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AEROBOWA DEGRADACJA AMPICYLINY W GLEBIE

AEROBIC DEGRADATION OF AMPICILLIN IN SOIL

Abstrakt: Ampicylina jest antybiotykiem natecym do grupypB-laktaméw. Jest ona powszechnie stosowana
w weterynarii, a wraz z odchodami zwigirhodowlanych jest wprowadzana do gleby.Z&l®o mi€ negatywne
skutki dla bytugcych tam mikroorganizméw i sprzyjaozwojowi lekoopornéci. Celem pracy byto wyznaczenie
kinetyki rozktadu ampicyliny inicjowanej przez mdarganizmy glebowe w warunkach aerobowych. Ponadto
dokonano identyfikacji produktéw tego procesu zenpa techniki UPLC-QTOF oraz okékno ich wypadkowy
wplyw na mikroorganizmy pochogae zesrodowiska wodnego wykorzystywane wdie MARA®. Stwierdzono,

ze mikroorganizmy pochodee z gleby powodujrozktad ampicyliny. Proces ten przebiega przedeysi&im
poprzez eliminagj podstawnikbéw, a naginie otwarcie pigcienia laktamowego. Efektem jest okerie
wypadkowe] toksycznii chronicznej roztworéw zawierglych ampicylig wzgledem mikroorganizméw
testowych.

Stowa kluczowe:antybiotyki, biodegradacja, mechanizm, toksyézrahroniczna

Wprowadzenie

Cechy charakterystyczn antybiotykéw zaliczanych do penicylin, cefalospory
karbapeneméw oraz monobaktaméw jest posiadanie scfara p-laktamowego.
Mechanizm dziatania tych lekéw polega na hamowasyatezy sciany komorkowej
bakterii. Prowadzi to do zekszenia jej przepuszczabw, a nasipnie dosmierci komérki
bakteryjnej. Antybiotyki tej grupy charakteryzujezesokie spektrum dziatania.aS
skuteczne przeciwko drobnoustrojom Gram-dodatnimrantsujemnym, tlenowym
i beztlenowym. Ponadto, niektére z wymienionych ybitykéw, w szczegOlniei
penicyliny, g stosunkowo tanie. Z tych powodéw szeroko stosowane w medycynie oraz
- w znacznie wikszych ilgciach - w weterynarii [1]. Wedtug raportu Europégkkomisji
Lekow, Polska znajduje esiv pierwszej dsemce pstw europejskich pod wzglem ildici
antybiotykéw weterynaryjnych stosowanych u zwieraodowlanych [2, 3]. Antybiotyki
B-laktamowe g jedrg z gtéwnych grup lekéw wykorzystywanych w tym deigjospodarki
[1, 4]. Niepokojce jest,ze w Polsce konsumpcja tych zwkéw nadal rénie [3].
Konsekwengj takiego stanu rzeczy jest wygbwanie antybiotykdw w produktach
pochodzenia odzwiegzego oraz wprowadzanie znacznych séio tych lekéw do
srodowiska wraz z odchodami zwigtzZ[1, 3, 5, 6]. Réwnig powszechne do niedawna
i uwazane za ,proekologiczne” stosowanie w produkcglimmej nawozéw naturalnych
prowadzi do drastycznego akszenia ranorodndci mikroorganizméw lekoopornych
w nawaonej glebie [7]. Poniewamaozliwy jest horyzontalny transfer gendw, istnieje
realne ryzyko przeniesienia tej opofobna mikroorganizmy chorobotwoércze [6, 8].
Prawdopodobigstwo takiego scenariusza potwierdza obserwowanintamy wzrost ilGci
identyfikowanych u zwierg i ludzi patogenéw opornych na antybiotyfkilaktamowe.
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W Danii od poczatku XXI wieku il& nowych metycylinoopornych przypadkéw zaké
Staphylococcu saurewgzrosta ponad 43-krotnie [1]. Jeden z mechanizmpermdci tych
antybiotykow polega na wytwarzaniu przez baktezhzymow B-laktamaz. Enzymy te
powodup otwarcie piefcienia laktamowego i dezaktywacje leku. Niepakej jest,ze
chronione w ten sposol sdwniez inne, potencjalnie wediwe bakterie wysfpujace w tym
samym biotopie [9].

Negatywne skutki wywotywane przez antybiotyki wpemzane dérodowiska zalga
przede wszystkim od ichegtenia oraz od czasu, w jakim leki te oddzigtop biocenogz
Czas ten z kolei jest zaley od podatnéci poszczegélnych lekéw na przemiany
w srodowisku generowane przez czynniki biotyczne odfuizne [5, 6, 8].

