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Sissejuhatus

Antibiootikumid hévitavad mikroorganisme voi pédrsivad tugevalt nende elutegevust.
Doksitsukliin on tetratsikliinide rithma kuuluv antibiootikum. Tetratsiikliine on edukalt
kasutatud nii meditsiinis kui ka veterinaarmeditsiinis rohkem kui 50 aastat. Neid on suhteliselt

lihtne ja odav toota ning nendel pole t&siseid korvaltoimeid [1].

Olmereovesi sisaldab erinevaid antibiootikume, sealhulgas doksiitsiikliini. Kuna asula
reoveepuhastusjaamade puhastusseadmete efektiivsus ravimijddkide eraldamisel on iisna
madal, siis antibiootikumid satuvad looduskeskkonda [2], [3], [4]. Keskkonnaprobleemiks on

ka reoveesete, mis sisaldab erinevaid saasteaineid ning mida kasutatakse véetisena [5].

Doksiitsiikliin nagu ka paljud teised antibiootikumid ei ole biolagunev ning seetdttu
akumuleerub  keskkonnas.  Tohusamaks  puhastamiseks uuritakse  kombineeritud
oksiidatsioonimeetodeid, nditeks puhastusprotsessi, mis koosneb fotokataliiiitilisest

oksiidatsioonist ning sellele jargnevast aeroobsest bioloogilisest to6tlusest [6].

Magistritod teostati ETF grandiprojekti ETF8978 , Toksiliste keskkonnaohtlike ainete
lagundamine vees fotokataliilisi ja bioloogilise oksiidatsiooni kombineerimisel ning Shus
fotokatalliiisiga” raames. Selleks, et uurida antibiootikumide lagunemist reovees selle

tootlemisel, on vaja médrata antibiootikumide sisaldust nii vees kui ka reoveesettes.

Kiesoleva magistrito6 pohieesmirk on tootada vilja meetod doksiitsiikliini

midramiseks aktiivmudaprotsessis nii veest kui ka aktiivmudast.



1 Kirjandusiilevaade

1.1 Doksutsiikliini omadused

Doksiitstikliin  valemiga Cj,H24N,Og, molekulmass 444,45 g/mol, on poolsiinteetiline
pikatoimeline antibiootikum, mida siinteesiti oksiitetratsiikliinist 1960. aastate alguses [5].
Doksiitsiikliin kuulub seega tetratsiikliinide rithma. Tetratsiikliinid on oma nime saanud
neljast stisivesiniku tsiiklist (joonis 1). Doksiitsiikliin on vees lahustuv (lahustuvus 630 mg/I
25 °C juures) kollane kristalne pulber [7]. Lahustub vdga hésti alkoholides, nt metanoolis ja

etanoolis, ei lahustu iildse kiillastunud siisivesinikes, nt heksaanis [8].

Olcsiitetratsiildiin Ri1=H, R2=FER3=0H
Tetratsiildiin Ri1=Fs:=H. R; =0H

NH:  Kloortetratsiiklin R1=Cl R>=OH. R:=H

Dolcsiitsiildin Fi=FR:=H. R:=0H

Joonis 1. Tetratsiikliinide (a) ja doksiitsiikliini (b) struktuurid [8]

Doksiitsiikliin esineb kolmel kujul: hiiklaat, monohiidraat ja vesinikkloriid. Doksiitsiikliin
hiiklaat muutub monohiidraadiks, kui hiiklaati lahustada vees ja neutraliseerida
naatriumhiidroksiidiga. Vesinikkloriidhappe lisamisel muutub aga doksiitsiikliin hiiklaat
doksiitsiikliin vesinikkloriidiks [9].

Tetratsiikliinidele vastavad iseloomulikud ultraviolettkiirguse (UV-kiirguse)
absorptsioonispektrid, mida pohjustavad kaks kromofoori: BCD tuumade (joonis 1)
maksimaalne lainepikkus on umbes 350 nm ja A tuuma maksimaalne lainepikkus on umbes
265 nm (joonis 2) [10].
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Joonis 2. Doksiitsiikliini absorptsioonispekter

Tetratsiikliinid Sisaldavad lokaalseid laenguid kd&ikide pH véartuste juures, saavutavad
neutraalse seisundi tsvitterioonidena (tabel 1.1) [8]. Tetratsiikliinid esinevad katioonidena pH
vadrtustel alla pKaj, tsvitterioonidena pKa; ja pKa, vahel, ning anioonidena pKa, ja pKas
vahel. Doksiitsiikliini pKa véartused on esitatud tabelis 1.2 [5]. Joonisel 3 on tetratsiikliini

vormide koosseisu soltuvus pH-st.
Tabel 1.1. Tetratsiikliinide molekulide laengud [8]

Téhistes O3, 011, 012 ja N4 nditavad numbrid aatomi positsiooni molekulis (joonis 1).

pH<pKal |pKal<pH<pKa2 pKa2<pH<pKa3 pKa3<pH
O3 laeng 0 — — _
011-012 laeng 0 0 - -
N4 laeng + + + 0
Kogulaeng + 0 - 2—

Tabel 1.2. Doksiitsiikliini pKa viirtused [5]

pKa; | 3
pKa, | 8
pKas | 9,2




Protsent, %

Joonis 3. Tetratsiikliini erinevate vormide koosseisu séltuvus pH-st [11]

Tetratsiikliinidel on palju erinevaid konformatsioone sdltuvalt keskkonnast, nt leeliselises
keskkonnas tekib vesinikside N4 ja OH12 (numbrid tdhistavad aatomi positsiooni molekulis,
joonisel 1) vahel. Neutraalsetes ja happelistes tingimustes N4 protoneeritakse, vesinikside
tekib O3-ga [8].

Vesilahuses, mille pH on vahemikus 2-6, toimub C4 po6rduv epimerisatsioon, mida
mdjutavad tsitraat-, fosfaat- ja ka neutraalsed molekulid nagu niiteks karbamiid. Ravimi
tohusus vdheneb vanusega, kuna epimeeride antimikroobne aktiivsus on palju madalam kui

lahte tetratsiikliinidel [10].

Tetratsiikliinid pérsivad bakterite valgusiinteesi seostudes bakteri 30S ribosoomiga. Sellega
inhibeeridekse aminoatsiitil-tRNA seostumist 30S ribosoom-mRNA kompleksiga ning
valkude siintees pidurdub [9]. Doksiitsiikliin aeglustab bakterite kasvu kehas ning kasutatakse
jargnevate infektsioonide puhul: kroonilise bronhiidi dgenemine, uroinfektsioon, riketsioos,
miikoplasmoos, klamiidioos, puukborrelioos, erlihhioos, koolera, taastuv tiitifus, siiiifilis,
kampiilobakterioos, tulareemia, siberi katk, katk ja akne [12], [13]. Keskmine surmav annus
on 262 mg/kg [7].

1.2 Doksiitsiikliini sisaldava reovee puhastamine

Olmereovee tootlemisel keskendutakse orgaanika eemaldamisele, kuna reovesi sisaldab suurt
hulka orgaanikat. Reoveejaamad pohiliselt sisaldavad mehaanilist, keemilist ja bioloogilist
tootlemist. Reovee puhastus algab eeltdotlusega, tavaliselt on see mehaaniline voi keemiline

tootlus. Eeltdotlusele jargneb primaarne tootlus, kus toimub selitus. Alles siis on bioloogiline
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tootlemine ning vajaduse korral lisatodtlus [14].

Paljud antibiootikumid ei metaboliseeru organismis téielikult, seega suur hulk antibiootikume
eritatakse muutumatul kujul ja satuvad seeldbi reoveejaama [15]. Uuringud on ndidanud, et
tavalised reoveejaamad eemaldavad ravimeid vaid osaliselt [2], [3], [16], [17].
Tetratsiikliinidest on doksiitsiikliini ja tetratsiikliini tuvastatud Kanada reoveejaamade
heitvetest, maksimaalsed kontsentratsioonid olid vastavalt 0,046 ja 0,977 pg/l [2]. Rootsi
reoveejaamadest on doksiitsiikliini leitud nii véljuvas heitvees kui ka mudas, erinevate
piirkondade reoveejaamade heitvetes on tuvastatud doksiitsiikliini kontsentratsioon 0,072 kuni
0,915 pg/l ning mudas kuni 1,50 mg/kg (kuivmassi kohta) [18]. Tallinna ja Tartu
reoveejaamade reoveesetetest ei ole tetratsiikliine leitud, kuid on leitud teiste antibiootikumide

jadke, suurima kontsentratsiooniga (1,52 mg/kg) oli tsiprofloksatsiin [5].

Kuna tavalised reoveepuhastid ei ole vdimelised veest korvaldama voi lagundama
tetratsiikliine, siis tuleks kasutada teisi meetodeid. Naiteks membraanfiltratsiooniga ja
aktiivsiisiadsorptsiooniga on voimalik eemaldada veest ravimijddgid, kuid saasteainet ei
lagundata vaid viiakse ile teise faasi. Seega alternatiivseks lahendiks oleksid

oksiidatsiooniprotsessid, mille kdigus toimub saasteainete lagunemine [19].

