,68 5326,69
S.D. nagiba 0,442 0,48
Odsecak 14,20 2,84

S.D. odsecka 0,167 3,14
Korelacioni koeficijent 0,997 0,999
Prinos / % 99,4 101,8
SD./% 2,23 2,50

LOD / mg cm? 0,044 0,0048
LOQ/mgcm? 0.15 0.016

Tabela 1. Degradacija azitromicina pra¢ena DPV i HPLC-UV metodom
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Zavisnost struja od koncentracija (Slika 28) dobijena DPV metodom primenjena je za
odredivanje nepoznatih koncentracije azitromicina za vreme indirektne elektrohemijske
oksidacije na DSA Ti/RuOz, pod optimalnim reakcionim uslovima koji su navedeni. U
tom smislu, uzorci elektrolita su uzimani na svakih sat vremena u periodu od tri sata i
analizirani pomocu DPV metode kao §to je prikazano na Slici 29. Koncentracije
azitromicina za vreme procesa degradacije su odredivane na nac¢in kako je prikazano na
Slici 30. Naime sa voltamograma prikazanih na slici 27, oc¢itavane su struje pika, a
dobijene vrednosti su unete na kalibracionu krivu. Na taj nacin je bilo moguce odrediti

nepoznate koncentracije azitromicina koje se nalaze u elektrolitu u toku procesa

degradacije.
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Slika 29. Diferencijalno pulsni anodni voltamogrami dobijeni na GC elektrodi u
osnovnom elektrolitu (tackasta linija) i u prisustvu alikvota elektrolita uzorkovanih na
sat vremena za tri sata degradacije azitromicina na DSA Ti/RuQ:. Inicijalni potencijal 0
V, brzina promene potencijala 50 mVs?, amplituda pulsa 50 mV, vreme pulsa 0,05 s
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Slika 30. Zavisnost gustine struje u piku od koncentracije tokom tri sata degradacije
azitromicina

HPLC je zvani¢na metoda za analizu azitromicina i ova metoda obezbeduje preciznu
definiciju pika azitromicina i njegovo razdvajanje od pikova meduproizvoda (European
Pharmacopeia 5th Edition-Supplement 5.4.Council of Europe (2006); Wang i sar.,
2015). Uzorci elektrolita uzimani na sat vremena degradacije azitromicina na DSA
Ti/RuOz2, su ispitivani HPLC-UV metodom Sto je prikazano na Slici 31. HPLC analiza
elektrolita je pokazala znacCajan procenat degradacije u prvih 60 minuta
elektrohemijskog procesa. Za to vreme je skoro 50% azitromicina degradirano. Sledec¢ih
60 minuta procenat degradiranog azitromicina se smanjivao u kontinuitetu (23.3%) i
kona¢no nakon 180 minuta nije bilo makrolidnog antibiotika u elektrolitu (Slika 31).
Uporedo sa rezultatima HPLC-UV metode, dati su i rezultati DPV metode na istoj slici.
Zapaza se da je rezultat, dobijen DPV metodom za nepoznatu koncentraciju

azitromicina prilikom njegove degradacije na DSA Ti/RuOz, u skladu sa rezultatom
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dobijenim HPLC analizom i ukazuje na to da degradacioni proizvodi sli¢ne strukture ne
uti¢u na DPV odredivanje koncentracije azitromicina. Iz ovoga sledi da se DPV metoda

moze biti alternativa i dopuna hromatografskoj metodi za odredivanje azitromicina.
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Slika 31. Poredenje HPLC-UV i DPV metode za odredivanje nepoznatih koncentracija
azitromicina

Strukturno tumacenje proizvoda elektrodegradacije

Molekulske mase (i molekulske formule) proizvoda azitromicina na DSA TI/RuOz,
generisanih u 250 cm?® elektrolita odredene su pomoéu masenog spektrometra visoke
rezolucije (LC - ESI - MS instrument), kao Sto je opisano u Eksperimentalnom delu. Na
pocetku eksperimenta, pre -elektrodegradacije, u smeSi su detektovane Cetiri

