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Zmiany biochemicznych wtasciwosci osadu czynnego
pod wptywem niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych

Wprowadzenie

Informacje dotyczace wystepowania farmaceutykow 1 in-
nych substancji aktywnych biologicznie w $rodowisku natu-
ralnym docieraja do prasy fachowej niemal z calego Swiata [1,
2]. Jako gltéwne zZréodlo zanieczyszczen Srodowiska lekami
wymieniane sg Scieki bytowo-gospodarcze, do ktorych, glow-
nie wraz wydalinami, przedostaja sie niecatkowicie zmetabo-
lizowane leki. Ze wzgledu na fakt, iz wiekszoé¢ lekow wydala-
na jest z organizmu z moczem, pojawiaja sie koncepcje do-
tyczace usuwania farmaceutykéw bezposrednio z uryny. Za-
gadnienia usuwania farmaceutykéw z uryny sa S$ciéle po-
wigzane z tematem toalet separujacych (no-mix toilet), czyli
takich toalet, w ktérych wystepuje mozliwo§¢ separacji moczu
np. [3]. Toalety separujace pozwalaja na ,,odzysk” z moczu
zwigzkow azotu czy fosforu, z mozliwoscia dalszego ich wyko-
rzystania, np. rolniczo. Ze wzgledu na wysokie obcigzenie ta-
dunkiem azotu, mocz jest substancja, ktora stosunkowo trud-
no usunaé¢ za pomoca klasycznych metod osadu czynnego,
niemniej jednak istnieja dowody na efektywny rozktad uryny
w procesie nitryfikacji [4]. W moczu stezenie niezmetabolizo-
wanych lekéw z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapal-
nych (NLPZ) moze wynosi¢ nawet od kilku do kilkunastu
mg/dm?. Ze wzgledu na toksyczne lub szkodliwe dzialanie
NLPZ na organizmy wskaznikowe (np. Lemna minor) mozna
przypuszczad, iz obecne w moczu leki moga w znacznym stop-
niu przyczyniac¢ sie do inhibicji procesu biologicznego oczysz-
czania uryny [5]. Celem niniejszej pracy jest okreslenie
wplywu wybranych NLPZ na biochemiczne wlasciwosci osa-
du czynnego, hodowanego w sposéb ciagly w napowietrzanym
reaktorze przepltywowym. Do tego celu wytypowano test TTC,
ktory odzwierciedla aktywno$é heterotroficznych mikroorga-
nizmoéw osadu czynnego.

Metodyka badan

Wybrane do badan substancje, a mianowicie: diklofenak,
naproksen 1 ibuprofen, sa typowymi przedstawicielami
NLPZ. Podstawowe informacje dotyczace wytypowanych
NLPZ zostaty przedstawione w tablicy 1. Standardy lekéw
wykorzystywane podczas niniejszych badan zostaly zakupio-
ne w firmie Sigma Aldrich.

Tablical
Podstawowe informacje dotyczace diklofenaku, naproksenu
i ibuprofenu

Parametr Naproksen Ibuprofen Diklofenak
Wzér sumaryczny C14H1403 C13H1502 C16H1:CI:NOy
Masa molowa, [g/mol] 230,26 206,28 296,16
Nr CAS 22204-53-1 15687-27-1 15307-86-5
K, [dm%kg] 217 7 16

Badania dotyczace zmian biochemicznych wlasciwosci osa-
du czynnego prowadzone byly na mikroorganizmach hodowa-
nych w napowietrzanym reaktorze biologicznym (z nitryfika-
cja). Osad do badan pochodzil z jednej ze §laskich oczyszczal-
ni Sciekéw 1 w warunkach laboratoryjnych adaptowany byt
tak, aby jego wiek wynosit 8 dni.