Biopuhastuse eesmirk on eemaldada reoveest lammastikku, fosforit ja orgaanilisi aineid ehk
koike, mis on biolagunev. Bioloogiline t66tlus pShineb mikroorganismide elutegevusel, mille
kaigus reovees sisalduvad orgaanilised ained muundatakse veeks, siisihappegaasiks vdi

moneks muuks gaasiks [14].

Aktiivmudaprotsess viahendab reoveest tetratsiikliinide kontsentratsioone, kuid tetratsiikliinid

ei lagune, vaid adsorbeeruvad settesse [20], [21], [22], [23].

Tetratsiikliinid ei ole kergesti biolagunevad ning adsorbeeruvad tugevalt tahkete osakeste
pinnale [20], sealjuures ka aktiivmuda pinnale [21]. Joonisel 4 on doksiitsiikliini
sorptsiooniisotermid, Cs on doksiitsiikliini kontsentratsioon tahkes faasis ja Cyq Vedelas faasis.
Settele adsorbeerunud doksiitsiikliin ei desorbeeru vette kergesti tagasi, ndhtust voib nimetada
adsorptsiooni/desorptsiooni hiistereesiks. Hiistereesindhtust voib antud juhul seletada
adsorbeerunud aine metastabiilsete olekute voi vormide moodustumisega mesopoorides ja

adsorbendi po6rdumatu deformatsiooniga sorbaadi mojul [20].


http://et.wikipedia.org/wiki/Sorptsioon
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Joonis 4. Doksiitsiikliini desorptsiooni- (o) ja adsorptsiooniisotermid (=) biosettes [20]

Joonisel 5 on doksiitsiikliini lagunemise sdltuvus ajast. Ainete lagunemisel tuleks ka arvestada
abiootiliste teguritega, seepérast tehti eksperiment ka steriilses keskkonnas. Esimestel
paevadel hakkab doksiitsiikliin suhteliselt kiirelt biolagunema, kuid siis stabiliseerub.
Steriilses keskkonnas doksiitsiikliin ei lagune voi siis laguneb véga vidhesel méaral. Katses
steriliseeriti biosetted kahel korral autoklaavis 120 °C juures 15 minutit. Kogu biosete oli
kogutud  reoveepuhastusjaamast,  kus  sekundaarseks  puhastuseks  kasutatakse

aktiilvmudaprotsessi, biosete on aeroobselt kaaritatud [20].

120
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Joonis 5. Doksiitsiikliini lagunemine steriilses (*) ja steriliseerimata (o) mudas [20]

Samuti uuringud tetratsiikliiniga nditasid, et tetratsiikliin aktiivmudas adsorbeerus olulisel
madral ja Kiiresti, kuid biolagunemist ei tdheldatud [21], [22]. Adsorptsiooni ja
desorptsiooniisotermid tetratsiikliiniga aktiivmudas on sarnased doksiitsiikliini isotermidega

biosettes (joonis 6). Joonisel 7 on aga néha, kui kiiresti tetratsiikliin adsorbeerub aktiivmutta.
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Joonis 6. Tetratsiikliini adsorptsiooni (o) ja desorptsiooni (V) isotermid aktiivmudas.

Kges desorptsiooni koefitsient ja Kags adsorptsiooni koefitsient [21]
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Joonis 7. Tetratsiikliini (TC) kontsentratsiooni viihenemine magevee (FSS) ja soolavee

(SSS) kanalisatsioonisiisteemides [22]

Adsorptsioon ja desorptsioon biosettes on diinaamiline protsess. Kui aine laguneb vedelfaasis,
siis juba adsorbeerunud osa voib desorbeeruda, et saavutada uus tasakaal. Kui desorptsioon on
voimalik, siis tthend biolaguneb. Juhul kui adsorptsioon on pédrdumatu, siis desorbeerimata
settele adsorbeerunud osa ei lagune voi akumuleerub settes. Chenxi Wu jt, (2009) uuring
nditas, et kogu adsorbeerunud doksiitsiikliin ei desorbeeru, mis tdhendab, et doksiitsiikliin

voib suurel hulgal piisida settes ja sellisel juhul ei saa kasutada mdistet poolestusaeg.

Antibiootikumid vodivad mojutada aktiivmuda olulisi parameetreid, kuid tetratsiikliini (10
mg/l) puhul ei ole tdheldatud suurt mdju aktilvmuda kontsentratsioonile (MLSS) ega ka muda

flokkide kujunemisele. Lisaks tetratsiikliin ei muuda bakterite voimet lagundada saasteainet
11



[24]. Tetratsiikliiniresistentsus mikroorganismides kasvab nii orgaanika koormuse tostmisel
kui ka mikroorganismide kasvukiiruse suurenemisel, mis tdhendab, et bioloogilised

reoveepuhastid voivad olla olulised tetratsiikliiniresistentsuse allikad [25].

1.3 Tetratsiikliinidega seotud keskkonnaprobleemid

Antibakteriaalsete ravimite tootmine ja tarbimine on aastast 1940 mitmekordistunud [26].
Samuti on kasvanud bakterite antibiootikumiresistentsus, mida voib pidada {iheks
esikolmikusse kuuluvaks ohuks tervisele [27]. Resistentsust pdhjustab laialdane ja
pOhjendamatu antibiootikumide tarvitamine [28], kuid eraldi on vilja toodud ka ravimijadke
sisaldava reoveesette voi sonnikuga vaetamine [29], [30]. Hollandis tehtud uuring, mis toimus
ajavahemikul  1970-2008, nditas, et mullabakterite hulgas on  suurenenud
tetratsiikliinresistentsusgeeni esinemissagedus umbes 15 korda ning selle pdhjuseks vaib
pidada reoveesette vOi sonnikuga védetamist [26]. Reoveepuhastusjaamades vdib leida

baktereid, millel esinevad suur hulk erinevaid tetratsiikliiniresistentsusgeene [31].

Pohjaveest on leitud 400 ng/l tetratsiikliini, pinnaveest 32 ng/l oksiitetratsiikliini ja 690 ng/I
klorotetratsiikliini. Proovid voeti lllinoisist, sigalate piirkonnast [32]. USA erinevatest
piirkondadest voetud pinnavee proovides tuvastati tetratsiikliini, oksiitetratsiikliini ja
kloortetratsiikliini keskmised kontsentratsioonid vastavalt 0,11 pg/l, 1,34 pg/l ja 0,15 pg/l
[33]. Pinnaseproovides olid palju suuremad antibiootikumide kontsentratsioonid, tetratsiikliini
oli 86-199 ng/kg [34], kloortetratsiikliini 4,6-7,3 pg/kg [34] ja oksiitetratsiikliini 305 pg/kg
[35]. Seitse kuud tagasi véetatud mulla proovides tuvastati tetratsiikliini sisaldus 65,5 pg/kg

[34], mis tdestab, et tetratsiikliinid lagunevad mullas pika aja jooksul.

Antibiootikumid satuvad looduskeskkonda erinevaid teid pidi nagu ka teised farmatseutiliselt
aktiivsed ihendid (joonis 8). Haiglatest ja kodumajapidamistest satuvad ravimijadgid
reoveepuhastusjaama, kus koiki jidke ei eemaldata. Peale selle vdib kanalisatsioonis esineda
lekkeid. Ravimijddgid ei satu ainult inimeste eritiste kaudu kanalisatsiooni, vaid ka sihiliku
kaitumise tulemusena voi lihtsalt teadmatusest, et vanu ravimeid ei tohi visata kraanikaussi
ega wc-potti. Ravimeid ei tohi ka priigikasti visata, kuna ravimijadgid voivad omakorda
sattuda priigila ndrgvee kaudu pohjavette [36]. Kariloomade sdnnik podldudel voib
vihmaveega kanduda pinnavette voi isegi pohjavette, mis tdhendab, et antibiootikumi jaagid

voivad 16puks sattuda ka joogivette.

Ulatuslik ravimireostus on leitud Indiast. Piirkonnast, kus tegutseb kiimneid

farmaatsiatehaseid. Tsiprofloksatsiini, mis on ka antibiootikum, korgeid kontratsioone leiti
12



reoveepuhastusjaama heitvees (<31 mg/l) ja ka pinnaveest, millel puudus otsene seos
puhastusjaama heitvetega [37]. Igal aastal umbes 800 tonni oksiitetratsiikliini toodetakse
Pohja-Hiinas. Tootmise heitvesi toddeltakse aktiivmudaprotsessis ning reoveejaamast
véljuvas heitvees, mis suunatakse jokke, voib oksiitetratsiikliini kontsentratsioon olla kuni 20
mg/l [38].

Kogu see ravimiteekond keskkonnas mojutab toiduahela 16pptarbijaid, sest antibiootikumid
akumuleeruvad taimedesse ja ka loomadesse. Moned uurijad on véitnud, et kui siitia korraga
kala ja kartulit koos lehtsalatiga ning korvale juua piima, siis v3ib see olla ohtlik, kuna
ilivdikestes kogustes antibiootikumide omastamine pdhjustab inimese organismis bakterite

ravimresistentsuse kujunemise [5].

Arvestades koike seda, tuleks tetratsiikliinide tarbimist reguleerida ja reoveejaamades, kus

puhastatakse tetratsiikliine sisaldavat reovett, tuleks rakendada alternatiivseid tehnoloogiaid.