komponente, dok su u prvih 60 minuta dekompozicionog procesa identifikovana 22
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proizvoda (Tabela 2). Elementalni sastavi komponenata nastalih u elektrolitu za vreme
degradacije, kao i relevantni i aktuelni literaturni podaci (Tong i sar., 2011),
omogucavaju da se pretpostave moguce strukture bar nekih elektrodegradacionih
proizvoda (Slika 32 ). Nastanak jedinjenja Mza ili Mz2b izmerene molekulske mase
734,4928 (molekulska formula Cs7H7oN2012), koje je 14 masenih jedinica lakse od
azitromicina, moze se objasniti ili eliminacijom metil grupe sa kladinoze (reakcija O-
demetilovanja, Mza) ili sa dezozamina (reakcija N-demetilovanja, M2b) (Tabela 2, Slika
32) (Tong i sar., 2011). Prema podacima dobijenim merenjem ta¢nih masa, jedinjenje
M:za ili M2b gubi vodu (reakcija dehidratacije) i daje jedinjenje Msa odnosno Mab,
molekulske mase m/z 716,4459 i pripadaju¢e molekulske formule C3sHssN2012 (Tabela
2, Slika 32). Nastajanje jedinjenja Masa ili Msb (Tabela 2, Slika 32) tumaci se ili
istovremenom reakcijom N- i O-demetilovanja (Maa) ili reakcijom bis-N- demetilovanja
(Mab) azitromicina (Tong i sar., 2011). Jedinjenje Msa ili Msb nastaje eliminacijom OH

grupe iz molekula Maa ili Masb (reakcija dehidratacije) (Tabela 2, Slika 32).

Prisustvo jedinjenja Ms, molekulske mase 591,3982, odnosno molekulske formule
CsaoHs7NO10 mozZe se objasniti uklanjanjem dezozamina iz molekula azitromicina
(Tabela 2, Slika 32) (Tong i sar., 2011). Postojanje jedinjenja Mz (molekulska masa
433,3039, odnosno molekulska formula C22H43sNO7) u smeSi  proizvoda
elektrodegradacije azitromicina objaSnjava se istovremenom eliminacijom kladinoze i
dezozamina (Tabela 2, Slika 32) (Tong i sar., 2011) i pokazuje da u elektrolitickim
reakcijama ucestvuju iskljucivo dva prstena pridruzena centralnom jezgru, dok centralni
makrolidni prsten ostaje netaknut. Jedinjenje Ms, molekulske mase m/z 562,3829 i
pripadaju¢e molekulske formule C2sHs4N209 (Tabela 2, Slika 32) moze nastati na dva
nacina: iz azitromicina, M1 (uklanjanjem kladinoze uz istovremenu eliminaciju obe
metil grupe sa atoma azota na dezozaminu) ili iz molekula Masb (uklanjanjem
kladinoze). Posto su sva tri molekula prisutna u rastvoru elektrodegradacionih
proizvoda, na osnovu primenjene tehnike ne moze se utvrditi kako nastaje jedinjenje
Ms.Da bi se protumacile strukture drugih proizvoda degradacije azitromicina i da bi se
razjasnile nedoumice, trebalo bi sprovesti LC - MS/MS i/ili LC/NMR analizu $to ¢e

biti predmet daljeg istrazivanja.
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U Tabeli 2. prikazani su rezultati LC - ESI - MS analize elektrolita sa azitromicinom i

proizvodima njegove elektrodegradacije.