Celem bada byto wyznaczenie kinetyki inicjowanej przez mikrganizmy glebowe
w warunkach aerobowej biodegradacji ampicyliny, yhittyku nalegcego do grupy
penicylin. Ponadto zamierzano réwhigidentyfikowa produkty powstate w tym procesie
za pomog techniki UPLC-QTOF oraz okék¢ ich wypadkow toksyczné¢ wzgledem
nieselekcjonowanych mikroorganizmoéw pochgdzeh zesrodowiska wodnego.

Materialy i metody

Do bada wybrano poisyntetyczny antybiotyk z grupy penioylisél sodow
ampicyliny (Sigma-Aldrich; czystd 91,0-100,5 %; rys. 1).
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Rys. 1. Struktura ampicyliny
Fig. 1. Ampicillin structure

W badaniach wykorzystano prébki wierzchniej warstgigby pochodge z parku
miejskiego (Bbrowa Gornicza - Zielone) oraz z pola uprawnego giawego nawozem
kurzym (okolice Pszczyny). Probki gleby zostaly mote zgodnie z norgn PN-ISO
10381-2 [10]. Jako inokulum stosowano wad silnie zanieczyszczonej rzeki (Brynicy)
oraz efluent z oczyszczalétiekdw (Sosnowiec - Zagorze). Waito mikrobiologicznego
stzenia toksycznego MTC) wyznaczone dla tego antybiotyku wedgm
mikroorganizméw inokulum wynosito od 7,3 do 9,9 oy

Bezpdrednio przed rozpoeziem eksperymentu probki gleby o efogci 1 dn?
mieszano z 1 dinwody destylowanej w butlach ze szkla crawego zaopatrzonych
w filtry 0,2 um. Zawart& butli intensywnie wstrgsano przez ok. 5 min, a ngshie
pozostawiano na 24 godziny, jednogde stosyjc nhapowietrzanie jatowym
powietrzem (rys. 2).
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Rys. 2. Wyposzenie wykorzystywane do biodegradacji
Fig. 2. Equipment for the aerobic biodegradatiosarhples

Po tym czasie z uzyskanych zawiesin pobierano prathkiesienia, ktére poddawano
analizie. Nasgpnie, do zawiesin dodawano po 100 mgiditatej ampicyliny, intensywnie
mieszano i ponownie pobierano probki roztworu, &témiezwlocznie analizowano.
Zawiesiny zawierajce ampicylig napowietrzano w temperaturze pokojowej (ok. 25 °C)
przez 15 dni, pobierag probki w zatlaonych odsfpach czasu. Wszystkie pobrane prébki
odwirowywano (5 min; 4000 rpm), a nggshie okrdlano ich sktad metedUPLC-QTOF
(Waters) oraz wyznaczano toksyczéachroniczi wzgledem mikroorganizméw inokulum.
Identyfikacg produktéw biodegradacji ampicyliny dokonano na giadie mas
monoizotopowych oraz optymalizowanych widm fragnaegjnych. Rozdziat
chromatograficzny prowadzono na kolumnie ACQUITY W@I¥ BEH C18,
50 mm/1,7 um. Fazruchony stanowit 0,1 % roztwér HCOOH w wodzie (A) i 0,1 %
roztwér HCOOH w acetonitrylu (B) w gradiencie (Omi95 % Ai5 % B; 2 min 80 % A
i 20 % B; 2,3 min 30 % Ai 70 % B; 3 min 30 % A0P6B; 3,3min9 % Ai5 % B;
4 min 95 % A i 5 % B) o przeptywie 0,35 &min w temperaturze 35 °C. Ponadto
stosowano detektor Q-TOF (Xevo G2-XS, Waters) aligfany przez program MassLynx
V4.1. Procedur oznaczania toksyczio zastosowan w eksperymencie szczegétowo
opisano w pracach Wadhia i inni [11] Baran i int2], oraz Adamek i inni [13].

Wyniki badan i ich dyskusja

W napowietrzanych zawiesinach odciekéw glebowychola uprawnego i z parku,
do ktérych dodano ampicykn stwierdzono szybki zanikestenia tego antybiotyku. Proces
ten przebiegat z wksz szybkdcia w prébce zawierafej odciek z pola uprawnego.
W prébce zawierapej odciek z gleby pochogeej z parku obrianie s¢zenia
obserwowano dopiero po okresie adaptacji tyogjj ok. 1 doby. Obserwacje te wskagu;j
ze gleba z pola uprawnego nawsoa nawozem haturalnym zawiera jonikroorganizmy
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zaadaptowane do obedcwd antybiotykow B-laktamowych. W obu przypadkachestnie
ampicyliny ulegto obrieniu praktycznie do zera po 120 godzinach.gse zataono, ze
opisane wyej zjawisko jest zwizane z biodegradacampicyliny. Dynamik tego procesu
przedstawiono na rysunku 3.