Inimestel
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Joonis 8. Ravimite levimine keskkonnas [19]
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1.4 Doksitsiikliini maaramine

Tetratsiikliine saab edukalt méédrata vedelikkromatograafiaga (HPLC) kasutades erinevaid
detektoreid, nagu niiteks UV- [39], [40], fluorestsents- [41], kemoluminestsentsdetektorit
[42] ja massispektromeetrit [39], [43]. Peale vedelikkromatograafia on kasutusel ka

spektrofotomeetriline ja mikrobioloogiline meetod ning planaarkromatograafia [9], [10].

Sageli on vaja proovi enne selle analiilisimist vedelikkromatograafiga ette valmistada, selleks
on palju erinevaid voimalusi. Vedelate proovide eceltootlusena on  kasutuses
tahkefaasekstraktsioon (SPE) voi -mikroekstraktsioon, vedelik-vedelik ekstraktsioon (LLE),
lahjendus, aurustumine, destillatsioon, mikrodialiiis, liiofilisatsioon, filtratsioon,

tsentrifuugimine ja settimine [44].

Tetratsiikliinide puhul on vedelik-vedelik ekstraktsiooni raske teostada, kuna nad ei lahustu
orgaanilistes lahustites, vilja arvatud alkoholis [45]. Seetdttu on viimastel aastatel
vedelikkromatograafias olnud koige populaarsemaks proovide ettevalmistusviisiks olnud
tahkefaasekstraktsioon [44], [46]. Tahkefaasekstraktsiooni saab kasutada peale veeproovide

ka vere-, uriini-, toidu- ja pinnaseproovide puhul [39], [46].

1.4.1 Tahkefaasekstraktsioon

Tahkefaasekstraktsioonil juhitakse lahus soovimatute ja soovitud komponentide iiksteisest
eraldamiseks 14bi statsionaarse faasi. Soovimatu voi soovitud komponent jaab statsionaarsesse
faasi. Statsionaarse faasi ldbinud vedelik kogutakse voi korvaldatakse vastavalt sellele, kas
mobiilne faas sisaldab soovitud voi soovimata lisandeid. Kui statsionaarsesse faasi jadb
soovitud komponent, siis lisaetappide ja sobiva eluendiga pestakse see vilja [47]. Tavaliselt
meenutab tahkefaasekstraktsiooni kolonn siistalt (joonis 9).

Siistlatoru —»

Fritid, 20um poorid < i

Joonis 9. Tiiiipiline SPE siistalkolonn [47]
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Polaarsuse jargi liigitatakse SPE kolonnide statsionaarne faas normaalfaasiks ja poordfaasiks.

Normaalfaasiga SPE korral on statsionaarne faas polaarne ja mobiilne faas mittepolaarne.
Kogu SPE protsess koosneb viiest pohietapist. Esimesel etapil tasakaalustatakse kolonn
mittepolaarse voi veidi polaarse lahustiga. Jargmisena tuleb lisada vett voi puhvrit, mis on
sama polaarsusega nagu analiiiisitav proov, et niisutada ranioksiidpinda. Kolmandas etapis
sisestatakse alles proov. Polaarne analiilit jadb polaarsesse statsionaarsesse faasi ning
mittepolaarsed lisandid ldbivad kolonni ja viljuvad. Eelviimases etapis pestakse kolonni
mittepolaarse lahustiga ning eemaldatakse veelgi lisandeid. Lopus eclueeritakse analiiiit

polaarse lahustiga [47].

Poordfaasiga SPE korral on statsionaarne faas mittepolaarne ja mobiilne faas polaarne.
Madala polaarsuse tdttu tekib hiidrofoobne efekt, statsionaarses faasis derivatiseeritakse
siisivesinikahelad. Analiiiit elueeritakse mittepolaarse lahustiga, mis segab analiiiidi ja

statsionaarse faasi vastastikust maoju [47].

loonvahetusega SPE pohineb elektrostaatilisel vastasmdjul analiiiidi ja statsionaarses faasis
olevate lactud osakeste vahel. Selleks, et ioonvahetus toimuks, peab pH viairtus olema selline,
kus molemad on laectud. Vastavalt sellele, kas sorbendi funktsionaalrihm on laetud
positiivselt vOi negatiivselt, liigitatakse sorbente anioonvahetus- ja
katioonvahetussorbentideks. Tugevad anioonvahetussorbendid sisaldavad kvaternaarseid
lammastikke (ammooniumrithmi), milledel on piisivad positiivsed laengud vesilahustes, ning
ndrga anioonvahetussorbentides on amiinrithmad, mis on laetud, kui pH on alla 9. Analiiiiti
elueeritakse lahusega, mis neutraliseerib kas analiilisitava, sorbendi v0i mdlema
funktsionaalrithma laengud. Tugevad Kkatioonvahetussorbendid sisaldavad alifaatset
sulfoonhapperiihma, mis on  vesilahuses alati  negatiivselt laetud.  Norgad
katioonvahetussorbendid sisaldavad alifaatseid karboksiiiilhappeid, mis on laetud, kui pH on

suurem kui 5 [47].

SPE-1 on palju eeliseid. Pohiline funktsioon on ileliigsete {ihendite eemaldamine proovist,
mis voivad kvantitatiivset analiiiisi segada. Néiteks kromatogrammil voib olla liiga palju piike
ja samuti voivad korvalised ained pdhjustada seadme seiskumist. Joonisel 10 on niidatud,
milline on kromatogramm SPE kasutamiseta ja kasutamisega. Ilma segavate faktoriteta saab

piike integreerides palju tdpsemad tulemused [47].
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Joonis 10. Kromatogrammid enne (a) ja pdrast (b) SPE kasutamist [47]

Massispektromeetri elektropihustus-ionisatsiooni (ESI) puhul v&ib proovi keeruka koostise
tottu olla signaali tugevus madal voi isegi olematu. Joonisel 11 on ndha, kuidas SPE-ta proov
voib anda tunduvalt vdiksema tulemuse tegelikkusest. Proovi koostise tottu voib signaal ka
tugevneda, aga mdlemal juhul SPE kasutamine korvaldab need probleemid ja analiiiisi

tulemus on tdpsem [47].
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Joonis 11. Massispektromeetri detektori signaal enne (a) ja pirast (b) SPE kasutamist [47]

Kuna SPE tdidis on pdohimotteliselt kromatograafiline pakkematerjal, siis SPE-d saab
kasutada ka erinevate fraktsioonide eraldamiseks. Tanu polaarsusele on vdimalik eraldada
lahusest erinevaid ilihendite klasse: polaarsed ja mittepolaarsed. Neid eraldades on lihtsam

jatkata analiiiisi [47].

SPE suureks eeliseks on ka kontsentreerimise vdimalus. Proovides vdib analiitidi
kontsentratsioon olla nii madal, et kasutatava seadmega ei saa selle kontsentratsiooni méérata.
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SPE-ga saab analiiiidi kontsentratsiooni tosta seadmele sobilikuks ning vastavate arvutustega

leida algne kontsentratsioon [47].

Oma struktuuri tottu tetratsiikliinide SPE-l1 on palju erinevaid variante. Mittepolaarne
molekuli piirkond véimaldab kasutada poordfaasi C18 voi poliimeerset sorbenti, aga D tuuma
aromaatse piirkonna jaoks sobivad feniiiilsed SPE sorbendid. Tetratsiikliinide karboniiiil-,
hiidroksiiiil- ja aminorithmadega voimaldavad koostoimet nii aminopropiil- kui ka
tsiilanorithmadega SPE kolonnid [8]. Uurimustodde jargi on parimaks osutunud Oasis HLB
kolonnid [48], [49], [50], kuid puhtam ekstrakt saadakse Strata-XL-CW kolonne kasutades,
kuna need voimaldavad 100% orgaanilist pesu [39], [51].

1.4.2 Probleemid doksiitsiikliini analiiiisil

Tetratsiikliinid moodustavad multivalentsete katioonidega kelaatkomplekse, kelaatimisel voib
osaleda A tuum voi BCD tuum [8], (joonis 12). Sellised kompleksid vdivad pohjustada
spektriribades korvalekaldeid. Tetratsiikliinid vdivad moodustada palju erinevaid kelaate,
nende arv ja liigid soltuvad pH-st voi lahuses olevast metallist, lisaks kaituvad erinevad

tetratsiikliinid samades tingimustes erinevalt [8].

Joonis 12. Doksiitsiikliini kromofoorid [8)

Tetratsiikliinid lahustuvad vees paremini, kui mdnes muus orgaanilises lahuses, vilja arvatud
alkoholis. Kdige levinum puhversiisteem, mida kasutatakse tetratsiikliinide ekstraheerimiseks,
on Mcllvaine/EDTA. Puhver to6tab pH vahemikus, kus tetratsiikliinid on tsvitterioonsed [8].
Kuna tetratsiikliinidel on suur kalduvus kelaatkomplekse moodustada, siis vdib see segada
ekstraktsiooniprotsessi. Bioloogiline maatriks v3ib sisaldada kahevalentseid ioone, mis
segavad tetratsiikliinide analiilisi. Nende vastasmojude elimineerimiseks on vaja lisada
ekstrahenti ainet, mille afiinsus nende metalliioonide suhtes on tetratsiikliinidest suurem.
Koige sagedamini kasutatakse EDTA-d [8].