Wplyw wybranych farmaceutykéw na biochemiczne wias-
ciwos$ci osadu czynnego okre§lano przez poréwnanie aktyw-
no$ci enzymatycznej osadu czynnego po wprowadzeniu okre-
$lonej dawki leku, z aktywnoS$cia enzymatyczna osadu czyn-
nego bez dodatku leku (tzw. aktywno$¢ podstawowa). Aktyw-
no$¢ enzymatyczna mikroorganizméw wyznaczana byta jako
aktywno$¢ dehydrogenaz, za pomoca testu z chlorkiem
2,3,5-tréjfenylotetrazolowym (tzw. test TTC). Aktywnos§¢ de-
hydrogenaz oznaczana byla jako przyrost tréjfenyloformaza-
nu (TF) w czasie, w przeliczeniu na sucha mase osadu czyn-
nego. Test TTC 1 zabiegi wstepne wykonywane byly zgodnie
z metodyka opisana w literaturze [6]. Dawki lekéw stosowane
w eksperymencie byly dobrane tak, aby po ich wprowadzeniu
do prébéwek z osadem czynnym i innymi reagentami, ich ste-
zenia zmienialy sie w przedzialach 0-6,0 mg/dm® (naprok-
sen), 0-2,0 mg/dm? (diklofenak) oraz 0-1,7 mg/dm?® (ibupro-
fen). Efekt wplywu wybranych lek6w na organizmy osadu
czynnego okre§lano jako stopien toksycznosci, liczony wg
wzoru (1):

AD, - AD,
AD,

ST = 1

gdzie: ST — stopien toksycznoéci (bezwymiarowy), AD, — pod-
stawowa aktywno$¢ dehydrogenaz, mg TF/h g, , ADy — ak-
tywno§¢ dehydrogenaz po dodaniu okreslonej dawki substan-
cji toksycznej, mg TF/h - g, .
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Na podstawie otrzymanych wynikéw wyznaczano maksy-
malny stopien toksycznosci (STy4x), jaki moze powodowaé
badany farmaceutyk dziatajac na okreélong populacje mikro-
organizmo6w oraz warto§é stalej K, ktérq mozna zdefiniowaé
jako ,stezenie substancji toksycznej, przy ktérym stopien tok-
syczno$ci jest réwny potowie toksycznoSci maksymalnej”.
Szczegblowa procedura obliczania parametrow K i STyux
przedstawiona zostata w pracy doktorskiej [7]. Wyznaczone
wartoSci parametrow STyux 1 K, postuzyly do wyznaczenia
teoretycznych stopni toksycznosci

C

STTR = STMAX 0741-‘1( (2)
T

gdzie: STy — teoretyczny (obliczeniowy) stopien toksycznosci,
STyax — maksymalny stopien toksycznosci, K — stala,
[mg/dm?], C; — stezenie substancji toksycznej, [mg/dm?]

Wzér (2) pozwala réwniez na obliczenie parametru ECj,
(ST = 0,5), to znaczy takiego stezenia substancji toksycznej,
przy ktorym teoretyczny stopien toksycznosci osiaga wartosé
0,5.

Wyniki badan

Zmiany biochemicznych wtasciwoéci osadu czynnego pod
wplywem naproksenu obserwowano przy jego stezeniach
w prébkach od 0 do 6,0 mg/dm®. Podstawowa aktywnoéé de-
hydrogenaz (dla stezenia naproksenu w prébce = 0 mg/dm?)
wynosita 2,09 mg TF/h - g . Przy dawce naproksenu réwnej 6
mg/dm?, aktywnoéé dehydrogenaz spadta do wartosci 1,30 mg
TF/h - g,,,. Stopien toksycznoéci, wyznaczony za pomoca row-
nania (1), dla tej dawki naproksenu wynosit 0,38. Obliczone
dla kazdego z badanych stezen naproksenu stopnie toksycz-
nosci pozwolily na wyznaczenie wartosci parametrow STy x
i K. W przypadku naproksenu parametr ST,y osiagnat war-
to§¢é réwna 0,85, co oznacza, ze naproksen jako substancja
toksyczna moze powodowac obnizenie aktywno$ci dehydroge-
naz o maksimum 85% wzgledem aktywnos$ci podstawowe;.
Wartoéé parametru K dla naproksenu wyniosta 7,7 mg na-
proksenu /dm® (dla stopnia toksycznoéci réwnego 0,425). Na
podstawie wzoru (2) obliczono warto$¢ parametru ECy, dla
naproksenu jako réwna 11,1 mg naproksenu/dm® (Tabl. 2.).
Na rys. 1 przedstawiono zaleznoS$ci stopnia toksyczno$ci od
stezenia naproksenu.

