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Ravimite tarvitamine kasvab iileilmselt. Uha enam tekitavad muret farmatseutiliselt
aktiivsed iihendid, mis saastavad keskkonda. Ravimid satuvad keskkonda
viljaheidetega, vdira utiliseerimise voi tarbimise jirel ning sinna joudes on need
farmatseutiliselt aktiivsed iihendid véimelised muutuma fiiiisikaliste tegurite,

niiteks temperatuuri ja valguse mojul.

Ravimite liigtarvitamine ja vale kiitlemine
voib viia keskkonna saastumiseni, mis moju-
tab nii pinna- kui pdhjavee kvaliteeti ning
ohustab inimesi, loomi ja 6kosiisteemi.'
Uhinenud Rahvaste Hariduse, Teaduse ja
Kultuuri Organisatsiooni (UNESCO) ning

Lidnemere Merekeskkonna Kaitse Komisjoni
(HELCOM) uuringu pdhjal tekitavad koige
enam muret ravimid paratsetamool ning mit-
testeroidsed poletikuvastased ained (MSPVA)
ibuprofeen ja diklofenak, sest neid on tuvas-
tatud pea igal pool Lidnemeres.” MSPVA-de
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kompleksne keemiline struktuur, molekulide
reaktiivsus ja stabiilsus annavad piisivuse
ja vastupidavuse biolagunemisele, mis on
ohtlik keskkonnale. MSPV A-d p&hjustavad
elusorganismidel hiireid neerude ja maksa
t60s, oksiidatiivset stressi, DNA kahjustumist
ja hormoonide talitluse hiireid. Diklofenaki
puhul on leitud, et see on oluliselt vihen-
danud kolme raisakotka liigi populatsiooni,
kuna nende toiduahelasse joudes pohjustab
see neerupuudulikkust.?

Keskkonnas esinevad ravimid alati segu-
dena toimeainetest. Paljud ravimid muu-
tuvad keskkonna fiiiisikaliste ja keemiliste
tegurite toimel voi ldbivad organismides
biotransformatsiooni. Kokkupuude keemi-
liste ainetega voib kahjustada inimeste tervist
ka siis, kui iga aine on ohutus koguses. Ravi-
mite segude 6kotoksilisus on peaaegu alati
suurem kui tiksikute ainete puhul. Lisaks
eri ravimite toimeainetele on keskkonnas
teisi voimalikku koosmoju efekti andvaid
keemilisi aineid, mille hulka kuuluvad nii-
teks todstuslikud kemikaalid, pestitsiidid ja
biotsiidid.*

Euroopa Farmaatsiat6ostuste ja -assot-
siatsioonide Foderatsioon (EFPIA) leiab, et
mitidud ravimitest jaib 3-8% kasutamata.
Moénedes Euroopa Liidu riikides jadb 5-50%
miiidud ravimitest kasutamata aegumise,
raviskeemi muutuse vdi omavolilise ravi
16petamise tottu. Kuni 50% inimestele vilja
kirjutatud antibiootikumidest arvatakse ole-
vat ebavajalik. Retseptide iileliigne viljas-
tamine, iseravimine kisimiitigiravimitega
ja diagnoosiga eksimine tostavad ravimite
tarbimise kogust ja nende vale utiliseerimise
tdendosust, mis voib suurendada nende sat-
tumist keskkonda. Uks p&hjus, miks ravi-
meid valesti kidideldakse, on uskumus, et
ravimijddtmed pole ohtlikud v6i need eemal-
datakse reoveepuhastusjaamades.®

Reoveepuhastusjaamad ei suuda ravimeid
reoveest tiielikult eemaldada.® Reoveepu-
hastid on peamiselt disainitud eemaldama
makrosaasteaineid, milleks on orgaanilised
ained, toitained ja holjuvained. Ravimid on
mikrosaasteained ja esilekerkiv keskkonna-

probleem, kuna neid on leitud pinnaveest,
pohjaveest, joogiveest ja reoveest.” Ravimid
erinevad konventsionaalsetest saasteainetest,
kuna need on bioloogiliselt aktiivsed juba
madalates kontsentratsioonides ja neil on
korge stabiilsus veekogudes, mis voib viia
bioakumulatsioonini.®* Ravimid ei metabo-
liseeru organismis 100% pirast tarbimist,
mistottu erituvad need viljaheidete kaudu
algsel kujul voi metaboliitidena ning satuvad
reovette.’ Niiteks diklofenaki geeli nahale
manustamisel imendub toimeainet organismi
ainult 6-7%, iilejddnu pestakse veega maha.’