Kromatograafias on probleeme tetratsiikliinide piikidega, kuna koostoime silanoolide ja
metallidega, mis esinevad rinidioksiidi pakkematerjalil, pohjustab piigi ,,sabatamise®. Piigi
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sabatamine aga véhendab lahutusvdimet ja halveneb avastamispiir. Selleks, et silanoolide
mdju vidhendada ja korvaldada metallid, kasutatakse kromatograafias mobiilses faasis
oblikhapet ja sipelghapet. Tetratsiikliinide ultraviolettneelduvust {ildiselt méarataksegi
happelises lahuses, lainepikkusel 350-365 nm, kuna hape kaitub ionisatsiooni pérssiva ainena,

viahendamaks segatiiiipi eraldamise mehhanismide esinemist [8].
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2 Eksperimentaalne osa

Kéesoleva magistritod eesmirk oli tootada vélja meetod doksiitsiikliini madramiseks reoveest

ja aktiivmudast.

Esimeses etapis uuriti tahkefaasekstraktsiooni. Kuna kirjandusallikatest ei olnud v&imalik
leida andmeid strata-XL-CW kolonnide kasutamisest tetratsiikliinide puhul, siis tuli erinevate
kirjandusallikate pohjal meetodeid kombineerida ja leida strata-XL-CW kolonnidele
optimaalsed tingimused. Teises etapis uuriti doksiitsiikliini ekstraktsiooni aktiivmudast.

Katseid teostati kolme erineva ekstrahendiga, mis kirjandusallikatest leiti.
2.1 Analiiiisiseadmed ja metoodika

2.1.1 Analiiiisiseadmed
Helios Beta spektrofotomeeter

Doksiitstikliini  kontsentratsioon maéarati Helios Beta spektrofotomeetriga (Spectronic

Unicam), absorptsiooni moddeti lainepikkusel 347 nm.
Vedelikkromatograaf koos massispektromeetriga Shimadzu LC-MS 2020.

Analiiiisi teostati ka korgsurvevedelikkromatograafiga, detektoriteks oli fotodioodrivi (PDA)
ja massispektromeeter (Shimadzu LC-MS 2020). Kolonnis (Phenomenex Gemini-NX 5u C18
110A 150x2,0), sisediameeteriga 1,7 pm, kasutati kahte eluenti. Eluent A oli 0,1% sipelghape
vesilahus ja eluent B atsetonitriil. Kogu eluendi voolukiirus oli 0,3 ml/min. Eluendi B osakaal
oli algul 5%, 23 minuti jooksul kasvas protsent lineaarselt ning osakaal piisis 48,5% juures
kuni 2 minutit, pdrast seda kontsentratsioon langes. 30 minuti pdrast oli kontsentratsioon 5%,
analiitisi kestvus oli 30 minutit. Fotodioodrividetektor tootas skaneerimisreziimil
lainepikkustel 190-800 nm. Massispektrid saadi téielikul skaneerimisreziimil, kvantitatiivselt
doksiitsiikliini sisaldust hinnati SIM (valitud ioonide jilgimine, m/z=445) reZiimil saadud
massikromatogrammilt, massispektromeeter todtas positiivse ionisatsiooni reziimil, liidese
pinge 4,5 kV ja detektori pinge 1,7 kV. Seadet juhiti ja tulemusi t6ddeldi Shimadzu

LabSolutions tarkvaraga.
Tahkefaasekstraktsioonkolonnid

Tahkefaasekstraktsiooniks kasutati kolonne strata-XL-CW (Phenomenex, 500mg/éml) ja
Oasis HLB (Waters, 500mg/6ml) ning vaakumi tekitamiseks vaakumpumpa KNFN86 KT.18

ja jaoti Vacuum Manifold (Macherey-Nagel, CHROMBOND®) (joonis 13).
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Joonis 13. Vacuum Manifold [52]

Kasutusel olid veel jargmised seadmed ja mooteriistad: pH-meeter (Mettler Toledo mp 225),
ultrahelivann (Pro’sKit SS-820B), tsentrifuug (OPn-8-Y4.2), loksuti (Scientific Industries,
Orbital Genie).

2.1.2

Analiiiisimaterjalid

Eksperimentides kasutati jargmisi kemikaale:

Doksiitsiikliin hiiklaat, C2,H24N,Og, HCI, %2 C,HgO, %2 H,O (Doxycycline Hyclate
Biochemica, Panreac AppliChem)

atsetonitriil, CH3CN (CHROMASOLV® gradient grade, Sigma-Aldrich)
metanool,CH;OH (CHROMASOLV® for HPLC >99,9%, Sigma-Aldrich)
naatriumatsetaat, CH3COONa (Erevanski Zavod)

sipelghape, CH,0, (Merck, 99%)

sidrunhappe monohiidraat, CgHgO7-2H,0 (Keemiakaubandus)

MgCl,-6H,0 (Reahim)

Na,EDTA-2H,0 (>99,9%, Roth)

Na,HPO,-12H,0 (Lach-Ner)

Doksiitsiikliini madramist vedelfaasist uuriti kdigepealt doksiitsiikliini vesilahusest ja seejérel

uuriti doksiitsiikliini méaaramist mudelreoveest. Reovesi valmistati bakterioloogilise peptooni

(Lab M) ning loomaliha ekstrakti (Lab M) kontsentraadist, mis lahjendati kraaniveega

vajaliku kontsentratsioonini. Reovee koostis on esitatud tabelis 2.1. Selline lahus imiteerib

munitsipaalreovett [53].
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Tabel 2.1. Mudelreoveekoostis [53]

Aine Kontsentratsioon, g/l
Bakterioloogiline 0,16
peptoon

Loomaliha ekstakt 0,11

Uurea 0,03
Na,HPO,-12H,0 0,057

NaCl 0,007

CaCl, 0,003
MgSQO,-7H,0 0,002
CH3COONa 0,06

Doksiitsiikliini méddramisel tahkest faasist (aktiivmudast) kasutati tahke faasina kas
aktiivmuda mudelreovett puhastavatest laboratoorsetest bioreaktoritest voi Paljassaare
reoveepuhastusjaama muda. Enne doksiitsiikliini adsorbeerimist mudale, muda Kkuivatati

muhvelahjus 105 °C juures konstantse kaalu saavutamiseni.
2.1.3 Analiiiisimetoodika

2.1.3.1 Dobksiitsiikliini ekstraktsioon reoveest

Doksiitsiikliini lahused valmistati mudelreoveega ja ka deioniseeritud veega, kui kontrolliti,
kas doksiitsiikliini ekstraktsioon tildse toimub. Enne doksiitsiikliini ekstraheerimist filtreeriti

reovee- ja heitveeproovid 1abi membraanfiltri (Merck Milpore, Express Pluss® Membrane).

Tahkefaasekstraktsioonil kasutati strata-XL-CW kolonne (500mg/6ml), osakeste suurustega
kuni 100 um ja pooride suurusega 300 A. Strata-XL-CW sorbent tootab kolmel mehhanismil:

ndrga katioonivahetusega, « sidemega ja hiidrofoobse interaktsiooniga.

Ekstraktsioon koosneb jargmistest etappidest:

e kolonni ettevalmistamine;

e proovi juhtimine l&bi kolonni;

e kolonni pesu, mille kdigus eemaldatakse proovis olnud korvalained;

e viimaseks etapiks on elueerimine, mille kdigus véljub uuritav aine kolonnist.

Eduka ekstraktsiooni saavutamiseks tuleb valida sobivad tingimused, et doksiitsiikliin
adsorbeeruks tdielikult kolonni sorbenti ning hiljem elueerimise kéigus véljuks kogu
doksiitsiikliin. Meetodid, mida kéesolevas to6s katsetati, on valitud artiklite [39], [54], [55]
poOhjal.
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Uuriti jargmisi ekstraktsioonimeetodeid, mis pdhiliselt erinesid proovide ettevalmistuse

poolest:

Meetod A — atsetaatpuhverlahuse kasutamisega

Kolonne valmistati ette 6 ml metanooli ja seejarel 6 ml deioniseeritud veega. Jargnevalt juhiti
labi kolonni 5 ml proovi. Prooviks oli eelnevalt segatud doksiitsiikliini vesilahus
(kontsentratsiooniga 10 mg/l) ja atsetaatpuhverlahus vahekorras 1:1. Katsetati nelja erineva
pH-ga (pH=4,5; 5; 5,5 ja 6) atsetaatpuhverlahust. Lisandite vilja pesemiseks kasutati 2x6 ml
deioniseeritud vett ja jargnevalt 2x6 ml metanooli. Seejarel kuivatati kolonne vaakumiga 10
minutit. Doksiitstikliini véljapesuks kasutati 5 ml hapestatud metanooli (metanoolis 2 maht%

sipelghapet).

