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Abstrakt V praci jsou shrnuty vysledky aerobni biologické
rozloZitelnosti ~ Sesti  vybranych  G&innych latek  b&znych
farmaceutickych ptipravkd. Jedna se o paracetamol, kyselinu
acetylsalicylovou, dioktylsulfosukcinat  sodny, difenhydramin
hydrochlorid, amantadin hydrochlorid a dexpanthenol. Tyto latky
byly podrobeny tiem rliznym testim biologické rozlozitelnosti podle
nasledujicich norem: CSN ISO 10707, CSN ISO 14593 a CSN EN
ISO 9888. Kyselina acetylsalicylovd se projevila jako snadno
biologicky rozlozitelnd za podminek vSech zkousek, dale byly
rozloZeny paracetamol, dioktylsulfosukcinat sodny a dexpanthenol.
Difenhydramin hydrochlorid ani amantadin hydrochlorid rozkladu
nepodlehly.

Kli¢ova  slova  Biodegradabilita,  paracetamol,  kyselina
acetylsalicylovd,  dioktylsulfosukcinat sodny, difenhydramin
hydrochlorid, amantadin hydrochlorid, dexpanthenol, CSN ISO
10707, CSN ISO 14593, CSN EN ISO 9888

1. UvoD

Léciva predstavuji Sirokou a riznorodou skupinu latek, kterda ma
nepfeberné mnozstvi vyuziti pii 1écbé ¢&i prevenci rlznych
onemocnéni. Jejich neustaly ptisun do zivotniho prostiedi a vysoka
odolnost proti biodegradaci vSak muze vést k akumulaci rezidui
farmaceutickych pfipravkia v zivotnim prostfedi, coz vyvolava
obavy z jejich negativniho piisobeni na ekosystém. Zbytky 1é¢iv
znedist'uji predevsim odpadni vody, do nichZ pronikaji jednak po
vylouceni z téla, nebo napiiklad vymyvanim lokaln¢ aplikovanych
I¢ki z ktze pfi koupani, ¢i jejich nezodpovédnou likvidaci
splachovanim do kanalizace.

V odpadnich vodach se mohou farmaka vyskytovat nejen jako
primarni latka, ale také ve formé& riznych metabolickych
meziproduktt, které vznikaji v lidském organismu. B&hem procesu
¢isténi odpadnich vod dochazi k dal$im chemickym i biologickym
zménam téchto latek, avSak mnohdy nelze ocekavat jejich Uplné
odstranéni, jelikoz byvaji vysoce perzistentni. Mnoha rezidua 1é¢iv
tak mohou kontaminovat povrchové vody a dostavat se i do dalSich
slozek zivotniho prostredi.

Cilem této préace bylo posoudit aerobni biologickou rozloZitelnost
Sesti vybranych IéCivych latek, které maji rozdilné vyuziti
v medicing. Testovany byly paracetamol, kyselina acetylsalicylova,
dioktylsulfosukcinat sodny, difenhydramin hydrochlorid, amantadin
hydrochlorid a dexpanthenol. Biologicky rozklad byl sledovan dle
tii riznych standardizovanych laboratornich postupti, liSicich se
zejména svym degradaénim potencidlem. Jednd se o BSK test dle
CSN ISO 10707, CO, headspace test (zkricend HS test) dle CSN
ISO 14593 a 0 ZW test dle CSN EN 1SO 9888.

2. BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

Biologicka rozloZitelnost organickych latek nezavisi pouze na jejich
molekularni struktufe, ale také na dalSich dulezitych parametrech,
jako je napf. zkuSebni prostfedi, zdroj a koncentrace
mikroorganismti inokula a jeho pfipadna adaptace, koncentrace
zkousené latky, doba testovani apod. Vsechny tyto faktory ovliviiuji
vysledky natolik, Ze neni mozné definovat univerzalni metodu, ktera
by piesné odpovidala skuteénym environmentalnim podminkam. Od
vysledki zkousek se vyzaduje, aby ptedpovédély biologickou
rozloZitelnost danych slougenin v piirodnim ¢i umélém vodnim
prostiedi. K ziskani vypovidajici piedpovédi by mély zkousky do
ur¢ité miry simulovat tato prostiedi, kde obvykle panuji velmi
odlisné podminky, a proto je potieba mit k dispozici dostateény
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pocet riznych normovanych zkuSebnich metod, které tyto rozdily
odrazeji, aby byl umoznén vybér metody, jez nejvérnéji modeluje
realny systém. (TNI CEN ISO/TR 15462 2013)

2.1 Zkusebni metody biologické rozloZitelnosti

Testy aerobni biologické rozloZitelnosti nejsou rovnocenné. Rozdily
spocivaji predev§im v hustot¢ mikroorganismii, koncentraci
zkouSenych latek a zkuSebnich dobach. (TNI CEN ISO/TR 15462
2013) Pro sledovani biodegradability 1é¢ivych latek byly vybrany tii
normované metody, a to metoda stanoveni biochemické spotieby
kysliku (BSK test), metoda stanoveni anorganického uhliku v t&sné
uzavienych lahvickach (HS test) a Zahn-Wellensova metoda (ZW
test).

BSK test vychazi z normy CSN ISO 10707, ktera specifikuje tuto
metodu pro hodnoceni Uplné biologické rozlozitelnosti organickych
latek o dané koncentraci aerobnimi mikroorganismy ve vodnim
prostiedi. Biologicky rozklad je sledovan po dobu 28 dni
stanovenim ubytku rozpusténého kysliku v lahvic¢kach se zkousenou
latkou korigovany soubézné provadénym slepym pokusem. Pfi této
metod¢ se pouziva nizka koncentrace inokula, v naSem piipadé byl
pouzit odtok z dosazovaci nadrze UCOV Praha, obsah lahvicek se
nemicha ani neprovzdusiiuje, a proto ma tato metoda pomérné nizky
degradaéni potencial. (CSN ISO 10707 1996)

HS test vychézi ze dvou na sobé nezéavisle publikovanych metod pro
hodnoceni  biologické  rozlozitelnosti ~ méfenim  produkce
anorganického uhliku v uzavienych lahvickach, které byly
vytvofeny autory v Nizozemsku (Struijs and Stoltenkamp 1990) a ve
Velké Britéanii (Birch and Fletcher 1991). Tyto metody byly v roce
1995 spojeny do jedné normy (ISO 14593) Mezinarodni organizaci
pro normalizaci. Rozklad se sleduje po dobu 28 dni a testy se
inokuluji smésnou kulturou mikroorganismti, v naSem ptipad¢é byl
pouZit aktivovany kal z UCOV Praha. (CSN ISO 14593 2005)

ZW test vychazi z evropské normy CSN EN ISO 9888 a hodnoti
aerobni biologickou rozloZitelnost organickych latek ve vodnim
prostiedi. Biologicky rozklad se sleduje po dobu 28 dni
a vyhodnocuje se z ibytku koncentrace rozpusténého organického
uhliku (DOC) na zacatku a na konci zkousky. Pfi této metod¢ se
pouziva vysoka koncentrace inokula, a proto ma tento test vysoky
degradacéni potencial, v naSem piipadé byl pouzit aktivovany kal
zUCOV Praha. JelikoZ podminky ustanovené vtomto testu se
nejvice priblizuji prostfedi na Cistirnach odpadnich vod, mize byt
tento test pouZit Kkureni skute¢né biologické rozlozitelnosti
chemickych latek, coz OECD nazyva ,potencidlni biologicka
rozlozitelnost*. (CSN EN ISO 9888 2000)

