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EFEKTYWNOSC PROCESOW BIODEGRADACJI
ZASTOSOWANYCH DO USUWANIA LEKOW
PRZECIWBAKTERYJNYCH ZE SCIEKOW I WODY RZECZNE]J

EFFICIENCY OF BIODEGRADATION PROCESSES TO REMOVE
OF ANTIBACTERIAL DRUGS FROM WASTEWATER AND RIVER WATER

Abstrakt: Celem pracy byta ocena skutecznosci proceséw biodegradacji aecrobowej i anaerobowej zastosowanych
do usuwania lek6w przeciwbakteryjnych, tj. ampicyliny, doksycykliny, tylozyny i sulfatiazolu, za pomoca osadow
czynnych pochodzacych z oczyszczalni $ciekéw Radocha II w Sosnowcu oraz wody z rzeki Brynicy. Stezenia
lekéw wykorzystywane w eksperymentach byly zblizone do wartosci microbial toxic concentration (MTC).
Stwierdzono, ze z wyjatkiem sulfatiazolu pozostate antybiotyki bardzo szybko ulegaja biologicznemu rozktadowi
(zazwyczaj w czasie krtszym niz 24 godziny). Jednak rozktad tych lekéw w kazdym przypadku prowadzit do
powstania niezidentyfikowanych, bardziej polarnych i trwatych biologicznie zwigzkéw organicznych.
W przypadku sulfatiazolu catkowitemu rozktadowi ulegt on jedynie przy zastosowaniu osadu czynnego po
23 dniach w procesie aerobowym. W pozostalych badanych przypadkach lek ten okazat si¢ odporny na
biodegradacjg.
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Wstep

Antybiotyki sg obecnie uzywane na szeroka skale zaréwno w lecznictwie ludzi, jak
1 w weterynarii, a takze w hodowli zwierzat jako dodatki do pasz. Leki te wraz ze Sciekami
komunalnymi i szpitalnymi oraz wraz z gnojowica przedostaja si¢ do hydrosfery,
powodujac m.in. zmiany w biocenozie. Dodatkowo, konsekwencja naduzywania oraz
nieprawidlowego stosowania antybiotykéw jest rozpowszechnienie opornych na nie
bakterii i pasozytéw [1, 2]. W rezultacie coraz wigcej szczepéw chorobotwdrczych bakterii
jest niewrazliwych na dziatanie antybiotykéw, co utrudnia dobér skutecznej farmakoterapii
[3].

Wspétczesne technologie oczyszczania §ciekéw oparte sg najczgéciej na kompilacji
aerobowych i anaerobowych proceséw biodegradacyjnych. Zaletg takich rozwigzan jest
niska cena, prostota i zazwyczaj wysoka efektywno$¢ rozktadu substancji organicznych.
Jednak wysoka aktywnos$¢ antymikrobiologiczna antybiotykéw moze spowodowac, ze
Scieki zawierajace te substancje w znacznych ilo$ciach moga spowodowac¢ zaktdcenia
w pracy biologicznych oczyszczalni $ciekéw [4]. Na antymikrobiologiczne dzialanie
antybiotykéw sa gtéwnie narazone mikroorganizmy osadu czynnego, ktére nie sa
adaptowane do $ciekéw zawierajacych te leki, a wiec w oczyszczalniach, do ktérych
sporadycznie odprowadza si¢ $cieki z antybiotykami. Konsekwencja moze by¢ znaczne
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obnizenie sprawnosci oczyszczania Sciekéw. Prace badawcze, w ktérych opisuje si¢
skuteczno$§¢ usuwania antybiotykéw ze Sciekéw w pracujacych biologicznych
oczyszczalniach $ciekdw, podaja rozbiezne informacje [4-8]. Opisywane rozbieznosci
moga by¢ spowodowane m.in. zréznicowaniem rodzajéw antybiotykéw stanowiacych
zanieczyszczenie oraz ich réznym stezeniem w influencie [4]. W praktyce moze to
oznaczaé, ze w kazdym indywidualnym przypadku $ciekéw zawierajacych antybiotyki
nalezy okre$li¢ ich oddzialywanie na osad czynny oraz uzyskiwana efektywnos$¢
oczyszczania.

Celem pracy byla ocena skuteczno$ci proceséw biodegradacji aerobowej
i anaerobowej zastosowanych do usuwania lekéw przeciwbakteryjnych, tj. ampicyliny,
doksycykliny, tylozyny i sulfatiazolu, za pomoca osadéw czynnych pochodzacych
z oczyszczalni Sciekéw Radocha II w Sosnowcu oraz wody z rzeki Brynicy. St¢zenia lekéw
wykorzystywane w eksperymentach byty zblizone do wartosci stezenia toksycznego dla
mikroorganizméw (MTC).