Tabel 2.2 SPE tingimused meetodi A kasutamise korral

Vaakumi Slpelghappe_ Eluendi Doksutsukh}nl .
. kontsentratsioon kontsentratsioon proovis, pH
kasutamine . maht, ml
eluendis, maht% mg/I
Kuivatamisel 2 5 5 45
Kuivatamisel 2 5 5 5
Kuivatamisel 2 5 5 55
Kuivatamisel 2 5 5 6

Meetod B - reguleerimata pH-ga proovid

Kolonne valmistati ette 6 ml metanooli ja seejarel 6 ml deioniseeritud veega. Jargevalt juhiti
1abi kolonni 5 ml proovi (kontsentratsiooniga 10 mg/l voi 20 mg/l. Lisandite vélja pesemiseks
kasutati 2x6 ml deioniseeritud vett ja 2x6 ml metanooli. Seejérel kuivatati kolonne vaakumiga
10 minutit. Doksiitsiikliini véljapesuks kasutati 5 ml hapestatud metanooli (metanoolis 2

maht% sipelghapet).

Tabel 2.3 SPE tingimused meetodi B kasutamise korral

Vaakumi Slpelghappe_ Eluendi maht, DOksutsukh?m & e
Kasutamine kontser_1trat5|oon ml kontsgntratsmon Lahusti tiitip
eluendis, maht% proovis, mg/l
Kuivatamisel 2 5 10 deioniseeritud vesi
Kuivatamisel 2 5 20 reovesi
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Meetod C - Na,EDTA kasutamisega

Kolonne valmistati ette 6 ml metanooli ja seejarel 6 ml deioniseeritud veega. Jargnevalt juhiti
1abi kolonni 5 ml proovi. Proov oli valmistatud mudelreoveest, kuhu lisati 0,005 g/l
Na,EDTA-d (doksiitsiikliini kontsentratsioon 5-25 mg/l; pH vaartustel 4,5; 5; 5,5 ja 6,
reguleeritud 4 N H,SO4-ga). Lisandite valjapesemiseks kasutati 2x6 ml deioniseeritud vett ja
2x6 ml metanooli. Seejiarel kuivatati kolonne vaakumiga 10 minutit. Doksiitsiikliini
véljapesuks kasutati 5 ml (mdnel juhul ka 3 ml) hapestatud metanooli (metanoolis 2-2,2

maht% sipelghapet).

Tabel 2.4 SPE tingimused meetodi C kasutamise korral

Vaakumi ilpelghappe_ Eluendi Eoksutsukh}m
Kasutamine ontsentratsmon maht. ml ontsgntratsmon pH
eluendis, maht% ' proovis, mg/I
Kuivatamisel 2 5 20 5
Kuivatamisel 2,2 3 20 5
Kogu aI_la_lliil'iSk 2.2 5 5 5
protsessi jooksul
Kogu aI_la_lliil'iSk 2.2 5 10 5
protsessi jooksul
Kogu aI_la_lliil'iSk 2.2 5 20 5
protsessi jooksul
Kuivatamisel 2,2 5 5 5
Kuivatamisel 2,2 5 10 5
Kuivatamisel 2,2 5 20 5
Kuivatamisel 2,2 5 25 45
Kuivatamisel 2,2 5 25 5
Kuivatamisel 2,2 5 25 55
Kuivatamisel 2,2 5 25 6

Meetod D - Mcllvaine/EDTA puhvri kasutamisega

Kolonne valmistati ette 6 ml metanooli ja seejarel 6 ml deioniseeritud vee ning 6 ml
Mcllvaine/EDTA puhvriga (pH=5). Jargevalt juhiti 1&dbi kolonni 5 ml proovi. Prooviks oli
eelnevalt segatud doksiitsiikliini vesilahus (kontsentratsiooniga 10 mg/l, pH=5) ja
Mcllvaine/EDTA puhver (pH=5) vahekorras 1:1. Lisandite vélja pesemiseks juhiti ldbi
kolonni 6 ml Mcllvaine/EDTA puhvrit ja alles siis 2x6 ml deioniseeritud vett ja 2x6 ml
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metanooli. Seejérel kuivatati kolonne vaakumiga 10 minutit. Doksiitsiikliini viljapesuks

kasutati 5 ml hapestatud metanooli (metanoolis 2 maht% sipelghapet).

Ekstraktsiooni Mcllvaine/EDTA puhvriga kontrolliti tdiendavalt veel kord, kuid seda puhvrit
ei kasutatud enam kolonnide ettevalmistamisel ega lisandite viljapesuks. Ekstraktsiooni
etapid olid siis jargmised: kolonne valmistati ette 6 ml metanooli ja 6 ml deioniseeritud veega;
seejarel juhiti lIdbi kolonni 5 ml proovi, proov oli valmistatud Mcllvaine/EDTA puhvrist (20
mg/l doksiitsiikliini, pH=5); lisandite viljapesemiseks kasutati 2x6 ml deioniseeritud vett ja
2x6 ml metanooli; seejarel kuivatati kolonne vaakumiga 10 minutit; doksiitsiikliini

véljapesuks kasutati 5 ml hapestatud metanooli (metanoolis 2,2 maht% sipelghapet).

Tabel 2.5 SPE tingimused meetodi D kasutamise korral

Vaakumi Sipelghappe Eluendi | Doksiitstikliini
K . kontsentratsioon | maht, kontsentratsioon | Lahusti tiitip pH
asutamine : .
eluendis, maht% | ml proovis, mg/l
Deioniseeritud vesi
. . ja

Kuivatamisel 2 5 5 Mellvaine/EDTA 5
puhver

Kuivatamisel 2,2 5 20 Mcllvaine/EDTA 5
puhver

Meetod E — reguleeritud pH-ga proovid

Kolonne valmistati ette 6 ml metanooli ja seejarel 6 ml deioniseeritud veega. Jargevalt juhiti
1abi kolonni 5 ml proovi. Proov oli valmistatud mudelreoveest voi bioreaktorist véljuvast
veest ehk heitveest (doksiitsiikliini kontsentratsioon 20 mg/l; pH vaértustel 4,5 ja 5, mida
reguleeriti sipelghappega). Lisandite viljapesemiseks kasutati 2x6 ml deioniseeritud vett ja
2x6 ml metanooli. Seejdrel kuivatati kolonne vaakumiga 10 minutit. Doksiitsiikliini

véljapesuks kasutati 5 ml hapestatud metanooli (metanoolis 2 maht% sipelghapet).
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Tabel 2.6 SPE tingimused meetodi E kasutamise korral

Vaakumi Slpelghappe_ Eluendi DOkSﬁtSﬁkh?m Lahusti

. kontsentratsioon kontsentratsioon e pH
kasutamine . maht, ml : tiitip

eluendis, maht% proovis, mg/l

Kuivatamisel 2 5 20 reovesi 4,5
Kuivatamisel 2 5 20 heitvesi 5
Kuivatamisel 2 5 20 reovesi 4,5
Kuivatamisel 2 5 20 heitvesi 5

Doksiitstikliini  kontsentratsiooni ~ modtmiseks kasutati spektrofotomeetrit  ja
vedelikkromatograafi koos massispektromeetriga (LCMS). Moélemal juhul kasutati eelnevalt

tehtud kalibreerimiskoverat.

Spektrofotomeetri kasutamisel oli proovide korvale vaja teha vordluslahuse proove, millega
enne proovide optiliste tiheduste modtmisi spektrofotomeetri baasnivoo fikseerida (n-6
nulljoon paika panna). Vordlusproovide valmistamisel Ildbiti samu etappe, mis

doksiitsiikliiniproovidel, kuid analiiiisitavasse lahusesse ei lisatud doksiitsiikliini.

SPE saagise (recovery) arvutamine

SPE saagis arvutati mddtmistulemuste pdhjal jargmiselt:

%R, = % x 100%, (1)

1V1
kus %R; — SPE saagis, %; C; — alglahuse kontsentratsioon, mg/l; C, — ekstrakti
kontsentratsioon, mg/l; V1 — alglahuse maht, I; V,— ekstrakti maht, .

2.1.3.2 Dobksiitsiikliini ekstraktsioon aktiivmudast

Selleks, et uurida doksiitstikliini médramist tahkes faasis (aktiivmudas), oli esmaseks
ilesandeks saada muda, milles on kindel kogus doksiitsiikliini. Selleks tuli doksiitsiikliin

koigepealt kanda tahkele faasile.

Enne ekstraktsiooni katseid uuriti esmalt adsorptsioonikiirust aktiivmudale. Selleks kaaluti
1,2 g kuivatatud muda 1000 ml mahuga keeduklaasi ning mudale valati peale 200 ml
doksiitsiikliini lahus (kontsentratsiooniga 30 mg/l). Lahuse ja muda segu asetati loksutisse
(150 pooret minutis, 2012 °C). Katse kestis 20 tundi.

Proovid filtreeriti 1dbi membraanfiltri (Express Pluss® Membrane) ja doksiitsiikliini
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kontsentratsioon méaérati vedelikkromatograaf massispektromeetriga.

Doksiitsiikliini sisaldava aktiivmuda valmistamine

Doksiitsiikliini  ekstraktsiooni katsed mudast algasid doksiitsiikliini adsorptsioonist
aktiilvmudale. Doksiitsiikliin adsorbeeriti aktiivmudale jargmiselt. Koigepealt kaaluti 0,06 g
kuivataud muda korgiga katseklaasi ning mudale lisati 10 ml doksiitsiikliini lahust (~40 mg/l).
Proovid jéeti suletud korgiga 20 tunniks loksutisse (150 pooret minutis). Seejirel
tsentrifuugiti proove 15 minutit (3000 péoret minutis) ja eemaldati vesi. Kontrolliti, kui palju

doksiitsiikliini jdi mutta adsorbeerimata.

