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ZMIANY EKOTOKSYCZNOSCI ROZTWOROW
ZAWIERAJACYCH SULFONAMIDY W TRAKCIE PROCESU
ZAAWANSOWANEGO UTLENIANIA

CHANGES IN ECOTOXICITY OF SULFONAMIDES SOLUTIONS
DURING THE ADVANCED OXIDATION PROCESS

Abstrakt: Procesy zaawansowanego utleniania (AOP) sa czesto wykorzystywane do degradacji zanieczyszczen
odpornych na biodegradacj¢ i silnie toksycznych. Przyktadem takich substancji sa sulfonamidy zaliczane do
syntetycznych chemioterapeutykéw o dziataniu bakteriostatycznym. Aby zastosowanie procesow AOP byto
uzasadnione, wazne jest, by ich produkty charakteryzowaly si¢ nizsza ekotoksycznos$cig niz substraty. Celem
pracy byta ocena ekotoksycznosci sulfanilamidu i sulfametoksazolu oraz produktéw reakcji ich utleniania za
pomoca rodnikéw hydroksylowych (HO®). Zrédiem rodnikéw byta reakcja fotokatalityczna prowadzona
w obecnosci TiO,. Oceng ekotoksycznosci wykonywano, wykorzystujac standaryzowany test MARA® i procedury
jego producenta. Test ten wykorzystuje jako bioindykatory dziesi¢¢ wyizolowanych szczepéw bakteryjnych
i drozdze. Stwierdzono, ze wigkszo$¢ bioindykatoréw byla praktycznie niewrazliwa na badane sulfonamidy do
stezenia 500 pmol dm™. Mikroorganizmami wrazliwymi w znacznie wiekszym stopniu od pozostalych byly
szczepy Microbacterium spp. oraz Citrobacter freudii. Minimalne st¢zenia hamujace wyznaczone wzglgdem tych
szczepéw dla sulfanilamidu i sulfametoksazolu wynosity odpowiednio 15 pmol dm™ (Microbacterium spp.)
i 19 umol dm™ (C. freudii). Stwierdzono réwniez, ze wypadkowy efekt inhibicyjny badanych prébek malal
w trakcie trwania AOP, jednak znacznie wolniej niz towarzyszaca mu degradacja sulfonamidéw. Najsilniej efekt
ten obserwowany byt u mikroorganizméw bardziej wrazliwych na sulfonamidy. Jednak w pojedynczych
przypadkach w trakcie AOP obserwowano réwniez wzrost inhibicji w badanych roztworach.

Stowa kluczowe: sulfonamidy, ekotoksyczno$¢, procesy zaawansowanego utleniania

Jednym z negatywnych skutkéw zachodzacego obecnie rozwoju cywilizacyjnego jest
wzrost ilodci antropogennych zanieczyszczen wprowadzanych do $rodowiska. Jako
szczegllnie niebezpieczne uznaje si¢ substancje, ktore charakteryzuje jednoczesne
wystepowanie nastepujacych cech:

e duza trwato$¢ i odporno$¢ na procesy rozktadu zachodzace w §rodowisku,

wysoka aktywno$¢ biologiczna, np. toksyczno$¢, mutagennosc¢, ekotoksycznose,
zdolnos$¢ do akumulacji w tancuchach pokarmowych,

zdolnos¢ do tatwego rozprzestrzeniania si¢ w srodowisku,

duza i wcigz rosngca konsumpcja.

Przyktadem substancji, ktérych nadmierna, szybko rosngca konsumpcja w ostatnich
latach budzi szczeg6lny niepokdj, sa - uzywane w hodowli zwierzat - sulfonamidy [1-4].
Ich pozostatosci (lub metabolity), trafiajac do $rodowiska, staja si¢ promotorami
lekoopornosci [1, 4]. Opinie dotyczace skuteczno$ci stosowanych technologii usuwania
tych lekéw ze strumienia odpadéw sa rozbiezne [1, 5, 6]. Najcze$ciej stosowanym
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kryterium oceny badanej metody jest wytacznie uzyskiwany z jej pomoca stopien usunigcia
leku lub jego mineralizacji [1, 6].

Ze wzgledu na mozliwo$¢ generowania lekoopornosci przez substancje
przeciwbakteryjne obecne w niezupelnie oczyszczonych $ciekach jako bardziej wlasciwy
sposob oceny zastosowanej metody wydaje si¢ wyznaczanie aktywnosci mikrobiologiczne;j
tych $ciekéw przed i po oczyszczaniu.