2.2 Kritéria biologického rozkladu

Stupeni biologického rozkladu mtize v ptipadé sledovani ubytku
DOC dosahnout az 100 %. Pfedpoklada se vsak, ze za omezujicich
jednorazovych podminek zkou$ek nelze ocekavat rozklad ze 100 %,
proto bylo pfijato kritérium pro Uplny nebo priméarni biologicky
rozklad, které odpovidd minimaln¢ 70 % ubytku DOC b&hem
28 dni. ZkuSenosti v3ak ukazuji, Ze v realném prostiedi byva tato
mira obvykle piekroéena. (TNI CEN ISO/TR 15462 2013)

Ve zkouskach zaloZenych na BSK a produkci CO, je stupeii
biologického rozkladu vzdy nizsi, nez u sledovani ubytku DOC.
Dtvodem je, ze metabolismus bakterii vyuziva ¢ast organického
uhliku zkou3ené latky pro biochemickou oxidaci, pfi které vznika
CO,, zatimco z jinych frakci je syntetizovana nova biomasa nebo
organické metabolické produkty. Tyto frakce nejsou oxidovany
a nepfispivaji k produkci CO,, ale podili se na GpIném biologickém
rozkladu. Podil organického uhliku, ktery se pfeméfiuje na bunéény

material, zavisi na mnoha riznych faktorech, proto nelze pfijmout
jednu hodnotu, ktera by spliiovala pozadavky na obecné kritérium.
Zkusenosti z mnoha laboratofi vedly v soucasné dob¢ k pouzivanym
a prijatym kritériim pro snadny biologicky rozklad, a to dosazeni
minimalné 60 % stupné biologického rozkladu. (TNI CEN ISO/TR
15462 2013)

3. TESTOVANE LATKY

Pro testovani aerobni biologické rozloZitelnosti bylo vybrano
celkem Sest v medicing b&zné vyuzivanych 1&Civych latek, patticich
do riznych anatomicko-terapeuticko-chemickych skupin, a to:
paracetamol, kyselina acetylsalicylova, dioktylsulfosukcinat sodny,
difenhydramin hydrochlorid, amantadin hydrochlorid
a dexpanthenol. Tyto latky byly zvoleny s ohledem na jejich dobrou
finan¢ni dostupnost a rozpustnost ve vodé.

3.1 Paracetamol

Paracetamol (4-acetaminofenol) je Siroce pouZivané neopioidni
analgeticko-antipyretické ucinky jsou srovnatelné s aspirinem,
v zaZzivacim traktu je vSak oproti aspirinu mnohem lépe snaden,
neovlivituje krevni srazlivost, ani hladinu kyseliny mocové ¢i
krevniho cukru. (Lincovd and Farghali 2007) Strukturni vzorec
paracetamolu je znazornén na obrazku 1.

HO
CH,

NH O
Obrazek 1: Paracetamol

3.2 Kyselina acetylsalicylova

Kyselina acetylsalicylova (aspirin) je zéakladni nesteroidni

rovnéZz pouzit jako antiagrencium. Pfi chronickém uzivani mize
snizit pravdépodobnost vyskytu infarktu myokardu a nahlé smrti
U pacientll s nestabilni anginou pectoris. Epidemiologické studie
ukazaly, ze dlouhodoba 1écba kyselinou acetylsalicylovou rovnéz
vyrazné sniZuje vyskyt kolorektalniho karcinomu. (Lincovd and
Farghali 2007) Naobrazku?2 je zobrazena struktura kyseliny
acetylsalicylové.

@) OH
N

O\‘/O
CHj3
Obrazek 2: Kyselina acetylsalicylova

3.3 Dioktylsulfosukcinat sodny

Dioktylsulfosukcinat sodny (strukturni vzorec viz obrazek 3) patii
mezi aniontové tenzidy, které se pro jejich povrchové aktivni
vlastnosti pouZivaji v kosmetice, textilnim a koZedéIném primyslu
ak vyrobé fotografii a plasti. V potravinaiském prumyslu se
pouziva jako emulgator E480 a v 1ékaistvi jako podptrné laxativum
(projimadlo). (Gregorova et al. 1999; Obcanské sdruzeni Zdrava
potravina 2015)
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Obrazek 3: Dioktylsulfosukcinat sodny
3.4 Difenhydramin hydrochlorid

