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Zmiany biochemicznych w³aœciwoœci osadu czynnego
pod wp³ywem niesteroidowych leków

przeciwzapalnych

Wprowadzenie

Informacje dotycz¹ce wystêpowania farmaceutyków i in-
nych substancji aktywnych biologicznie w œrodowisku natu-
ralnym docieraj¹ do prasy fachowej niemal z ca³ego œwiata [1,
2]. Jako g³ówne Ÿród³o zanieczyszczeñ œrodowiska lekami
wymieniane s¹ œcieki bytowo-gospodarcze, do których, g³ów-
nie wraz wydalinami, przedostaj¹ siê nieca³kowicie zmetabo-
lizowane leki. Ze wzglêdu na fakt, i¿ wiêkszoœæ leków wydala-
na jest z organizmu z moczem, pojawiaj¹ siê koncepcje do-
tycz¹ce usuwania farmaceutyków bezpoœrednio z uryny. Za-
gadnienia usuwania farmaceutyków z uryny s¹ œciœle po-
wi¹zane z tematem toalet separuj¹cych (no-mix toilet), czyli
takich toalet, w których wystêpuje mo¿liwoœæ separacji moczu
np. [3]. Toalety separuj¹ce pozwalaj¹ na „odzysk” z moczu
zwi¹zków azotu czy fosforu, z mo¿liwoœci¹ dalszego ich wyko-
rzystania, np. rolniczo. Ze wzglêdu na wysokie obci¹¿enie ³a-
dunkiem azotu, mocz jest substancj¹, któr¹ stosunkowo trud-
no usun¹æ za pomoc¹ klasycznych metod osadu czynnego,
niemniej jednak istniej¹ dowody na efektywny rozk³ad uryny
w procesie nitryfikacji [4]. W moczu stê¿enie niezmetabolizo-
wanych leków z grupy niesteroidowych leków przeciwzapal-
nych (NLPZ) mo¿e wynosiæ nawet od kilku do kilkunastu
mg/dm3. Ze wzglêdu na toksyczne lub szkodliwe dzia³anie
NLPZ na organizmy wskaŸnikowe (np. Lemna minor) mo¿na
przypuszczaæ, i¿ obecne w moczu leki mog¹ w znacznym stop-
niu przyczyniaæ siê do inhibicji procesu biologicznego oczysz-
czania uryny [5]. Celem niniejszej pracy jest okreœlenie
wp³ywu wybranych NLPZ na biochemiczne w³aœciwoœci osa-
du czynnego, hodowanego w sposób ci¹g³y w napowietrzanym
reaktorze przep³ywowym. Do tego celu wytypowano test TTC,
który odzwierciedla aktywnoœæ heterotroficznych mikroorga-
nizmów osadu czynnego.

Metodyka badañ

Wybrane do badañ substancje, a mianowicie: diklofenak,
naproksen i ibuprofen, s¹ typowymi przedstawicielami
NLPZ. Podstawowe informacje dotycz¹ce wytypowanych
NLPZ zosta³y przedstawione w tablicy 1. Standardy leków
wykorzystywane podczas niniejszych badañ zosta³y zakupio-
ne w firmie Sigma Aldrich.

Tablica1
Podstawowe informacje dotycz¹ce diklofenaku, naproksenu

i ibuprofenu

Parametr Naproksen Ibuprofen Diklofenak

Wzór sumaryczny C14H14O3 C13H18O2 C16H11Cl2NO2

Masa molowa, [g/mol] 230,26 206,28 296,16

Nr CAS 22204-53-1 15687-27-1 15307-86-5

Kd, [dm3/kg] 217 7 16

Badania dotycz¹ce zmian biochemicznych w³aœciwoœci osa-
du czynnego prowadzone by³y na mikroorganizmach hodowa-
nych w napowietrzanym reaktorze biologicznym (z nitryfika-
cj¹). Osad do badañ pochodzi³ z jednej ze œl¹skich oczyszczal-
ni œcieków i w warunkach laboratoryjnych adaptowany by³
tak, aby jego wiek wynosi³ 8 dni.