Biosorptsioon on paljutdotav biotehno-
loogia mikrosaasteainete eemaldamiseks
ja taastamiseks ning selle protsessi uurin-
gud on laienenud ka farmaatsia valdkonda.
Biosorptsioon on sorptsioon, mille kiigus
aine kinnitub bioloogilisele materjalile ehk
biomassile. Biosorptsiooniga eemaldatakse
voi eraldatakse lahusest biomassiga anor-
gaanilisi ja orgaanilisi aineid ja seda protsessi
saab kasutada niiteks metallide, virvainete ja
ravimite eemaldamiseks lahustest.'° Biosor-
bentidena on hiid tulemusi andnud rask-
metallide eemaldamisel bakterid, vetikad,
seened ja samblikud. Lisaks on kasutatud
riisikestasid, taimede koori, lehti, saepuru,
suhkruroogu ja turbasammalt. Palju on uuri-
tud kitosaani mitmete saasteainete eemalda-
misel veekogudest, sest selle eelis on mitmete
funktsionaalrithmade olemasolu.' Mitmed
biosorbendid voivad anda farmatseutiliselt
aktiivsete {thendite eemaldamisel paremaid
tulemusi kui tavapirased puhastusprotsessid.
Seente jiitmete kasutamisel biosorbentidena
on leitud, et Sampinjonid ja Siitake seened
eemaldavad efektiivselt paratsetamooli ja
etiiniiiilostradiooli.'?

Uurimist66 eesmirk oli katsetada bio-
loogiliste sorbentide efektiivsust reovee
puhastamisel ravimijadkidest. T66s uuriti
diklofenaki, ibuprofeeni ja paratsetamooli
biosorptsiooni reoveest, kasutades biosor-
bentidena $ampinjoni ja kdnnupessi.
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METOODIKA

Katse libiviimiseks valmistati kunstlik reo-
vesi, et maatriks sarnaneks reoveega. Reovesi
rikastati iile 95% puhtusastmega, kehtiva sii-
livusajaga referentsainetest (paratsetamool,
diklofenak, ibuprofeen) valmistatud lahusega.
Biosorptsiooniprotsess viidi libi lahustuvuse
uurimise seadme Hanson Vision G2 Classic
6 1-liitristes viaalides. Kirjanduse p6éhjal valiti
sobiv segamistiivikute pdorete arv minu-
tis, temperatuur ning uuritavate toimeai-
nete ja biosorbentide kontsentratsioon.® >3
Biosorbentidena kasutati laialt levinud ja hea
adsorptsioonivoimega seeni — Sampinjone ja
kinnupessi. Sampinjonid hangiti jaemiitigist,
kdnnupess korjati Matsalust 12. oktoobril
2021.

Sampinjonid viilutati ja kuivatati kuiva-
tuskapis 40 °C juures 48 tundi ning seejirel
jahvatati. Kdnnupessi 16igati noaga viiksema-
teks titkkideks, kuivatati kuivatuskapis 40 °C
juures 24 tundi ja jahvatati. Jahvatatud seened
autoklaaviti bakteriaalsete metaboliitide tekke
vihendamiseks 121 °C juures 15 minutit."