Doksiitsiikliini ekstraheerimine aktiivmudast

Doksiitstikliini ekstraktsiooni mudast katsetati kolme erineva lahusega:

1) 1 M MgCl; vesilahusega, mida oli N. S. Simon (2005) kasutanud jogede sette uuringus
[56]. Lahuse koostis oli jargmine - 20,33 g MgCl,-6H,0 lahustatud 100 ml vees (pH=5,
pH=6, pH=7, pH=8, reguleerimiseks kasutati NH,OH);

2) Mcllvaine/EDTA puhvriga, mida on kasutatud doksiitsiikliini ekstrahendina sealihast
[54] ja aktiivmudast [57]. Lahuse koostis oli jargmine - 51,5 ml 0,2 M Na,HPO, ja 48,5 ml
0,1 M sidrunhapet ning lisatud 3,72 g Na,EDTA-2H,0 (pH=5);

3) Metanool/sidrunhappe lahusega, mida on kasutatud tetratsiikliinide ekstraheerimiseks
biosettest [58]. Lahuse koostis oli jargmine - 0,2 M sidrunhappe lahus ja metanool vahekorras
1:1 (pH=3).

Ekstraheerimine toimus jargmiselt: mudale, millest oli eemaldatud adsorbeerimata
doksiitsiikliiniga lahus, lisati 8 ml ekstrahendi lahust ja saadud segu pandi 30 minutiks
ultrahelivanni, Kkusjuures aeg-ajalt loksutati. Peale to6tlemist ultrahelivannis proovi
tsentrifuugiti. Muda pealt eemaldati lahus (ekstrakt) ning vajadusel korrati ekstraktsiooni.
Ekstrakti koguti ning filtreeriti membraanfiltriga.

Doksiitsiikliini  kontsentratsioon ekstraktis médrati spektrofotomeetriga vdoi LCMS-iga

Spektrofotomeetri kasutamisel tehti vordluslahuse proove nagu on kirjeldatud punktis 2.1.3.1.
Maéramiste tipsuse parandamiseks teostati ka ekstrakti SPE.
Muda ekstrakti tahkefaasekstraktsioon

Sobivama ekstrahendi leidmisel hakati muda ekstrakti to6tlema SPE-ga. Kasutuses oli Oasis
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HLB kolonnid (500mg/6ml). Kolonni ettevalmistamiseks juhiti 1dbi kolonni 5 ml puhast
metanooli ja seejdrel 5 ml deioniseeritud vett. Seejdrel juhiti 14bi kolonni 3 ml filtreeritud
ekstrakti. Sellele jargnes kolonni pesu veega, milles oli 5 maht% metanooli. Peale pesu
kuivatati kolonni vaakumiga 10 minutit. Doksiitsiikliini elueerimiseks juhiti kolonnist 1dbi 6

ml metanooli.

Mudast ekstraktsioonisaagise arvutamiseks on mitu etappi. Esiteks tuleb kindlaks teha, kui

suur kogus doksiitsiikliini adsorbeerus mutta:

mgy =C1Vy —CyaVar,  (2)
kus mg 1 — doksiitsiikliini mass mudas, mg; C; — alglahuse kontsentratsioon, mg/l; C4; — muda
pealt korjatud vee kontsentratsioon, mg/l; V; — alglahuse maht, mis lisati mudale, I; Vg1 —

muda pealt korjatud vee maht, I.

Jargmisena arvutati ekstraheerimise saagis mudast:

%R, = % x100%, (3)

d,1
kus %R, — ekstraheerimise saagis mudast, %; C4, — ekstrakti kontsentratsioon, mg/l; Vg, —

kogu ekstrakti maht, I; mg; — doksiitsiikliini mass mudas, mg.

Ekstrakt, mis dekanteeriti mudalt, suunati edasi SPE-sse ning arvutati Oasis HLB-ga tehtud

SPE saagis:
%R; = -2 % 100%, (4)
Ca2Vags

kus %Rs; — SPE saagis, %, Cq, — ekstrakti kontsentratsioon, mg/l; C; — SPE ekstrakti
kontsentratsioon, mg/l; Vg3 — ekstrakti maht, mis lisati SPE kolonni, I; V3 — SPE ekstrakti
maht, |.

Kogu protsessi saagis:

%Ry = 222 x 100%, (5)

~ may
kus %Rk — kogu protsessi saagis, %; mgi1 — doksiitsiikliini mass mudas, mg; C3 — SPE
ekstrakti kontsentratsioon, mg/l; V3 — SPE ekstrakti maht, |.

2.2 Tulemused ja arutelu

2.2.1 Doksiitsiikliini maaramine vedelfaasis
Doksiitstikliini méidramisel vedelfaasis kasutati tahkefaasekstraktsioonil Strata-XL-CW
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kolonne. Selles kolonnis on sorbendi pdhiliseks retentsiooni mehhanismiks nork
katioonvahetus. Funktsionaalrithmadeks on tdidises karboksiiiilrithm ja doksiitsiikliinil
protoneeritud dimetiiiilaminorithm. Doksiitsiikliini adsorptsioon toimub sorbendile, Kkui
aktiivsed on mdlemad funktsionaalrithmad. Ning doksiitsiikliini véljapesuks on vaja kas

sorbendi, doksiitsiikliini vdi mdlema laengu neutraliseerimist.
Uuriti SPE teostamist jargmistel meetoditel (peatiikk 2.1.3.1):

e Meetod A — atsetaatpuhverlahuse kasutamisega

e Meetod B — reguleerimata pH-ga proovid

e Meetod C — Na,EDTA kasutamisega

e Meetod D — Mcllvaine/EDTA puhvri kasutamisega
e Meetod E — reguleeritud pH-ga proovid

Meetodite hindamisel on oluliseks kriteeriumiks saagis (recovery).

Meetodi A saagised on esitatud joonisel 14 ning on ndha, et SPE tulemused soltuvad pH-st.
Vaatamata sellele, et strata-XL-CW kolonn t66tab koige tShusamalt pH vahemikus 6-7 [59],
andis parima saagise (64%) proov atsetaatpuhveris, mille pH oli 5 ning véikseima saagise

(11%) proov, mille puhvri pH oli 6.

Atsetaatpuhvri valmistamiseks kasutatakse naatriumatsetaati ning naatriumioon (Na') Kui
katioon voib tdrjuda doksiitsiikliini sorbendist vélja [47]. Naatriumatsetaadi osakaal puhvris
on pH=6 juures peaaegu poolteist korda suurem kui pH=5 juures, mis voib ka olla pohjuseks,

miks ekstraktsiooni saagis pH suurenemisega langeb.

100

80

60

Saagis, %

40

20

4,5 5 5,5 6
pH

Joonis 14. Tahkefaasekstraktsiooni saagise séltuvus pH-st meetodil A
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Tabelis 2.7 on meetodi B saagised. Uhes katses on doksiitsiikliini lahus valmistatud
deioniseeritud veest ja teises mudelreoveest. Tulemused vastavalt 98% ja <5%. Erinevus tuleb
sellest, et mudelreovesi sisaldab erinevaid soolasid. Nagu eespool mainitud, katioonide osalus
takistab doksiitsiikliini adsorbeerimist sorbendile. Peale selle voib reovesi sisaldada
kahevalentseid ioone, milledega doksiitsiikliin voib moodustada komplekse, kuid kompleksid

voivad segada kogu analiiiisi.

Tabel 2.7 Doksiitsiikliini saagised meetodil B erineva alglahuse korral

. Sipelghappe . Doksiitstikliini .
Vaakum_l kontsentratsioon St kontsentratsioon | Lahusti tiiiip SEELE
kasutamine . maht, ml : %

eluendis, maht% proovis, mg/L
Kuivatamisel 2 5 10 delonlse(_erltud 98
Vesi
Kuivatamisel 2 5 20 reovesi <5

Meetodi C saagised on esitatud tabelis 2.8. See meetod osutus koige tohusamaks, st saagis oli
korgeim. Na,EDTA proovi lisamisel takistatakse kelaatide teket, kuna EDTA on metallide
suhtes afiinsem kui doksiitsiikliin. EDTA lisamisel vélditakse ka doksiitsiikliini valjatorjumist

sorbendist katioonide poolt.
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Tabel 2.8 Doksiitsiikliini saagised meetodil C erinevate tingimuste juures

. . | Doksiitsiikliini .
Vaakumi Slpelghappe_ Eluendi Kontsent- Saagis, Suhteline
. kontsentratsioon | maht, . .| pH standard-
kasutamine X ratsioon proovis, % o
eluendis, maht% | ml o/ hélve %
Kuivatamisel 2 5 20 5 70 0,9
Kuivatamisel 2,2 3 20 5 70 8,6
Kogu
protsessi 2,2 5 5 5 57 6
jooksul
Kogu
protsessi 2,2 5 10 5 61 3,3
jooksul
Kogu
protsessi 2,2 5 20 5 62 9,2
jooksul
Kuivatamisel 2,2 5 5 5 111 3,7
Kuivatamisel 2,2 5 10 5 107 4,7
Kuivatamisel 2,2 5 20 5 111 2,7
Kuivatamisel 2,2 5 25 4,5 95 15
Kuivatamisel 2,2 5 25 5 108 4,2
Kuivatamisel 2,2 5 25 55 109 3,3
Kuivatamisel 2,2 5 25 6 112 2,8