Do degradacji zanieczyszczen odpornych na biodegradacje i silnie toksycznych czgsto
wykorzystywane s3 procesy zaawansowanego utleniania (AOP) [1, 7, 8]. Jednak, aby
zastosowanie procesOw AOP bylo uzasadnione, wazne jest, by ich produkty
charakteryzowaly si¢ nizszg ekotoksycznoscig niz substraty.

Celem pracy byla ocena ekotoksyczno$ci wybranych sulfonamidéw oraz produktéw
reakcji ich utleniania za pomocg rodnikéw hydroksylowych (HO®), generowanych
w trakcie reakcji fotokatalityczne;.

Metodyka badan

W  badaniach, jako substancje wzorcowe wykorzystywano roztwory wodne
sulfanilamidu (cz.d.a. POCH) i sulfametoksazolu (99%, Sigma). O wyborze tych lekéw
zdecydowato ich wysokie zuzycie oraz duza frekwencja w prébkach srodowiskowych.

Reakcje fotokatalityczna prowadzono w wodnych roztworach badanych sulfonamidéw
(C, = 0,5 mmol dm‘3) po dodaniu statego TiO,-P25 (Aeroxide) w ilosci 0,5 g dm™. Tak
spreparowane mieszaniny na$wietlano promieniowaniem UV A o natezeniu 13,6 W m™.
Prébki uzyskane przed rozpoczeciem naswietlania oraz po jego okre$lonym czasie
odwirowywano (20 min, 4000 RPM), a nast¢pnie poddawano ocenie ich aktywnos$¢
mikrobiologiczng z uzyciem standardowego testu MARA® i procedury opisanej przez
producenta [9].

Jest to system oceny aktywnos$ci mikrobiologicznej prébek na podstawie obserwacji
zmian wzrostu bakterii Microbacterium spp, Brevundimonas diminuta, Citrobacter freudii,
Comamonas testosterone, Enterococcus casseliflavus, Delftia acidovorans, Kurthia
gibsonii, Staphylococcus warneri, Pseudomonas aurantiaca, Serratia rubidaea oraz
drozdzy Pichia anomalia [10]. Wzrost probek kontrolnych przyjeto za 100%. W celach
poréwnawczych z uzyciem testu MARA wyznaczano réwniez minimalne stezenia
hamujgce (MTC) dla badanych sulfonamidéw. Maksymalne st¢zenia badanych
sulfonamidéw w tescie wynosity 500 pmol dm™. Testy powtarzano trzykrotnie.

Omowienie wynikéw i dyskusja

W trakcie badan wstepnych potwierdzono, ze podczas naswietlania prébek zachodzi
obnizanie stgzenia zawartych w nich sulfonamidéw. Swiadczy to o zachodzacym ich
rozktadzie. Dynamike tego procesu przedstawiono na rysunkach 1 (dla sulfanilamidu)
i 2 (dla sulfametoksazolu).

W celu oceny warto$ci MTC dla wybranych do badan sulfonamidéw przeprowadzono
test MARA z wykorzystaniem procedury rozcienczen. Stwierdzono, ze wigkszo$¢
bioindykatoréw byla praktycznie niewrazliwa na badane sulfonamidy. Mikroorganizmami
wrazliwymi w znacznie wigkszym stopniu od pozostatych byty szczepy Microbacterium
spp. oraz C. freudii. Minimalne st¢zenia hamujagce (MTC) wyznaczone wzgledem tych
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szczepéw dla sulfanilamidu i sulfametoksazolu wynosity odpowiednio 15 (Microbacterium
spp.) i 19 umol dm™ (C. freudii).
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Rys. I. Dynamika degradacji sulfanilamidu (C, 500 pmol dm™) oraz zmian aktywnosci mikrobiologicznej jego
roztworéw po naswietlaniu promieniowaniem UV A w obecnosci TiO, (0,5 g dm™)

Fig. 1. The dynamics of degradation of sulfnilamide (C, 500 umol dm™) and the changes in microbial activity
of its solutions after UV A irradiation in the presence of TiO, (0.5 g dm™)

Wypadkowy efekt inhibicyjny badanych prébek zmniejszat sie w trakcie na$wietlania
(rys. 11 2). Szczegdlnie silne obnizenie inhibicji badanych prébek obserwowano wzgledem
organizméw najbardziej wrazliwych na badane sulfonamidy, a wigc Microbacterium sp.
i C. freudii, odpowiednio dla sulfanilamidu i sulfametoksazolu. Jest to niewatpliwie
spowodowane degradacja sulfonamidéw i powstawaniem praktycznie nietoksycznych
wzgledem tych mikroorganizméw pétproduktéw reakcji fotokatalitycznej. Opisany wyzej
efekt jest korzystny i moze §wiadczy¢ o zasadnosci wykorzystania procesow AOP do
usuwania sulfonamidéw ze S$ciekdéw, zwlaszcza ze badania nad fotokatalitycznym
oczyszczaniem $ciekdw zawierajacych sulfonamidy potwierdzaja duza skuteczno$¢ tych
metod [7, 8].