Difenhydramin hydrochlorid (strukturni vzorec viz obrazek 4) se
pouziva jako antitusikum a antihistaminikum pro lokalni aplikaci se
sedativnim a anticholinergnim u¢inkem. Zmirfiuje kasel tlumivym
pusobenim pfimo v prodlouzené miSe, anticholinergnim G¢inkem
uvolfiuje kie¢ malych bronchu, tlumi nosni sekreci a sekreci slz.
Podava se ke zmirnéni zachvatt kasle pfi zanétlivych onemocnénich
hornich cest dychacich, pfi akutni nebo chronické bronchitide,
ptipadné téz pfi kasli kufdkd a pomocné pfi pertusi. (Lincova and
Farghali 2007)

cr

Obrazek 4: Difenhydramin hydrochlorid
3.5 Amantadin hydrochlorid

Amantadin hydrochlorid (strukturni vzorec viz obrazek 5) se
pouzivad jako antivirotikum k 1é¢b& a prevenci onemocnéni
zpisobeném viry chiipky. Je ucinny proti tfem antigennim
podtyptim chfipky A a jen malo ucinny proti chfipce typu B.
Amantadin se rovnéz miize vyuzivat jako antiparkinsonikum, kdy
pusobi vlivem zvySeného uvoliiovani dopaminu. Nemize byt vSak
uzivan dlouhodobg, protoze se jeho dopaminergni u¢inek nejpozdéji
do Sesti mésict ztraci. M4 vSak mirnéjs$i nezadouci udinky nez
ostatni dopaminergni 1é¢iva. (Lincova and Farghali 2007)

H,oN
HCI

H,
1, -.,'IIH

H
Obrézek 5: Amantadin hydrochlorid

3.6 Dexpanthenol

Dexpanthenol (D-panthenol) patéi mezi vitaminy skupiny B a je
soucasti koenzymu A. Velmi snadno se vstiebava skrze kiizi, kde se
rychle pfeméiiuje na pantothenovou kyselinu. Samostatné se
pouziva, chceme-li podpofit regeneraci bunék sliznic nebo kuize,
déle pfi stfevni atonii (ztrata napéti a hybnosti svali) a neuropatiich.
Podava se naptfiklad ve form¢ tablet jako podptirna lécba pfi
zanétlivych onemocnénich hornich cest dychacich. V dermatologii
se dexpanthenol obvykle aplikuje pfimo na pokoZku a pouZiva se
hlavné ke zvlhcovani audrzovani meékkosti a elasticity kize.
Zrychluje a zefektivituje hojeni otevienych poranéni a poméha pii
16¢b& a pééi o popdleniny a jizvy. (Ebner et al. 2002; Lincova and
Farghali 2007). Struktura dexpanthenolu je znazornéna na obrazku
6.

OH

HO NH__~_-OH

H;C CH; O
Obrazek 6: Dexpanthenol

4, VYSLEDKY A DISKUSE

Vsech Sest vybranych 1éCivych latek bylo podrobeno testim na
aerobni biologickou rozloZitelnost pomoci tfi vySe zminénych
normovanych metod.

4.1 BSK test

Vysledky sledovani biologické rozloZitelnosti testovanych latek
metodou BSK v uzavienych lahvic¢kach jsou uvedeny na obrazku 7.
Méieni bylo provadéno ve trech nezavislych testech a Zzadna
z testovanych latek neprokédzala inhibi¢ni vliv. Jako snadno
biologicky rozlozitelnd latka se projevila pouze kyselina
acetylsalicylova, ktera se jiz po 7 dnech testovani rozlozila ze 60 %.
Ostatni latky nelze na zakladé BSK testu klasifikovat jako snadno
biologicky rozlozitelné. U zadné z téchto latek nebyl dosaZen ani
20% stupeil biologického rozkladu.