Materialy i metody

Wybrane do badan antybiotyki zostaly scharakteryzowane w tabeli 1. Osady czynne
wykorzystywane w eksperymentach pochodzity z komory tlenowej i komory
denitryfikacyjnej oczyszczalni $ciekéw Radocha II w Sosnowcu. Srodowiskiem odniesienia
byla woda pobrana z nurtu rzeki Brynicy oraz woda destylowana.

Tabela 1
Charakterystyka badanych antybiotykéw
Table 1
Characteristics of the studied antibiotics
. Stezenie iz Warunki analizy HPLC (chromatograf
w prébkach/wartosé YL9100 Young Lin; Korea Pd.)
Nazwa Producent MTC [mg/dm’] 2 ’ )
(numer CAS) (czystosé) dt. fali
woda
osad czynny . eluent kolumna detektora
z rzeki
[nm]
Ampicylina - s61 N . AcCN - 5%; Supelcosil
sodowa Szgrlng'fégr;h 80/82 48/50 | 0,1% roztwér | LC-18;5um; | 210
(69-53-4) TS HCOOH - 95% | 250x4,6 mm
Tylozyny winian Sigma-Aldrich AcCN - 70%; | Hypersil C-18;
T LAOL.69.0) (moc leku > 80/89 30/33 | roztwér HyPO, 5 pm; 290
800 jednostki/mg) opH2,7-30% | 150x2,1 mm
Doksycykliny N . AcCN - 70%; | Hypersil C-18;
hyklan Slggg’;},/d)mh 30/34 1/1,5 | roztwér HsPO, | ziarno 5 pm; 360
(24390-14-5) =707 opH2,7-30% | 150x2,1 mm
Sulfatiazol - sél Siema-Aldrich AcCN - 5%; Supelcosil
sodowa g(> 99%) 250/261 40/42 0,1% roztwér | LC-18; 5 pum; 272
(144-74-1) 7 HCOOH - 95% | 250x4,6 mm

W celu oznaczanie warto$ci MTC badanych antybiotykéw niezwlocznie po pobraniu
probki z oczyszczalni $ciekdw i rzeki zostaly wykorzystane do szczepienia pozywek
w tescie plytkowym. Jako pozywke, podobnie jak w tescie MARA®, stosowano wodny
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roztwor zawierajacy 2% (m/m) peptonu sojowego (Fluka) i 0,02% (m/m) chlorku
2,3,5-trifenylotetrazoliowego (POCh). Procedura przygotowania ptytek 96 dotowych
z gradientem stezen badanych antybiotykéw zostala szczegdtowo opisana przez Wadhia
iin. [9]. Pozywki szczepiono bezposrednio porcjami wody lub osadu czynnego o objetosci
15 mm’. Plytki skanowano po 24-godzinnej inkubacji w temp. 30°C i analizowano
z uzyciem oprogramowania do wyznaczania wartosci MTC firmy NCIMB Ltd, Szkocja.

Roztwory do badan, zawierajace st¢zenia antybiotykéw. odpowiadajace wczeSniej
wyznaczonym wartosciom MTC (tab. 1), przygotowywano, rozpuszczajac nawazki
antybiotykéw w osadzie czynnym, wodzie rzecznej i wodzie destylowanej, a nastgpnie
umieszczano je w zestawie reaktoréw aerobowych o objetosci 50 cm’ (rys. 1) lub
anaerobowych o objetosci 100 cm”.

Rys. 1. Zestaw do prowadzenia biodegradacji w warunkach tlenowych

Fig. 1. Experimental set-up for aerobic biodegradation

Powietrze do reaktorow aerobowych, ktére byto tloczone za pomoca kompresora
bezolejowego Aristo B110 (Wtochy), poddawano filtracji, dezynfekcji roztworem KMnO,,
separacji i ponownej filtracji na ztozu weglowym. Reaktory z probkami anaerobowe
zawieraly kulke szklang i byly mieszane przez 15 min co 1 godzing za pomoca wytrzasarki.
Proces biodegradacji prowadzono kazdorazowo przez 28 dni w temperaturze 22 *1°C.
Elementy zestawow majace kontakt z prébkami byly przed kazdym eksperymentem
sterylizowane. Efekty biodegradacji oceniano na podstawie obnizenia st¢zenia badanych
antybiotykéw w prébkach, oznaczanego metoda HPLC. Tak zdefiniowana biodegradacja
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nie oznacza mineralizacji badanych lekéw. Szczegétowe warunki analizy zamieszczono
w tabeli 1.