120

100

80 A

©-gleba uprawna

Biodegradacja [%]
[e2]
o

40 -@-gleba z parku
20 1
0 T T
0 50 100 150 200
Czas [h]

Rys. 3. Dynamika aerobowej biodegradacji ampicylingdciekach glebowych
Fig. 3. The dynamics of aerobic biodegradationropizillin in soil leachate
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Rys. 4. Kinetyka aerobowej biodegradacji ampicylmpdciekach glebowych
Fig. 4. The kinetics of aerobic biodegradationmpéillin in soil leachate

Na rysunku 4 przedstawiono przebieg funkcjidffy,) = f(t) wyznaczonej dla obu
eksperymentow. Prostoliniowy przebieg funkcji (vabirie funkcji nie uwzgidniono czasu
potrzebnego na adaptacjikroorganizméw) i wysoka waréé R dowodz, ze omawiany
proces jest pierwszogdowy wzgkdem antybiotyku. Wyznaczone stale szwako
biodegradacji ampicyliny w odciekach z gleby uprajyvn gleby pochodgej z parku
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wyniosty, odpowiednio, 0,072 +0,011*hi 0,053 +0,003 H, a wyznaczone graficznie
czasy poéitrwania, odpowiednio, 21 i 36 godzin. Kumainni [14] stwierdzili, ze

w obecndci Verticillium leptobactrumampicylina ulega catkowitej biodegradaciji vagu

7 dni. Z kolei, czas poéttrwania amoksycyliny i defsyny (réwni¢ nalezagcych do
B-laktaméw) w glebie i osadzie czynnym wynosit, odpednio, ok. 0,5 doby oraz kilka
godzin [5, 15]. Wyniki te & zblizone do uzyskanych w naszym eksperymencie. Dla
kontrastu, Gavalchin i Katz w 1994 roku donosié, penicylina G nie ulega biodegradacji
w obecndci gnojowicy przez 30 dni [16].

W $rodowisku wodnym ampicylina ulega rowni@rocesowi hydrolizy abiotyczne;.
Proces taki zostat opisany m.in przez Mitchell myioh [17], ché jego szybkéé jest
znacznie mnisza nt biodegradacji. Dla poréwnania, czas poltrwania iagimy
w sterylnym roztworze wodnym w temperaturze 25 °¢hesi 27 dni. Fakt ten wskazuje,
ze obserwowany w naszym eksperymencie ubyiglesta tego antybiotyku byt wywotany
obecndcig drobnoustrojow.

Aby przégledzi drog biodegradacji ampicyliny w badanych prébkach,
przeprowadzono ich rozdziat chromatograficzny mgto®#LC, a naspnie podgto préke
identyfikacji produktow z #iyciem spektrometrii mas (Q-TOF). W tym celu poréwna
chromatogramy wygiowe (uzyskane dla prébek pobranych béepdnio po
przygotowaniu badanych mieszanin) oraz chromatogramgskane po 24 i 300 godzinach
biodegradaciji (rys. 5). Zidentyfikowane produktyfowiadag im piki oznaczone literami
od A do J, rys. 5) zestawiono na rysunku 6. Wymeinistrzally (rys. 6) oznaczono
zwiazki, co do identyfikacji ktérych nie maatpliwosci (B-E), otwarg strzatly oznaczono
produkty zidentyfikowane jedynie na podstawie masnaizotopowych (G) Ilub
niezidentyfikowane (H-J).
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Rys. 5. Chromatogramy prébki uzyskanej po tamej 9 i 300 godzin biodegradacji ampicyliny w odciez gleby
uprawnej

Fig. 5. Chromatograms of the sample after 9 andi@@@s biodegradation of ampicillin in soil leaahat
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Stwierdzono, ze w trakcie biodegradacji ampicyliny w pierwszej léfnosci
zachodz otwarcie piefcienia laktamowego i dekarboksylacja. Produkty tyetakcji
zidentyfikowano w prébkach, ktére pobrana joo 24 godzinach biodegradacji (B i C na
rys. 6). W dalszej kolejrigci powstawaty produkty D, E i F. Taki przebieg peeu
potwierdza udziat w nim katalizagych hydroliz -laktamaz. Potwierdzeniem tego faktu
jest wystpowanie identycznych substancji tekw produktach abiotycznej hydrolizy
ampicyliny [17]. Werdd produktéw stwierdzono roéwrideobecnéé trwalego zwizku
z zachowanym piécieniem laktamowym (D). Mégt on powstav wyniku hydrolizy
wigzania peptydowedo i dekarboksylacji ampicyliny.