Stezenia ibuprofenu w prébkach, podczas badania jego
wplywu na mikroorganizmy osadu czynnego, zmienialy sie
w przedziale od 0 do 1,7 mg/dm?. Podstawowa aktywnosé de-
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Rys. 1. ZaleznoSci stopnia toksycznos$ci od stezenia naproksenu
STyax = 0,85; K = 7,7 mg naproksenu/dm?3;
ECs0 = 11,1 mg naproksenu/dm?
C

STy, = 0,85 —L
( - C, + 1,7

Tablica 2
Podstawowe parametry okre§lajace oddzialywanie wybranych
NLPZ na mikroorganizmy osadu czynnego

Substancja SThax K, [mg/dm?] ECs, [mg/dm?]
Ibuprofen 0,70 4,9 12,3
Diklofenak 0,76 3,5 6,7
Naproksen 0,85 7,7 11,1

hydrogenaz osadu czynnego wynosita 1,36 mg TF/h - g . Ste-
zenie ibuprofenu w prébce na poziomie 1,70 mg/dm® powodo-
wato zmniejszenie aktywnoéci dehydrogenaz do wartoéci 0,95
mg TF/h - g, . Obliczona warto§é¢ parametru ECy, dla ibupro-
fenu wynosila 12,3 mg ibuprofenu/dm® (w przeliczeniu na
gram suchej masy osadu to 6,2 mg ibuprofenu/g,, ). Na pod-
stawie obliczen, mozna stwierdzi¢, ze maksymalny stopien
toksycznosci, ktéry powoduje ibuprofen dziatajac na badang
populacje mikroorganizméw osadu czynnego, wynosi 0,7.

Poczatkowa aktywno§¢ dehydrogenaz, podczas badania
wplywu diklofenaku na mikroorganizmy osadu czynnego
wynosilta 3,32 mg TF/h-g,. Obliczona dla diklofenaku war-
toéé parametru EC5, wynosila 6,7 mg/dm?® (w przeliczeniu na
gram suchej masy osadu — 3,4 mg diklofenaku/g,). Od-
noszac ta warto§¢ do uzyskanych wartosci ECy, ibuprofenu
i naproksenu, mozna stwierdzié, ze diklofenak jest najbar-
dziej toksycznym farmaceutykiem z wybranej grupy NLPZ,
gdyz duzo nizsze stezenie (prawie 1,8 razy nizsze poréwnujac
z ibuprofenem i 1,7 razy nizsze w poréwnaniu z naprokse-
nem) powodowato spadek aktywnos$ci podstawowej do warto-
$c1 ST = 0,5. W tablicy 2 zestawiono podstawowe parametry,
okreslajace oddzialywanie wybranych NLPZ na mikroorgani-
zmy osadu czynnego.

Podsumowanie i wnioski

Odnoszac uzyskane wartosci parametréw ECj, badanych
zwiazkéw do parametrow okre$lonych dyrektywa UE 92/32/
EEC, w ktérej substancje o ECy, z zakresu 1-10 mg/dm® kla-
syfikowane sa jako toksyczne, natomiast substancje o ECj,
z zakresu 10-100 mg/dm?® klasyfikowane sa jako szkodliwe
dla organizméw testowych, mozna stwierdzi¢, ze diklofenak
(ECs, = 6,7 mg/dm®) wywiera dzialanie toksyczne wzgledem
badanych kultur mikroorganizméw osadu czynnego, a ibu-
profen (ECs, = 12,3 mg/dm®) i naproksen (ECs, = 11,1
mg/dm?®) wykazuja, dziatanie szkodliwe. Nalezy jednak pamie-
ta¢ o fakcie, ze w moczu (szczegélnie w moczu zbieranym
w toaletach separujacych, np. w szpitalach) rzadko kiedy
mamy do czynienia z pojedynczym zwiazkiem, tylko z miesza-
ning lekéw, gdzie efekt toksyczny (badz szkodliwy) moze byé
potegowany obecnoécia innych substancji.

Niniejsza praca jest cze$ciowo finansowana z grantu
nr PZB/MNiSW/07/2006/31.
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