Rezultaty i dyskusja

Wartosci MTC badanych antybiotykéw wyznaczone dla osadu czynnego i wody
z rzeki zamieszczono w tabeli 1. WielkoSci te odzwierciedlaja odporno$¢ najmniej
wrazliwych mikroorganizméw bytujacych w badanym ekosystemie, a zatem powinny
stanowi¢ graniczne st¢zenie dla proceséw biodegradacji.

Na rysunkach 2-5 pokazano zmiany st¢zen badanych antybiotykéw obserwowane
w ciagu 28 dni w osadzie czynnym, wodzie rzecznej i w wodzie destylowanej. Zmiany te
ilustruja rozktad lub transformacje tych antybiotykéw do innych zwiazkéw chemicznych.

W trakcie eksperymentéw procesy chemiczne zachodzace bez udzialu
mikroorganizméw w wodzie destylowanej powodowaly catkowity rozklad ampicyliny
(rys. 2, niezaleznie od stg¢zenia w czasie krdétszym niz 18 dni) oraz doksycykliny o st¢zeniu
poczatkowym wynoszacym 1 mg/dm’ (rys. 3). W przypadku roztworéw doksycykliny
o C, = 40 mg/dm’ oraz tylozyny (rys. 4) réwniez obserwowano obnizenie stezen tych
antybiotykéw, odpowiednio o ok. 50 i 20%. W warunkach eksperymentu catkowicie trwate
okazaly si¢ wodne roztwory sulfatiazolu (rys. 5).
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Rys. 2. Dynamika zmian st¢Zzenia ampicyliny w osadzie czynnym, wodzie rzecznej i wodzie destylowanej oraz
poréwnanie przykladowych chromatograméw uzyskanych dla roztworu ampicyliny (C, = 80 mg/dm?)
przed i po 1 dobie biodegradacji aerobowej z osadem czynnym

Fig. 2. The dynamics of changes of ampicillin concentration in activated sludge, river’s water and distilled water

and the comparison of the chromatograms obtained for ampicillin solution (C, = 80 mg/dm®) before and
after 24 hours of aerobic biodegradation with activated sludge
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Rys. 3. Dynamika zmian st¢zenia doksycykliny w osadzie czynnym, wodzie rzecznej i wodzie destylowanej oraz
poréwnanie przyktadowych chromatograméw uzyskanych dla roztworu doksycykliny (C, = 1 mg/dm?)
przed i po 1 dobie biodegradacji aerobowej z osadem czynnym

Fig. 3. The dynamics of changes of doxycycline concentration in activated sludge, river’s water and distilled
water and the comparison of the chromatograms obtained for doxycycline solution (C, = 1 mg/dm®) before
and after 24 hours of aerobic biodegradation with activated sludge
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Rys. 4. Dynamika zmian st¢zenia tylozyny w osadzie czynnym, wodzie rzecznej i wodzie destylowanej oraz
poréwnanie przyktadowych chromatograméw uzyskanych dla roztworu tylozyny (C, = 80 mg/dm?®) przed
i po 1 dobie biodegradacji aerobowej z osadem czynnym

Rys. 4. The dynamics of changes of tylosin concentration in activated sludge, river’s water and distilled water and
the comparison of the chromatograms obtained for tylosin solution (C, = 80 mg/dm®) before and after
24 hours of aerobic biodegradation with activated sludge
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Rys. 5. Dynamika zmian st¢Zenia sulfatiazolu w osadzie czynnym, wodzie rzecznej i wodzie destylowanej oraz
poréwnanie przyktadowych chromatograméw uzyskanych dla roztworu sulfatiazolu (C, = 250 mg/dm®)
przed i po 21 dobach biodegradacji aerobowej z osadem czynnym

Fig. 5. The dynamics of changes of sulfathiazole concentration in activated sludge, river’s water and distilled
water and the comparison of the chromatograms obtained for sulfathiazole solution (C, = 250 mg/dm?)
before and after 24 hours of aerobic biodegradation with activated sludge

W przeprowadzonych  eksperymentach rozklad (transformacja) badanych
antybiotykéw z udzialem mikroorganizméw okazal si¢ znacznie szybszy. Zgodnie
z oczekiwaniami, najkorzystniejsze okazalo si¢ zastosowanie osadu czynnego.
Stwierdzono, ze w warunkach aerobowych i anaerobowych ampicylina, doksycyklina
i tylozyna ulegaly catkowitej biodegradacji w czasie krétszym niz 1 dzien. Sulfatiazol
w warunkach aerobowych rozkladal si¢ ciagu 23 dni, natomiast w warunkach
anaerobowych w ciggu 28 dni st¢zenie sulfatiazolu obnizylo si¢ o mniej niz 20%.
W ekosystemie rzeki Brynicy, niezaleznie od warunkéw tlenowych, catkowita
biodegradacja doksycykliny i tylozyny réwniez trwata krécej niz 1 dzien, a ampicyliny
7-8 dni. Sulfotiazol w tym przypadku okazal si¢ niebiodegradowalny.