Wp³yw wybranych farmaceutyków na biochemiczne w³aœ-
ciwoœci osadu czynnego okreœlano przez porównanie aktyw-
noœci enzymatycznej osadu czynnego po wprowadzeniu okre-
œlonej dawki leku, z aktywnoœci¹ enzymatyczn¹ osadu czyn-
nego bez dodatku leku (tzw. aktywnoœæ podstawowa). Aktyw-
noœæ enzymatyczna mikroorganizmów wyznaczana by³a jako
aktywnoœæ dehydrogenaz, za pomoc¹ testu z chlorkiem
2,3,5-trójfenylotetrazolowym (tzw. test TTC). Aktywnoœæ de-
hydrogenaz oznaczana by³a jako przyrost trójfenyloformaza-
nu (TF) w czasie, w przeliczeniu na such¹ masê osadu czyn-
nego. Test TTC i zabiegi wstêpne wykonywane by³y zgodnie
z metodyk¹ opisan¹ w literaturze [6]. Dawki leków stosowane
w eksperymencie by³y dobrane tak, aby po ich wprowadzeniu
do próbówek z osadem czynnym i innymi reagentami, ich stê-
¿enia zmienia³y siê w przedzia³ach 0–6,0 mg/dm3 (naprok-
sen), 0–2,0 mg/dm3 (diklofenak) oraz 0–1,7 mg/dm3 (ibupro-
fen). Efekt wp³ywu wybranych leków na organizmy osadu
czynnego okreœlano jako stopieñ toksycznoœci, liczony wg
wzoru (1):
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gdzie: ST – stopieñ toksycznoœci (bezwymiarowy), AD0 – pod-
stawowa aktywnoœæ dehydrogenaz, mg TF/h � gsm, ADT – ak-
tywnoœæ dehydrogenaz po dodaniu okreœlonej dawki substan-
cji toksycznej, mg TF/h � gsm.
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Na podstawie otrzymanych wyników wyznaczano maksy-
malny stopieñ toksycznoœci (STMAX), jaki mo¿e powodowaæ
badany farmaceutyk dzia³aj¹c na okreœlon¹ populacjê mikro-
organizmów oraz wartoœæ sta³ej K, któr¹ mo¿na zdefiniowaæ
jako „stê¿enie substancji toksycznej, przy którym stopieñ tok-
sycznoœci jest równy po³owie toksycznoœci maksymalnej”.
Szczegó³owa procedura obliczania parametrów K i STMAX

przedstawiona zosta³a w pracy doktorskiej [7]. Wyznaczone
wartoœci parametrów STMAX i K, pos³u¿y³y do wyznaczenia
teoretycznych stopni toksycznoœci
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gdzie: STTR – teoretyczny (obliczeniowy) stopieñ toksycznoœci,
STMAX – maksymalny stopieñ toksycznoœci, K – sta³a,
[mg/dm3], CT – stê¿enie substancji toksycznej, [mg/dm3]

Wzór (2) pozwala równie¿ na obliczenie parametru EC50

(STTR = 0,5), to znaczy takiego stê¿enia substancji toksycznej,
przy którym teoretyczny stopieñ toksycznoœci osi¹ga wartoœæ
0,5.

Wyniki badañ

Zmiany biochemicznych w³aœciwoœci osadu czynnego pod
wp³ywem naproksenu obserwowano przy jego stê¿eniach
w próbkach od 0 do 6,0 mg/dm3. Podstawowa aktywnoœæ de-
hydrogenaz (dla stê¿enia naproksenu w próbce = 0 mg/dm3)
wynosi³a 2,09 mg TF/h � gsm. Przy dawce naproksenu równej 6
mg/dm3, aktywnoœæ dehydrogenaz spad³a do wartoœci 1,30 mg
TF/h � gsm. Stopieñ toksycznoœci, wyznaczony za pomoc¹ rów-
nania (1), dla tej dawki naproksenu wynosi³ 0,38. Obliczone
dla ka¿dego z badanych stê¿eñ naproksenu stopnie toksycz-
noœci pozwoli³y na wyznaczenie wartoœci parametrów STMAX

i K. W przypadku naproksenu parametr STMAX osi¹gn¹³ war-
toœæ równ¹ 0,85, co oznacza, ¿e naproksen jako substancja
toksyczna mo¿e powodowaæ obni¿enie aktywnoœci dehydroge-
naz o maksimum 85% wzglêdem aktywnoœci podstawowej.
Wartoœæ parametru K dla naproksenu wynios³a 7,7 mg na-
proksenu /dm3 (dla stopnia toksycznoœci równego 0,425). Na
podstawie wzoru (2) obliczono wartoœæ parametru EC50 dla
naproksenu jako równ¹ 11,1 mg naproksenu/dm3 (Tabl. 2.).
Na rys. 1 przedstawiono zale¿noœci stopnia toksycznoœci od
stê¿enia naproksenu.