— 100%

&

a8

BO% e eeeeedearesssrssanees *

3 TS TTTLILRRLIIEE e

B e

=

5 60% e

— "

o

S

3 40%

o

o

o

= 20%

2 e ——————

z ——g =T =%

2 0% W———mmmegpe==== -r

@ 0 7 14 21 28

¢as [d]

=W=Paracetamol + & Kyselina acetylsalicylova
=a=Dioktylsulfosukcindt sodny =¥ Difenhydramin hydrochlorid
<=Amantadin hydrochlorid =~ <@ Dexpanthenol

Obrazek 7: Kiivky biologického rozkladu testovanych latek béhem
BSK testu

4.2 HS test

Na obrazku 8 jsou wuvedeny vysledky méfeni biologické
rozlozitelnosti metodou stanoveni anorganického uhliku v tésné
uzavienych lahvi¢kach. Méfeni bylo provadéno ve tfech nezavislych
testech a zadna z testovanych latek neprokazala inhibiéni vliv. Tento
test ma oproti BSK testu vyssi degradaéni potencial, takze mizeme
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pozorovat drobné zmény v rychlosti a stupnich rozkladu
ujednotlivych latek. Opét se projevila snadnd biologicka
rozlozitelnost u kyseliny acetylsalicylové, ktera byla jiz po 7 dnech
testovani rozlozena z 85 %. Dale doSlo k rozkladu u dexpanthenolu
a dioktylsulfosukcinatu, u téchto dvou latek se ovSem projevila delsi
lagova faze a biologicky rozklad se iniciovat mezi 7. a 14. dnem po
adaptaci mikroorganismti na substrat. Rozklad paracetamolu se
pohyboval po celou dobu testovani v rozmezi 30 % — 40 %, coz
stale nesta¢i na oznafeni této latky za snadno biologicky
rozlozitelnou. B&hem testovani bylo téméf ve vSech lahvickach
pozorovano hnédé zabarveni o rizné intenzite, coz si lze vysvétlit
jako vznik dale obtizné rozlozitelnych meziprodukti 4-aminofenolu
a hydrochinonu (Zhang et al. 2013). Ve dvou lahvi¢kach, které
zustaly Ciré, byl po analyze zjistén rozklad pfiblizné ze 70 %.
Protoze se vsak jednalo jen o malé mnozstvi lahvicek, byly tyto
hodnoty z grafu vylouCeny. Potvrzuje to ovSem potencialni
biologickou rozlozitelnost paracetamolu s vybérem vhodnych
mikroorganisma. U difenhydramin hydrochloridu ani amantadin
hydrochloridu nebyl pozorovan zddny rozklad béhem testovani, ¢ili
tyto latky nelze na zakladé tohoto testu povazovat za snadno
biologicky rozloZitelné.

glﬂﬂ% ....... Weresenrneennas onnenraeeneet *

a L AR == = oSSR ITD

2 80% » - -+

] /e

= - P "

5 6o% ; »

o 3 ’

S

X 40%

E‘ = /

°

2 20%

e

@

-

§ 0% - —% X
14 21 28

cas [d]

«B~Paracetamol + # Kyselina acetylsalicylova
=a=Dioktylsulfosukcinat sodny =X Difenhydramin hydrochlorid

=#=Amantadin hydrochlorid =@ Dexpanthenol

Obrazek 8: Kiivky biologického rozkladu testovanych latek béhem
HS testu

4.3 ZW test

Vysledky méfeni biologické rozloZitelnosti Zahn-Wellensovou
metodou jsou uvedeny na obrdzku 9. Méfeni bylo provadéno
vedvou nezavislych testech a Zadnd z testovanych latek
neprokazovala inhibi¢ni vliv. ZW test ma ze vSech tii testti nejvyssi
degradacni potencial, a biologickému rozkladu dle ocekavani opét
podlehla  kyselina  acetylsalicylova, dale i dexpanthenol
a dioktylsulfosukcinat sodny, u nichz se Uplny rozklad projevil jiz
po 7 dnech testovani. U dexpanthenolu byla sledovana delsi lagova
faze do 4. dne testovani.