Opisane wyzej rezultaty wskazuja, ze sulfatiazol jest znacznie bardziej odporny
chemicznie i biologicznie od pozostatych antybiotykow. Moze to oznaczaé, ze
wprowadzony do $rodowiska bedzie oddziatywat na obecna w nim biocenozg przez
znacznie dluzszy czas. Duza szybko$¢ biodegradacji pozostatych antybiotykdéw nie oznacza
jednoznacznie wysokiej efektywnosci tego procesu z punktu widzenia obnizenia ryzyka
srodowiskowego. We wszystkich przypadkach procesom biodegradacji towarzyszyto
powstawanie produktéw transformacji antybiotykow (chromatogramy na rys. 2-5).
W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, Ze substancje te posiadaly te same grupy
chromoforowe co wyjsciowe antybiotyki i, z wyjatkiem produktéw biodegradacji
ampicyliny, w ciaggu 28 dni nie ulegaly dalszemu rozktadowi. Istnieje wysokie ryzyko, ze
powstajace w trakcie proceséw biologicznych substancje calkowicie lub czeSciowo
zachowuja aktywno$¢ antymikrobiologiczng. Dane literaturowe wskazuja, ze produktem
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rozktadu sulfonamidéw jest najczeSciej bardziej aktywny biologicznie sulfanilamid [10],
tylozyna moze ulega¢ transformacji do innej formy leku, np. tylozyny D [4, 11], natomiast
doksycyklina do mniej aktywnych 6-epidoksycykliny oraz metacykliny [12]. Oznacza to,
ze pelna ocena efektywnosci procesu biodegradacji wymaga analizy aktywnosci
antymikrobiologicznej produktéw tego procesu i ewentualng ich identyfikacje. Niemniej,
juz na podstawie uzyskanych rezultatéw mozna stwierdzi¢, ze zasadnos$¢ zastosowania
technologii ~ wykorzystujacych ~ zjawisko  biodegradacji do  usuwania lekéw
przeciwbakteryjnych ze $ciekéw zalezy od rodzaju leku, jaki ma zosta¢ usunigty.

Whioski

Badane antybiotyki hamujg rozwdj mikroorganizméw pochodzacych z wody rzecznej
iosadu czynnego. Mimo to przy stezeniach bliskich MTC bardzo szybko (z wyjatkiem
sulfatiazolu) ulegaja biologicznemu rozktadowi. Jednak rozklad tych lekéw w kazdym
przypadku prowadzil do powstania niezidentyfikowanych, bardziej trwatych biologicznie
zwigzkéw organicznych. W przypadku sulfatiazolu catkowitemu rozkladowi ulegt on
jedynie przy zastosowaniu osadu czynnego po 23 dniach w procesie aerobowym.
W pozostatych badanych przypadkach lek ten okazat si¢ odporny na biodegradacje.

Zasadno$¢ zastosowania technologii wykorzystujacych zjawisko biodegradacji do
usuwania lekéw przeciwbakteryjnych ze $ciekéw zalezy od rodzaju leku, jaki ma zostaé
usuniety, jednak pelna ocena efektywnosci procesu biodegradacji wymaga analizy
aktywno$ci antymikrobiologicznej produktéw tego procesu.
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EFFICIENCY OF BIODEGRADATION PROCESSES TO REMOVE
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Abstract: Nowadays, antibiotics are used on a large scale, both in veterinary and human medicine as well as in
animal husbandry as feed additives. These drugs with municipal and hospital wastewater and with liquid manure
can get into the hydrosphere resulting in, among others, changes in the biocenosis. In addition, the consequence of
excessive and improper use of antibiotics can be the spread of bacteria and parasites that are resistant to them.
In result, an increasing number of pathogenic bacteria strains is insensitive to antibiotics and a choice of effective
pharmacotherapy may become more difficult. The aim of this study was to assess the efficiency of aerobic and
anaerobic biodegradation processes for the removal of antimicrobial drugs, ie ampicillin, doxycycline, tylosin and
sulfathiazole using the active sludge from the wastewater treatment plant “Radocha II”’ in Sosnowiec and water
from the Brynica river. The antibiotics concentrations used in the experiments were similar to the Microbial Toxic
Concentrations (MTC) values. It was found that ampicillin, doxycycline and tylosin were biodegradable rapidly
within less than 24 hours. However, in each case, the degradation of these antibiotics led to the formation of
unidentified, more polar and biologically persistent organic compounds. Contrary, sulfathiazole was completely
degraded after 23 days in aerobic process using activated sludge and it was resistant to biodegradation in the other
experiments.

Keywords: antibiotics, environment, wastewater treatment, biodegradation, activated sludge