Leiti, et elueerimiseks sipelghappe 2 maht%-line sisaldus metanoolis pole piisav (joonis 15),

et eluent to6taks 100%-liselt ning selle asemel hakati metanooli lisama 2,2 maht%.
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Joonis 15. Tahkefaasekstraktsiooni saagise séltuvus sipelghappe kontsentratsioonist

metanoolis meetodil C

Analiitidi kontsentreerimiseks katsetati elueerimist 3 ml hapestatud metanooliga, kuid see

pOhjustas kadusid (joonis 16), sest 3 ml-st absorbendist ei piisa kogu doksiitsiikliini
desorbeerimiseks sorbendist (joonis 17).
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S ® Elueerimismaht
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Joonis 16. Tahkefaasekstraktsiooni saagiste soltuvus eluendi mahust meetodil C

Joonisel 17 on ndidatud doksiitsiikliini elueerimine portsjonite kaupa (1 portsjon=1 ml,

eluendis 2 maht% sipelghapet). Esimesel milliliitril ei vélju doksiitsiikliini sorbendist peaaegu

iildse, kuid doksiitsiikliin ei pruugi véljuda alati ithtemoodi.
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Joonis 17. Doksiitsiikliini 0sa portsjonites elueerimisel kolonnist

Kuna kogu tahkefaasekstraktsioon vottis palju aega, prooviti vaakumi kasutamisega
kiirendada protsessi. Kasutades kogu protsessi jooksul vaakumit, tekkis olukord, kus
kontaktaeg jéi liiga lithikeseks ning tulemused jdid soovitust madalamaks (saagis ~60%)
(joonis 18). Katse tulemuste pohjal vGib jareldada, et ekstraktsioonisaagised ei soltu lahuse

kontsentratsioonist (joonis 18).

100
m Kogu protsess
80 vaakumiga
N
o
& 60 -
% 20 m Kuivatamine
n 1 vaakumiga
20 -
O .

5 10 20
Doksiitsiikliini kontsentratsioon, mg/1

Joonis 18. Tahkefaasekstraktsiooni saagise séltuvus lahuse kontsentratsioonist ja protsessi

kiirusest meetodil C

Kontrollimaks, kas meetod C to6tab ikka pH 5 juures kdige optimaalsemalt, tehti lisakatseid
nelja erineva pH juures (pH=4,5; 5; 5,5; 6). Selgus, et antud meetodi puhul ekstraktsioon ei
sOltu pH-st vahemikus 5-6 (joonis 19). Ekstraktsiooni saagis oli madalam pH véartusel 4,5.

Pohjuseks voib olla see, et sorbendi pKa vaartus on 4,5 [60] ning selle pH juures sorbendi osa
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funktsionaalrithmadest (karboksiiiilrithmad) pole deprotoneeritud. Voib oletada, et meetod

tootab ka korgemate pH védrtuste juures, kuna doksiitsiikliini dimetiililaminorithm on
protoneeritud kuni pH-ni 7,5.
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Joonis 19. Tahkefaasekstraktsiooni saagise soltuvus pH-st meetodil C

Vaatamata sellele, et Mcllvaine/EDTA puhver on tetratsiikliinide ekstraheerimisel véga
populaarne, jaid meetodi D kasutamisel ekstraktsioonisaagised siiski alla 10%, mis tdhendab,
et strata-XL-CW kolonnide kasutamisel Mcllvaine/EDTA puhver ei sobi. PGhjuseks vaib olla
ioonvahetusmeetodi tundlikkus keskkonna suhtes. Kui mobiilses faasis on moni elektroliiiit

vai sool, siis vastastikune tomme sorbendi ja uuritava aine vahel voib olla takistatud [61].

Tabelis 2.9 esitatud andmed tdestavad taaskord seda, et soolasid sisaldavate proovide puhul ei

piisa pH reguleerimisest, vaid peab lisama ainet, mis moodustaks metaalioonidega
komplekse.
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Tabel 2.9 Doksiitsiikliini saagised meetodil E

Vaakumi | >iPelohappe Eluendj | Doksttsikliini 1 oo Saagis,
. kontsentratsioon kontsentratsioon, e pH
kasutamine . maht, ml tiitip %
eluendis, maht% mg/L

Kuivatamisel 2 5 20 reovesi | 4,5 <5
Kuivatamisel 2 5 20 heitvesi | 5 <5
Kuivatamisel 2 5 20 reovesi | 4,5 <5
Kuivatamisel 2 5 20 heitvesi | 5 <5

2.2.2 Doksiitsiikliini adsorptsioon aktiivmudale

Doksiitsiikliin adsorptsioon aktiivmudale toimus pohiosas poole tunniga ja viie tunniga

saavutati tasakaal (joonis 20).
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Joonis 20. Doksiitsiikliini kontsentratsiooni viihenemine vees 20 h jooksul

2.2.3 Doksiitsiikliini midiramine aktiivmudas

Doksiitstikliini  ekstraktsiooni  aktiivmudast — uuriti  kolme  erineva  lahusega:

metanool/sidrunhappe-, 1 M MgCl; lahus ja Mcllvaine/EDTA puhver.

Doksiitsiikliini ekstraheerimisel aktiivmudast andis metanool/sidrunhappe lahuse kasutamine
ekstrahendina 28% viiksema tulemuse s.o madalama doksiitsiikliini kontsentratsiooni, Kui
teiste ekstrahentide kasutamine. Seetottu tehti metanool/sidrunhappe lahusega vaid iiks katse
ja edasisi uuringuid jétkati teiste ekstrahentidega. Probleeme oleks olnud ka ekstrakti

suunamisel tahkefaasekstraktsiooni, kuna strata-XL-CW kolonnidele poleks sobinud ekstrakti
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happelisus ning Oasis HLB kolonnide jaoks oleks metanooli sisaldus olnud liiga suur.
Ekstrakte  oleks pidanud lahjendama, mis pole arvestades  doksiitsiikliini
mikrokontsentratsioone reaalsetes veeproovides otstarbekas, pigem on eesmirgiks edaspidi

proovide kontsentreerimine.

Ekstrahenti 1 M MgCI, vesilahust katsetati nelja erineva pH juures (pH=5, 6, 7, 8).
Doksiitsiikliin on pH=8 juures negatiivselt laetud (+ - -) ning moodustab Mg®" -ioonidega
komplekse koige rohkem, kuid katse tulemuste pohjal voib viita, et 1 M MgCl, lahus to6tas
kdigi nelja pH vaartuse juures, saagiste erinevus jéi alla 10% (joonis 21). Tetratsiikliinide
afiinsus metallide suhtes kasvab pH suurenemisega [62], kuid MgCl, kontsentratsioon lahuses
on piisavalt suur, et pH ei mojuta doksiitsiikliini desorptsiooni lahusesse.
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Joonis 21. Ekstraktsioonisaagise soltuvus 1 M MgCl, vesilahuse pH-st

Oluline on teada, mitu korda on vaja muda ekstraheerida. Jooniselt 22 on nédha, et {ihest
korrast ei piisa ning iile 50% doksiitsiikliinist jadb desorbeerimata. Tehes kaks tsiiklit, on
saagis ligi 64%. Kolmanda tsiikliga saagist oluliselt ei suurendata ning mida rohkem astmeid
on katses, seda suurem on hélve saagise madramisel. Mcllvaine/EDTA puhvriga on tulemus
sarnane, esimese tsiikliga ekstraheeritakse mudast ~44% doksiitsiikliini. Kolmas tsiikkel
kasvatab saagist vaid 1% vorra. Seega kahest tsiiklist piisab doksiitsiikliini ekstraheerimiseks

aktiivmudast.

35



100
90
80
70
60
50
40 -
30 -
20 -
10 +

Saagis, %

1 tstikkel 2 tsuklit 3 tsuklit

mMgCIl2 mMcllvaine/EDTA puhver

Joonis 22. Ekstraktsioonisaagise séltuvus ekstraktsioonitsiiklite arvust Mcllvaine/EDTA

puhvri ja 1 M MgCl, kasutamisel ekstrahendina

Kui  vorrelda  doksiitsiikliini  kontsentratsiooni ~ médramist  spektrofotomeetri  ja
vedelikkromatograafiga, siis tulemused erinevad 5% vdrra (joonis 23). Spektrofotomeetriga
médratud optilist absorptsiooni vdib mdjutada moni muu aine ekstraktis, mis neeldub

doksiitsiikliiniga samal lainepikkusel.
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Joonis 23. Doksiitsiikliini saagis kahetsiiklilisel ekstraktsioonil Mcllvaine/EDTA puhvriga

séltuvuses mooteseadmest (spektrofotomeetrer ja LCMS)
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Puhtama  ekstrakti  saamiseks tuleb  muda  ekstrakti  tdiendavalt  t6odelda
tahkefaasekstraktsiooniga. Selleks kasutati Oasis HLB kolonne, kuna strata-XL-CW kolonnid
ei tootanud Mcllvaine/EDTA puhvriga (peatiikk 2.2.1 meetod D).