Retentenciono vreme komponente Molekulska formulai Naziv alikvota u Greska
u LC — ESI - MS hromatogramu  izmerena molekulska kojem je odredena merenja DBE
(min) i izmerene m/z vrednosti masa komponente komponenta mase (ppm)
identifikovanih jona identifikovana
4,44:
384,2667, 767,5268;  789,5057; CszsH72N2013
0,123,3* 0,0 3
805,4793 (766,5191)
4,68: C22HizNO7
3,3* -0,3 2
434,3114; 456,2951 (433,3039)
4,76:
CssHesN2012
361,2458;  721,4836;  743,4665; 1,2, 3* +0,9 4
(720,4772)
759,4383
477: CagHs4N209
1,23 3% +0,2 3
282,2009; 563,3901 (562,3829)
4,80: Ca7H70N2012
1,23 3* +0,4 4
368,2536; 735,4993; 757,4819 (734,4928)
4,84:
CssH72N2012
375,2617;  749,5152;  771,4987; 0,123, 3* +1,4 4
(748,5085)
787,4737
5,12:
CssH72N2013
383,2586;  765,5100;  787,4930; 1,23 3% +1,0 4
(764,5034)
803,4684
5,31:
C29Hs5sNO1o
578,3896;  600,3664; 616,3436; 2,3,3* +0,5 3
(577,3826)
1177,7486
5,43: CasHgaN2014
2,3,3* -0,6 6
749,4435 (748,4357)
5,54: Cs7HesN2016
1,2 +0,8 6
795,4479; 833,4000 (794,4412)
5,71: C35H63N013
1,23, 3% +1,0 5
706,4365; 728,4207 (705,4299)
5,74: Cs7HesN2013
0,1,23,3* +0,7 5
749,4789; 771,4615; 787,4433 (748,4721)
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5,80: CasHes2N2012
1,2, 3,3 -0,1
703,4376 (702,4302)
5,83: C3gH7oN2013
0,1,2,3* +5,1
763,4658; 785,4767; 801,4528 (762,4878)
6,04:
CaoHs7NO1
592,4050; 614,3871; 630,3621; 1,2, 3,3 +0,8
(591,3982)
1205,7858; 1221,7551
6,19: CagHesN2014
1,2, 3,3* -1,4
177,4754:; 799,4560; 815,4359 (776,4670)
6,23: Ca7HesN2013
1,2,3,3* -0,2
747,4639, 769,4472; 785,4244 (746,4565)
6,29: CagH70N2014
1,2, 3,3 -1,2
779,4909; 817,4469 (778.4827)
. CagHgsN-O
6,36: 38MesN2U14 2.3 3* +0,5
777,4740; 815,4328 (776,4670)
6,44: CasHesNO13
0,123, 3 +2,4
720,4511; 742,4343; 758,4114 (719,4456)
6,53: CasHsaN2012
1,2, 3,3* +2,1
717,4516 (716,4459)
6,93: Ca7Hs7NO14
1,2, 3,3* +1,5
750,4623 (749,4561)
7,00: CseHesNolz
1,2, 3,3 +0,8
704,4574; 726,4346 (703,4506)

Tabela 2. Molekulske mase (i molekulske formule) proizvoda elektrodegradacije
azitromicina na DSA TI/RuOz odredene masenom spektrometrijom visoke rezolucije
(Legenda: 0 — pocetak procesa; 1 - posle 20 minuta; 2 - posle 40 minuta; 3 - posle 60

minuta, 3* - posle 60 minuta (10 puta razblazeni uzorak rastvora) ; DBE- broj

nezasic¢enja (ekvivalenti dvostruke veze)).
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Slika 31. Moguce hemijske strukure nekih proizvoda nastalih u procesu
elektrohemijske degradacije azitromicina
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ZAKLJUCAK

Proucavanje degradacije amoksicilina 1 azitromicina primenom razli¢itih fizi¢ko-
hemijskih metoda u vodenoj sredini obuhvatilo je kao prvo ispitivanje procesa fotolize,
adsorpije i fotokatalize amoksicilina u prisustvu nanokristalnog TiO2 kao
fotokatalizatora. Na osnovu dobijenih rezultata izvrSena je optimizacija i poredenje
fotokatalitickog procesa u dejonizovanoj vodi. U drugom delu doktorske disertacije
proucavano je ponaSanje azitromicina primenom indirektne elektrohemijske degradacije
na DSA Ti/RuO:z elektrodi u elektrolitu koji sadrzi NaCl. Na osnovu rezultata

ispitivanja do kojih se doslo moze se zakljuciti sledece:

1.Rezultati fotolize i adsorpcije amoksicilina do kojih se doslo pokazali su
neznatan pad pocetne koncentracije amoksicilina koji je manji od 5%. Fotokataliza je u
trajanju od 210 min pokazala gotovo potpunu degradaciju aktivne materije (> 99 %).

2. Za opisivanje kinetike procesa razgradnje koriS¢ena je Langmuir-
Hinshelwood-ova jedna¢ina. Konstanta brzine reakcije pseudo prvog reda, k (min),
odredena je za svaki eksperiment 1 koriS¢ena kao mera fotokataliticke efikasnosti.

3. Rezultati ispitivanja uticaja koncentracije nanokristalnog TiO2 na kinetiku
procesa fotokataliticke razgradnje u dejonizovanoj vodi su pokazali da se maksimum
brzine fotokataliticke razgradnje dostiZe pri koli¢ini katalizatora od 2,0 g dm=.