Stê¿enia ibuprofenu w próbkach, podczas badania jego
wp³ywu na mikroorganizmy osadu czynnego, zmienia³y siê
w przedziale od 0 do 1,7 mg/dm3. Podstawowa aktywnoœæ de-

hydrogenaz osadu czynnego wynosi³a 1,36 mg TF/h � gsm. Stê-
¿enie ibuprofenu w próbce na poziomie 1,70 mg/dm3 powodo-
wa³o zmniejszenie aktywnoœci dehydrogenaz do wartoœci 0,95
mg TF/h � gsm. Obliczona wartoœæ parametru EC50 dla ibupro-
fenu wynosi³a 12,3 mg ibuprofenu/dm3 (w przeliczeniu na
gram suchej masy osadu to 6,2 mg ibuprofenu/gsmo). Na pod-
stawie obliczeñ, mo¿na stwierdziæ, ¿e maksymalny stopieñ
toksycznoœci, który powoduje ibuprofen dzia³aj¹c na badan¹
populacjê mikroorganizmów osadu czynnego, wynosi 0,7.

Pocz¹tkowa aktywnoœæ dehydrogenaz, podczas badania
wp³ywu diklofenaku na mikroorganizmy osadu czynnego
wynosi³a 3,32 mg TF/h � gsm. Obliczona dla diklofenaku war-
toœæ parametru EC50 wynosi³a 6,7 mg/dm3 (w przeliczeniu na
gram suchej masy osadu – 3,4 mg diklofenaku/gsmo). Od-
nosz¹c t¹ wartoœæ do uzyskanych wartoœci EC50 ibuprofenu
i naproksenu, mo¿na stwierdziæ, ¿e diklofenak jest najbar-
dziej toksycznym farmaceutykiem z wybranej grupy NLPZ,
gdy¿ du¿o ni¿sze stê¿enie (prawie 1,8 razy ni¿sze porównuj¹c
z ibuprofenem i 1,7 razy ni¿sze w porównaniu z naprokse-
nem) powodowa³o spadek aktywnoœci podstawowej do warto-
œci ST = 0,5. W tablicy 2 zestawiono podstawowe parametry,
okreœlaj¹ce oddzia³ywanie wybranych NLPZ na mikroorgani-
zmy osadu czynnego.

Podsumowanie i wnioski

Odnosz¹c uzyskane wartoœci parametrów EC50 badanych
zwi¹zków do parametrów okreœlonych dyrektyw¹ UE 92/32/
EEC, w której substancje o EC50 z zakresu 1–10 mg/dm3 kla-
syfikowane s¹ jako toksyczne, natomiast substancje o EC50

z zakresu 10–100 mg/dm3 klasyfikowane s¹ jako szkodliwe
dla organizmów testowych, mo¿na stwierdziæ, ¿e diklofenak
(EC50 = 6,7 mg/dm3) wywiera dzia³anie toksyczne wzglêdem
badanych kultur mikroorganizmów osadu czynnego, a ibu-
profen (EC50 = 12,3 mg/dm3) i naproksen (EC50 = 11,1
mg/dm3) wykazuj¹ dzia³anie szkodliwe. Nale¿y jednak pamiê-
taæ o fakcie, ¿e w moczu (szczególnie w moczu zbieranym
w toaletach separuj¹cych, np. w szpitalach) rzadko kiedy
mamy do czynienia z pojedynczym zwi¹zkiem, tylko z miesza-
nin¹ leków, gdzie efekt toksyczny (b¹dŸ szkodliwy) mo¿e byæ
potêgowany obecnoœci¹ innych substancji.

Niniejsza praca jest czêœciowo finansowana z grantu

nr PZB/MNiSW/07/2006/31.
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Rys. 1. Zale¿noœci stopnia toksycznoœci od stê¿enia naproksenu
STMAX = 0,85; K = 7,7 mg naproksenu/dm3;

EC50 = 11,1 mg naproksenu/dm3

ST
C

C
TR

T

T

�
�

�
�
�

�
�
�0 85

7 7
,

,

Tablica 2
Podstawowe parametry okreœlaj¹ce oddzia³ywanie wybranych

NLPZ na mikroorganizmy osadu czynnego

Substancja STMAX K, [mg/dm3] EC50, [mg/dm3]

Ibuprofen 0,70 4,9 12,3

Diklofenak 0,76 3,5 6,7

Naproksen 0,85 7,7 11,1
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