Nii muda ekstraheerimise kui ka tahkefaasekstraktsiooni tulemused olid stabiilsed, hélve

saagise madramisel jdi alla 3% (tabel 2.10).

Kui analiiisida doksiitsiikliini  kontsentratsiooni maéidramist aktiivmudas, siis kogu
analiiisiprotsessi limiteerivaks liiliks osutus doksiitsiikliini ekstraktsioon aktiivmudast, sest
kogu doksiitsiikliin ei desorbeeru lahusesse. Tahkefaasekstraktsioon mdjutab kogu

ekstraktsiooni saagist vaga vihesel méaéral.

Tabel 2.10 Oasis HLB saagis ja kogu analiiiisiprotsessi saagis, Mcllvaine/EDTA puhver

Muda ekstraktsioon SPE Kogu analiiiis
Tsiiklite | g2a0is, | Suhteline Saagis, | Suhteline Saagis, | Suhteline
arv % standardhilve, % standardhilve, | % standardhilve,
% % %
1 45 1,8 95 2,6 43 0,9
2 69 0,8 97 18 67 2,6

2.2.4 Soovitatav analiiiisimetoodika doksiitsiikliini mairamiseks

Magistritoos teostatud eksperimentaalsete uuringute tulemusena vdib soovitada jirgmisi

doksittsukliini analiiisimeetodeid:

1) Doksiitsiikliini kontsentratsiooni médéiramine vees

Selleks, et médrata doksiitsiikliini kontsentratsiooni vees, on otstarbekas viia analiiiis 14bi

jargmiselt:

Strata-XL-CW kolonne (500mg/6ml) valmistada ette 6 ml metanooli ja seejarel 6 ml
deioniseeritud veega. Jargnevalt juhtida 1abi kolonni 5 ml proovi, millele on eelnevalt lisatud
0,005g/I Na,EDTA-d ning mille pH on vdivelhappega reguleeritud pH=5-ni.

Lisandite viljapesemiseks kolonnist kasutada 2x6 ml deioniseeritud vett ja 2x6 ml metanooli.

Seejarel kuivatada kolonne vaakumiga 10 minutit.

Doksiitsiikliini véljapesuks kasutada 5 ml hapestatud metanooli, kus metanoolis on 2,2 maht%
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sipelghapet.

Soovitused: Enne tahkefaasekstraktsiooni tuleb proov filtreerida 1abi membraanfiltri (Express
Pluss® Membrane), et eemaldada proovist tahked osakesed. Antud meetodi kasutamisel ei pea
proovi pH olema 5, kuna meetod tootab efektiivselt ka pH 5,5 ja 6 juures, kuid enamus
katseid teostati proovi pH=5 juures ja analiiiisi tulemused olid stabiilsed. Oluline on, et proovi
lisamisel kolonni ei kasutata vaakumit, kuna siis vaheneks proovi ja sorbendi kontaktaeg.
Sorbent ei tohi enne proovi lisamist minna kuivaks, aga vaakumit kasutades voib see oht
tekkida. Elueerimisel peab jdlgima, et eluent on piisavalt hapestatud, et toimuks sorbendi
funktsionaalrithmade laengute neutraliseerimine, kuid tuleb silmas pidada, et liiga happelises
keskkonnas hakkab doksiitsiikliin lagunema [63].

Doksiitsiikliini kontsentratsiooni SPE ekstraktis saab maérata nii spektrofotomeetriga kui ka
LCMS-ga, kuid tuleb arvestada, et spektrofotomeetri tdpsus  doksiitsiikliini
kontsentratsioonidel alla 5 mg/l voib viaheneda. Arvestades sellega, et heitvetes ja looduslikes

vetes jadvad kontsentratsioonid alla 1 mg/l, siis soovitatav on kasutada LCMS-i.

2) Doksiitsiikliini kontsentratsiooni méairamine aktiivmudas

Selleks, et madrata doksiitsukliini kontsentratsiooni aktiivmudas, on otstarbekas viia analiitiis

1abi jargmiselt.

Doksiitsiikliini ekstratsioon aktiivmudast viia 14bi korgiga katseklaasis. Mudaproovile lisada 8
ml Mcllvaine/EDTA puhvrit (pH=5) ja saadud segu panna 30 minutiks ultrahelivanni. Peale
ultrahelivannis tootlemist tuleb proovi tsentrifuugida 15 minutit (3000 pdoret minutis).
Seejarel tuleb muda pealt eemaldada lahus (ekstrakt) ning korrata ekstraktsiooni. Ekstrakt

koguda ning filtreerida 1dbi membraanfiltri (Express Pluss® Membrane).

Filtritud ekstrakt puhastada Oasis HLB kolonniga (500mg/6ml). Kolonni ettevalmistamiseks
juhtida 14bi kolonni 5 ml puhast metanooli ja seejérel 5 ml deioniseeritud vett. Seejdrel juhtida
1dbi kolonni filtreeritud ekstrakt. Kolonni pesta veega, milles on 5 maht% metanooli. Peale
pesu kuivatada kolonni vaakumiga 10 minutit. Doksiitsiikliini elueerimiseks juhtida kolonnist

1abi 6 ml metanooli.

Soovitused: Ekstrahendina eelistada Mcllvaine/EDTA  puhvrit, mille kasutamisel
ekstraktsiooni saagis on ligikaudu 5% vdrra suurem kui 1 M MgClI, vesilahuse kasutamisel.
Peamine puudus MgCl, vesilahusel on vajadus lisada ekstrakti EDTA-d selleks, et ekstrakti

kontsentratsiooni méérata LCMS-ga.
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Doksiitstikliini kontsentratsiooni médramiseks kasutada LCMS-i, kuna spektrofotomeetri
jaoks on vaja teha vordluslahuse proove, millega spektrofotomeetri baasnivoo fikseerida, aga

reaalse aktiivmuda proovi korral ei ole véimalik seda teostada.
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Kokkuvote

Doksiitsiikliini kasutatakse laialdaselt nii meditsiinis kui ka veterinaarias, sest manustamisel
puuduvad tosised korvaltoimed ning teda on suhteliselt lihtne ja odav toota. Kuna
doksiitsiikliin laguneb bioloogiliselt viga aeglaselt, siis ta voib akumuleeruda keskkonnas ja
pika ringiga jouda véiksemates kontsentratsioonides inimeste toidulauale, mis omakorda voib

pOhjustada ravimiresistentsust.

Magistritods on koostatud kirjandusiilevaade doksiitsiikliini omadustest, keskkonnamdjust,
sattumisest keskkonda ning tema méaramise meetoditest. Eksperimentaalses osas tootati vélja
analiiiisimeetodid doksiitsiikliini médramiseks reoveest ja aktiivmudast. Katsetes kasutati
mudelreovett ja Paljassaare reoveepuhastusjaama aktiivmuda, millele eelnevalt adsorbeeriti

dokstitsukliini.

Antud magistritoos saadud tulemused néitasid, et tahkefaasekstraktsioon Strata-XL-CW
kolonnidega on edukas, kui proovi lisada Na,EDTA kontsentratsiooniga 0,005 g/l ning

doksiitstikliin pesta vdlja metanooliga, milles on 2,2 maht% sipelghapet.

Doksiitstikliini  ekstraheerimisel aktiivmudast Mcllvaine/EDTA puhvriga, desorbeeriti
aktiivmudast 69+0,6% doksiitsiikliini. Parast ekstrakti puhastamist tahkefaasekstraktsiooniga

Oasis HLB kolonnis, oli kogu analiiiisisaagis 67+1,7%.

40



Summary
Determination of Doxycycline in Water and Activated Sludge

Tetracycline-class antibiotic doxycycline has been used successfully to treat diseases in
humans and animals. After consumption tetracyclines are not completely metabolized in the
body and are released into the environment. However, wastewater treatment plants reduce the
concentrations of doxycycline in wastewater, the doxycycline adsorbs to these wage sludge
and does not decompose. Fertilizing the fields with the sludge containing doxycycline leads to
accumulation of antibiotic in plants. Furthermore, the presence of tetracyclines in
environmental matrixes even at low concentrations affect microorganisms and favour the
potential to generate and maintain bacteria resistance to doxycycline.

The aim of the current thesis was to develop a method for determination of doxycycline in
water and activated sludge. The optimization of solid phase extraction (SPE) clean-up method
for doxycycline containing wastewater samples was performed. The search for effective
method of doxycycline extraction from activated sludge was undertaken.

Based on the results, the pH adjustment to 5 and addition of Na,EDTA at a concentration of
0.005 g/L to the sample to be extracted on Strata-XL-CW SPE cartridge was crucial for
doxycycline retention on the SPE cartrige packing material, the recovery of doxycycline
eluted with 5 mL of 2.2 % formic acid in methanol was the highest among studied methods.

The use of EDTA-Mcllvaine buffer (pH 5.0) as an extracting agent during antibiotic
extraction from activated sludge caused desorption of doxycycline from activated sludge up to
70 %. Application of SPE on Oasis HLB cartriges for clean-up of extracts resulted in the total
recovery of the entire process of 67 %.

Doxycycline samples were analyzed with liquid chromatograph-mass spectrometer
(Shimadzu LC-MS 2020) and spectrophotometer (Helios Beta, Spectronic Unicam). The
difference between the results was 5 %.
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