Raviainete lahuse valmistamiseks kasutati
A-tipsusklassiga 10 ml mootekolbe. Kunstlik
reovesi valmistati standardi ASTM D5905-98
jargi, mille fiitisikaline ja keemiline maatriks
sarnaneb olmereoveega.'®

Biosorptsiooni katse kestusega kaks tundi
viidi ldbi temperatuuril 30 °C lahustumise
uurimise seadmes Hanson. Kasutati kuute
reaktsiooniviaali, millest igasse valati 1 liiter
kunstlikku reovett ja 1 ml ravimite lahust,
mis sisaldas iihes milliliitris 25,03 mg parat-
setamooli, 11,54 mg ibuprofeeni ja 8,13 mg
diklofenakki. Molema seenega valmistati
paralleelproovid, kahte viaali lisati Sampin-
joni ja kahte kidnnupessi ning iihte vabasse
viaali tehti tdiendav kordus $ampinjoniga.
Seente pulbreid lisati 1 g viaali kohta. Kuuen-
das viaalis oli nullproov ja seent ei lisatud.
Koigi lahuste pH oli 6. Segamistiivikud sea-
distati poorlemiskiirusele 100 podret minutis.
Proove voeti 10 minuti, 20 minuti, 30 minuti,
45 minuti, 1 tunni, 1,5 tunni ja 2 tunni m66-
dudes. Proovid filtreeriti 1,5 ml pruunist

klaasist viaalidesse, kasutades CHROMAFIL
RC-45/25 siistlafiltreid pooride suurusega
0,45 pm. Viaale hoiustati enne analiitisimist
lithiajaliselt temperatuuril -2 °C.% %13

Lahuste valmistamiseks kasutati automaat-
pipette Eppendorf research plus 100-1000
ul, Mettler Toledo 500-5000 pl ja Brand
transferpette 20-200 pl.

Eluentidena kasutati 15 mMol KH2PO4
vesilahust ja 100% atsetonitriili. Analiiiisita-
vate ainete lahutamiseks kasutati analiiitilist
kolonni Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18
4,6 x 250 mm osakeste libimooduga 5 pm.
Eluendi voolukiiruseks oli 1 ml/min, siistimis-
mahuks 20 pl, elueerimine toimus toatempe-
ratuuril. Kromatogrammi ajaliseks pikkuseks
oli 20 minutit."” Kalibratsioonilahuste analiiii-
sil vedelikkromatograafiga mairati analiiiisi-
tavate ainete retentsiooniajad lainepikkustel
225 nm. Paratsetamooli retentsiooniaeg oli
5,90 minutit, diklofenakil 12,71 minutit ja
ibuprofeenil 8,58 minutit.

Andmete analiiiisiks kasutati Agilent
OpenLab CDS tarkvara ja Microsoft Exceli
programmi, kus vorreldi andmeid ja koostati
tabelid. Uuritavaid aineid tuvastati retentsioo-
niaegade jdrgi, mis saadi kalibratsioonilahu-
seid analiitisides. Biosorptsiooni efektiivsuse
hindamiseks koostati vedelikkromatograafi
andmete pohjal joonised.

TULEMUSED

Sampinjoniga viidi libi kolm paralleelproovi:
lahus A (LA), lahus B (LB) ja lahus C (LC).
Vedelikkromatograafiga saadud andmed nii-
tasid paratsetamooli ja diklofenaki sisalduse
vihenemist $ampinjoniga vesilahustest (vt
joonised 1 ja 2). Ibuprofeeni sisaldus oli kdigis
proovides eeldatavast korgem ja tulemused
koikusid, mis vois olla tingitud méne muu
aine samaaegsest koelueerumisest analiiiisitud
lahuse kromatogrammil. Kuna seente keemi-
line koostis on keeruline, siis tdenioliselt ei
lahutunud kromatogrammil ibuprofeeni piik
muust samal ajahetkel elueeruvast ainest, poh-
justades maatriksiefekti, kus kromatogrammil
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Paratsetamooli biosorptsioon $ampinjoniga
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Joonis 1. Paratsetamooli kontsentratsioonid $ampinjoniga lahustes.

Diklofenaki biosorptsioon $§ampinjoniga
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Joonis 2. Diklofenaki kontsentratsioonid Sampinjoniga lahustes.

ei esindanud piik mitte ibuprofeeni, vaid oli
ibuprofeeni ja seene koostises oleva muu
ithendi summa. Maatriksefekti tottu polnud
voimalik ibuprofeeni biosorptsiooni hinnata.