4. Fotodegradacija amoksicilina je proucavana za pet razli¢itih pH vrednosti.
Rezultati ispitivanja uticaja pH vrednosti na kinetiku fotokatalize amoksicilina u
dejonizovanoj vodi su pokazali da se proces sporije odvija pri vrednostima pH bliskim
izoelektri¢noj tacki. Veéi procenat degradacije u kiselim uslovima u poredenju sa
neutralnim uslovima mogu da se objasne hidrolizom antibiotika. Povecanje degradacije
sa povec¢anjem pH rezultat je intenzivnijeg formiranja hidroksi radikala pri visSim pH i
hidrolizi antibiotika.Konstanta brzine fotokatalitickog procesa pri pH 3 iznosi k=14,6
mint, dok je proces neznatno brzi u baznoj sredini (pri pH 11 iznosi k = 19,2 min-1).

5. Uticaj pocetne koncentracije soli na kinetiku fotokatalize amoksicilina u
dejonizovanoj vodi su pokazali da neorganski anjoni, kao $to su CI" i SO4?*, inhibiraju
proces razgradnje, Sto se objasSnjava elektrostatickim interakcijama izmedu povrSine

fotokatalizatora i dodatih anjona.
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6 . IzraCunata konstanta brzine degradacije amoksicilina pri dodavanju
etanola u reakcionu smeSu u dejonizovanoj vodi je pokazala smanjenje brzine dva puta,
Sto implicira da radikali ‘OH igraju glavnu ulogu u fotodegradaciji amoksicilina.

7. Jonska hromatografija je otkrila formiranje NH4*, NOs" i SO4% anjona, kao
rezultat degradacije amoksicilina. Rezultati su pokazali da je nakon 210 min
fotokataliticke degradacije, oko 11,2% azota i oko 30,4% sumpora transformisano.

8. Stepen mineralizacije odreden je primenom jonske hromatografije i TOC-
a. Utvrdeno je da je nakon 210 min fotokataliticke degradacije amoksicilina oko 11,2%
azota je prevedeno — oko 8,8% NH4" jone i 2,4% u NOz™ jone. Takode, oko 30,4%
sumpora je bilo mineralizovano. Analiza sadrzaja ukupnog organskog ugljenika
pokazala je da je nakon potpune razgradnje amoksicilina, stepen njegove eliminacije
iznosio 47% u dejonizovanoj vodi. Zakljuduje se da su brzine nastajanja SO4%~ i NO3™ i
NH4" jona, odnosno nestajanja organski vezanog ugljenika manje u odnosu na brzinu
razgradnje osnovnog jedinjenja, Sto ukazuje na formiranje intermedijera koji sadrze
sumpor i/ili azota.

9. Kataliticko svojstvo nanokristalnog TiO2 uporedeno je sa P25 katalizatorom
1 nadeno je da nanokristalni TiO2 ima sli¢na katalizatorska svojstva kao P25 pri reakciji

degradacije amoksicilina.

10. Po prvi put je uspesno izvedena elektrokataliticka degradacija azitromicina
indirektnom oksidacijom na dimenzionalno stabilnoj Ti/RuOz anodi. lzvrSena je
optimizacija parametara za vreme indirektne elektrohemijske oksidacije azitromicina i
ustanovljeni su optimalni uslovi za koncentaraciju NaCl, primenjenu struju i
koncentraciju azitromicina.

11. DPV metodom na GC elektrodi je odredjeno 9 izabranih koncentracija
azitromicina u istom elektrolitu ukome je izvrsena njegova degradacija. Konstruisana je
kalibraciona kriva sa odlicnim koeficijentom korelacije (R= 0.999) koja je omogucila
odredivanje nepoznatih koncentracija azitromicina za vreme procesa degradacije.

12. Rezultati dobijeni DPV metodom za odredivanje koncentracija azitromicina
prilikom njegove degradacije su uporedivani sa rezultatima dobivenim zvani¢nom
HPLC metodom i ukazuju na to da DPV  moze biti alternativa i dopuna

hromatografskoj metodi za odredivanje azitromicina. Analiza elektrolita obema
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metodama pokazala je =znaCajan procenat degradacije u prvh 60 minuta
elektrohemijskog procesa. Za to vreme 50,3% azitromicina je degradirano. U sledec¢ih
60 minuta procenat degradacije azitromicina je neprekidno opadao do 23,3% i nakon
180 minuta nije bilo makrolidnog antibiotika u elektrolitu.

13. Pretpostavljeni proizvodi elektrodegradacije azitromicina su identifikovani
koris¢enjem kombinovane spregnute tehnike LC - ESI - MS identifikovana su 22

proizvoda i predloZen je mehanizam degradacije.
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