(A) miz = 350,11 \ﬁH

O 1 a(H)
NHQ H o H m/z = 235,08
@HU@% % proln

(B) m/z = 368,12

m/z = 173,07

(C) m/z = 324,13 g (D) /\/

COOH m/z 357,06

OH T "
(E) mz=3si2 9 (F) miz = 175,05 (G) m/z = 205,09 ?

Rys. 6. Przewidywany przebieg biodegradaciji ampigylv odcieku glebowym
Fig. 6. Proposed pathway of ampicillin biodegragiain soil leachate

Zwigzek (D) mae wykazywd potencjallg aktywna¢ biologiczry. Z tego powodu za
zasadne uznano dokonanie oceny toksy&znchronicznej prébek po biodegradacii.
Jak ju wspomniano, jako organizmy wskakowe zastosowano inokulum zawieyeg
nieselekcjonowane mikroorganizmy pochgeiz z oczyszczalnéciekdw komunalnych
i z rzeki Brynicy. Uzyskane rezultaty przedstawigr@rysunkach 7 i 8.

Niezalenie od zastosowanego inokulum, toksycgnochroniczna odciekow
zawierajcych ampicyli ulegta redukcji do poziomu kontroli (ppwka bez antybiotyku)
po 168 godzinach. Toksycz§io obserwowana wcZgiej, tzn. podczas biodegradaciji
trwajacej krocej nk 48 godzin, byla najprawdopodobniej zméana z pozostajociami
ampicyliny, obecnymi w prébkach. Oznaczaz®e produkty biodegradacji tego antybiotyku
nie g aktywne wzgidem mikoroorganizméw. W konsekwencji nie stanpwyzyka
Z punktu widzenia generowania lekoopawiow s$rodowisku, do ktérego zostan
wprowadzone. Nalg jednak mié na uwadze toze biodegradacja antybiotyku wymaga
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udziatu mikroorganizméw na niego opornych. Mikrcemg@my te rowni2 mog przenika
do $rodowiska, stajc sk rezerwuarem niebezpiecznego materiatu genetyczZidyd 9].
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Rys. 7. Zmiany aktywniei mikroorganizméw (pobranych z oczyszczadniekdéw) w roztworze zawieragym
ampicyline (100 mg/dm) i produkty jej biodegradacii

Fig. 7. Changes of microorganisms activity (cobecfrom wastewater treatment plant) in a solutionta@ining
ampicillin (100 mg/dm) and its biodegradation products
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Rys. 8. Zmiany aktywn@i mikroorganizméw pobranych z rzeki Brynicy obsewane w roztworze
zawierajcym ampicylire (100 mg/dr) i produkty jej biodegradacii

Fig. 8. Changes of microorganisms activity (cokectfrom Brynica river) in a solution containing amiltin
(100 mg/dr) and its biodegradation products

Whioski

Ampicylina ulega szybkiej biodegradacji w odciekapébowych. W przypadku gleby
pochodzacej z pola nawgonego nawozami naturalnymi nie byla wymagana ériegsza
adaptacja mikroorganizmoéw. Zidentyfikowane produkiyskazuj, ze biodegradacja
antybiotyku przebiega na drodze (katalizowdgktamazami) hydrolizy, ktéra nggnie
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prowadzi do eliminacji grup funkcyjnych i otwarcipiericienia B-laktamowego.
Zidentyfikowano réwnie trwaly produkt zawierapy zachowany pidcien laktamowy.
Réwnie istotne jest toze roztwér po biodegradacji ampicyliny nie jest tpdany
wzgledem mikroorganizméw pochogizych zesrodowiska. Oznacza tage jego produkty
nie stanowj zagraenia dla mikrobiocenozy.
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AEROBIC DEGRADATION OF AMPICILLIN IN SOIL
Medical University of Silesia in Katowice, Sosnowji®oland

Abstract: Ampicillin is an antibiotic belonging to the betaetam group. It is widely used in veterinary meukci
and therefore the residues are introduced intadievith the livestock excreta. Such action cduddle a negative
effect on soil microorganisms, including their hiasity, and promote the development of drug tasise.
The aim of our work was to determine the kineti€sampicillin degradation initiated by soil micro@ngisms
under aerobic conditions. The biodegradation prtsdueere identified using UPLC-QTOF. Additionallyhet
effects of these products on the microorganisms fitwe aquatic environment and the ones used iVthRA®
bioassay were determined. It was found that thé maroorganisms caused the ampicillin degradation
The process proceeded mainly via elimination of onenore moieties from antibiotic molecule and apgrof
beta-lactam ring. In a result, a decrease in msulthronic toxicity of ampicillin solutions to thtest
microorganisms was observed.

Keywords: antibiotics, biodegradation, mechanism, chronidciox