Kinnupessiga viidi 14bi kaks paral-
leelproovi: lahus D (LD) ja lahus E (LE).
Paratsetamooli ja diklofenaki kontsentrat-
sioonid langesid kdnnupessi juuresolekul
viheste kdikumistega (vt joonised 3 ja 4).

Koik kontsentratsioonid olid paratsetamooli
ja diklofenaki puhul esialgsest madalamad.
Ibuprofeeni kontsentratsioonid olid eeldata-
vast korgemad ja viiel proovil piigid puudu-
sid, seega polnud ibuprofeeni biosorptsiooni
voimalik hinnata.

Reovee maatriks on kompleksne ning
reovett analiiiisides tuleb arvestada voimaliku
maatriksefektiga ja positiivse voi negatiivse
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Joonis 3. Paratsetamooli kontsentratsioonid kédnnupessi lahustes.

Diklofenaki biosorptsioon kédnnupessiga
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Joonis 4. Diklofenaki kontsentratsioonid kannupessi lahustes.

mojuga analiiiitide signaalidele. Vedelikkro-
matograafi tulemusi voivad lisaks mojutada
seente metaboliitide eraldumine lahusesse ja
ravimite toimeainete desorbeerumine. Maat-
riksefekti vihendamiseks seened autoklaaviti
enne kunstlikku reovette lisamist. Biosorpt-
siooni katsetes leiti, et eluentidega atsetonit-
riil ja kaaliumdivesinikfosfaat olid koik kolm
toimeainet midratavad kalibratsioonilahustes

ja seenteta kunstliku reovee proovis samadel
retentsiooniaegadel. Sampinjoni ja kinnupessi
toimel vihenesid kunstlikus reovees parat-
setamooli ja diklofenaki sisaldused, aga tule-
mused polnud lineaarsed ja esines koikumisi.
Kontsentratsioonide kéikumine voib olla
tingitud raviainete desorptsioonist. Ravimite
toimeainete kontsentratsioonide vihenemise
miidrad kunstlikus reovees erinesid paral-
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leelproovides, mis vois olla tingitud bioloogi-
list paritolu maatriksi mittehomogeensusest.
Ibuprofeeni kohta ei saanud jireldusi teha,
kuna seente juuresolekul olid vedelikkroma-
tograafi andmetel ibuprofeeni kontsentrat-
sioonid eeldatavast korgemad vo6i puudusid.
Katsed ei andnud piisavalt tipseid tulemusi
Sampinjoni ja kinnupessi efektiivsuse hinda-
miseks biosorbentidena. Tegeliku sorptsioo-
nivoéime hindamiseks on vaja teha tiiendavaid
katseid. Maatriksefekti vihendamiseks v6ib
rakendada erinevaid proovi puhastamise teh-
nikaid enne kdrgsurve-vedelikkromatograa-
filist HPLC-analiitisi.

ARUTELU

Farmaatsiassaabbiosorptsioonirakendadaravi-
mite eemaldamiseks vesilahustest. Biosorpt-
siooni meetodit saab rakendada ravimijait-
mete utiliseerimisel ja farmatseutilise reovee
tootlemisel.

Biosorptsioonil $ampinjoni ja kinnupessiga
on voimalik vihendada ravimijddkide sisal-
dust reoveest, kuid seente keeruka keemilise
koostise, reovees esinevate muude iihen-
dite ja maatriksefektide esinemise tdttu on
ravimite sisalduse kvantitatiivne médramine
keerukas viljakutse. Ibuprofeeni kvantitatiiv-
seks midramiseks vajaks metoodika edasist
arendamist, kuna ibuprofeeniga samaaegselt
elueeruva muu ithendi piik segab sisalduse
kvantiteerimist. Koelueerumise viltimiseks
oleks perspektiivi edaspidi uurida erinevaid
analiiiisitava proovi puhastamise meetodeid,
aga ka erinevate lainepikkuste katsetamist
HPLC-analiiiisil.