JiZ po prvnim tydnu testovani byl za podminek tohoto testu rozlozen
i paracetamol, coz potvrdilo jeho potencialni biologickou
rozlozitelnost. Po nékolika dnech vSak byla pozorovana vyrazna
zména barvy aktivovaného kalu z pivodni svétle hnédé na tmave
hnédocervenou, coz bylo pravdépodobné zplsobeno adsorpci
metabolickych meziprodukti paracetamolu na povrch vlocek
aktivovaného kalu.

Amantadin  hydrochlorid ani  difenhydramin  hydrochlorid
nepodlehly  dostateénému  biologickému  rozkladu.  Pouze
u difenhydraminu byl 28. den testovani nepatrné zvySen stupeni
rozkladu na 18 %, coz ovSem stale nesta¢i na oznaéené této latky za
potencialné biologicky rozlozitelnou za podminek ZW testu.
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Obrazek 9: Kiivky biologického rozkladu testovanych latek béhem
ZW testu

« ¢ Kyselina acetylsalicylova

5. ZAVER
Z vysledku této prace vyplyva, Ze za biologicky rozlozitelné latky
Ize  povazovat  kyselinu  acetylsalicylovou,  paracetamol,
dioktylsulfosukcinat sodny a dexpanthenol. Oproti tomu

difenhydramin hydrochlorid a amantadin hydrochlorid vykazovaly
proti biodegradaci zna¢nou odolnost.

Kyselina acetylsalicylovd byla klasifikkovana jako snadno
biologicky rozlozitelnd sloucenina. V BSK testu byla odstranéna
280 % abchem HS testu a ZW testu doslo k jejimu tGplnému
rozkladu na oxid uhli¢ity a vodu.

Paracetamol se projevil jako potencialné biologicky rozlozitelny. Za
podminek BSK testu byl rozlozen pouze ze 13 %, pii HS testu se
jeho rozklad zvysil na 38 %. Za podminek ZW testu, které se
nejvice pfiblizuji podminkam na biologické Cistirné odpadnich vod
(COV), doslo k odstranéni paracetamolu z 99 %. Paracetamol by
tedy mohl na COV podléhat biologickému rozkladu, lze vsak
ocekavat, Ze se bude ¢ast jeho vznikajicich metabolitii sorbovat na
vlo¢ky aktivovaného kalu. Ve vodnich tocich bude pravdépodobné
po adaptaci mikroorganismid podléhat alesponi CasteCnému
biologickému rozkladu.

Dioktylsulfosukcinat sodny byl na konci BSK testu rozloZen pouze
ze 14 %, za podminek HS testu vSak vykadzal 75% stupeii
biologického rozkladu, béhem testovani ovSem projevil delsi
lagovou fazi. Za podminek ZW testu byl rozloZen uplné, lze tedy
otekavat, ze na COV bude dochazet k jeho degradaci. Ve vodnich
tocich by mohl podléhat ¢aste¢nému rozkladu.

Difenhydramin hydrochlorid a amantadin hydrochlorid nepodléhaly
Zadnému viditelnému rozkladu ani v jednom z provedenych
experimentti, proto mize dochazet k jejich vyznamnéjsi akumulaci
V zivotnim prostedi.

Dexpanthenol podléhal biologickému rozkladu u HS testu z 88 %
aza podminek ZW testu byl rozloZen Gplng. Na COV bude tedy
pravdépodobné dochazet k jeho odstranéni. Béhem BSK testu vsak
nebyl rozlozen ani z 10 %, z ¢ehoz mizeme vyvodit, ze v Cistych
vodnich tocich s nizkym mikrobidlnim osidlenim  bude
pravdépodobné biologicky stabilni.
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