Na rysunku 3 przedstawiono wzgledne zmiany wzrostu wszystkich mikroorganizméw
testowych w roztworach badanych sulfonamidéw powodowane reakcja fotokatalitycza
trwajaca 240 min.

W przypadku kilku szczepéw mikroorganizméw o niewielkiej wrazliwosci na
sulfonamidy, np. C. festosterone, E. casseliflavus, D. acidovorans, obserwowano efekty
przeciwne, tzn. toksyczno$¢ prébek wzgledem nich rosta wraz ze wzrostem czasu
naswietlania.
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Rys. 2. Dynamika degradacji sulfametoksazolu (C, 500 umol dm™) oraz zmian aktywnosci mikrobiologicznej
jego roztworéw po naswietlaniu promieniowaniem UV A w obecnoéci TiO, (0,5 g dm™)

Fig. 2. The dynamics of degradation of sulfamethoxazole (C, 500 umol dm™) and the changes in microbial
activity of its solutions after UV A irradiation in the presence of TiO, (0.5 g dm™)
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Rys. 3. Wzgledna zmiana wzrostu mikroorganizméw testowych w roztworach zawierajacych sulfonamidy
(C, 500 pmol dm™) spowodowana reakcja fotokatalityczng prowadzong przez 240 min

Fig. 3. The relative change in the growth of test microorganisms in solutions containing sulfonamides
(C, 500 pmol dm™) caused by the photocatalytic reaction carried out for 240 min
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Wydaje si¢ jednak, ze fakt ten nie stanowi przekonujacego dowodu na wigkszg
toksyczno$¢ produktéw czesciowej degradacji sulfonamidéw. Uwazamy, ze niewielkie
zmiany inhibicji sa w tym przypadku wylacznie skutkiem réznic w rozwoju szybkosci
namnazania mikroorganizméw testowych.

Whioski

Proces AOP powoduje obnizenie efektu inhibicyjnego prébek zawierajacych
sulfonamidy, jednak znacznie wolniej niz towarzyszaca mu degradacja tych lekow.
Najsilniej efekt ten obserwowany byl u mikroorganizméw bardziej wrazliwych na
sulfonamidy.
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CHANGES IN ECOTOXICITY OF SULFONAMIDES SOLUTIONS
DURING THE ADVANCED OXIDATION PROCESS
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Abstract: Advanced oxidation processes (AOP) are often used to degrade of organic pollutants that are resistant to
biodegradation and highly toxic. Examples of such substances are sulfonamides classified as synthetic
chemotherapeutics agents having a bacteriostatic effect. However, the application of AOP is useful and proper
only when the resulting products will be less ecotoxic than substrates. The purpose of our study was to compare
the ecotoxicity of sulfanilamide and sulfamethoxazole and products of their oxidation by hydroxyl radicals (HO").
These radicals were generated during the photocatalytic reaction carried out in the presence of TiO..
Ecotoxicological assessment was determined using a standardized MARA® toxicity test kit and procedures
recommended by the test manufacturer. In MARA® test, eleven genetically diverse microorganisms (ten strains of
bacteria and one yeast) are used as bioindicators. It was found, that the most of bioindicators was practically
insensitive to sulfonamides investigated at concentrations to 500 umol dm™. Microbacterium spp. and Citrobacter
freudii were much more sensitive microorganisms than the others. The minimum inhibitory concentrations (MTC)
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determined against these strains to sulfanilamide and sulfamethoxazole were 15 umol dm™ (Microbacterium spp.)
and 19 umol dm™ (C. freudii), respectively. Additionally, it was found that the resultant inhibitory effect on the
growth of tested microorganisms decreased during the AOP, but it was much slower than accompanying
degradation of sulfonamides. The strongest effect was observed with microorganisms more sensitive to
sulfonamides. However, in a few cases it was observed the increase in the inhibition during the AOP.

Keywords: sulfonamides, ecotoxicity, advanced oxidation processes