Ravimite jadke on oluline eemaldada hoole-
kande-, tervishoiuasutuste ja farmaatsiatoos-
tuste reoveest enne selle joudmist keskkonda.
Biosorptsiooni rakendamine voimaldaks tek-
kivaid jdatmeid kasulikult taaskasutada ja
vihendada keskkonda sattuvate saasteainete
kogust, mis omakorda vihendaks inimeste
terviseprobleeme. Kuna seente uurimine
biosorbentidena on veel iisna uudne, siis tuleb

vilja selgitada eri seeneliikide kasutamise
efektiivsus ja sobivus voimalikult paljude far-
matseutiliselt aktiivsete ainete eemaldamiseks.
Ravimite biosorptsiooni teema vajab kindlasti
edasist uurimist, et lihtsustada selle rakenda-
mist farmaatsias, keskkonnakaitses ja vilja
tootada kulutohusaid ning efektiivseid meeto-
deid, kuna mitmed farmatseutiliselt aktiivsed
ained on keskkonnas ddrmiselt piisivad.

Ravimite esinemine keskkonnas on prob-
leem, mis ohustab keskkonda ja inimeste
tervist. Ravimite sattumist keskkonda saab
vihendada ravimite tarbimise vihendami-
sega ja teadlikkuse tostmisega ning ravimeid
nouetekohaselt utiliseerides. Humaan- ja
veterinaarravimite ratsionaalne tarbimine
vihendab farmatseutiliste jadtmete tekkimist
ja ravimite keskkonda sattumise riski. Selleks
peaks viltima ebavajalike retseptide viljasta-
mist ravimitele ja ravimite suurt kokkuostu.
Uue ravimi ostmisel voiks viljastada viiksema
koguse, et vihendada ravimijiddtmete tekki-
mist, kui uus ravim ei peaks sobima ja vajab
vilja vahetamist. Apteeker saab tdsta inimeste
teadlikkust ravimireostusest, soodustada ravi-
mite diget kasutamist ja ravimijadtmete diget
kiitlemist. Ravimite tootmisel saab rakendada
rohelise farmaatsia pohimétteid ehk toota uue
generatsiooni ravimeid, millel siiliks soovi-
tud farmakoloogiline toime ja terapeutiline
efekt, sealjuures arvestades ravimi kiitumist
looduses ehk ravimid oleksid suuremal mééral
biolagunevad ja ainevahetuslikud korvalsaa-
dused inaktiivsed.

JARELDUSED

Sampinjoni ja kinnupessi lisamisel kunstlikku
reovette langes paratsetamooli ja diklofenaki
kontsentratsioon. Ibuprofeeni biosorptsiooni
efektiivsust polnud selle meetodiga voimalik
miidrata maatriksefektide esinemise tottu.
Biosorptsiooni katsete tulemused niitasid,
et paratsetamooli biosorptsioonis oli sam-
pinjon efektiivsem, aga diklofenaki puhul
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olid tulemused $ampinjonil ja kdnnupessil
vordviirsed. Kuna tulemustes oli koikumisi,
siis tegeliku sorptsioonivoime miiramiseks
on vaja tiiendavaid uuringuid. Sampinjoni
ja kinnupessi polnud voimalik vorrelda ibu-
profeeni biosorptsioonis.

UURIMISTOO PIIRANGUD

Kiesolev t66 on pilootuuring edasisteks kat-
seteks eri seeneliikidest valmistatud sorben-
tide efektiivsuse vilja selgitamiseks erinevates
maatriksites. Uurimist66 eesmirk oli vali-
deerida metoodika ja aparatuuri sobivust
vastavate uuringute libiviimiseks, mistottu
valiti eeluuringusse vaid kaks liiki seeni sor-
bentidena ning levinuimad toimeained, mis
satuvad reovette.

Artikli kirjutamiseks ei ole saadud (vilis)-
rahastust.

Artikli autorid deklareerivad huvide konf-
likti puudumist.
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