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BADANIA WSTEPNE NAD DEGRADACJA I MINERALIZACJA
WYBRANYCH ANTYBIOTYKOW METODA FENTONA

PRELIMINARY STUDIES ON DEGRADATION AND MINERALIZATION
OF THE SELECTED ANTIBIOTICS BY FENTON METHOD

Abstrakt: Celem pracy byto wyznaczenie efektywnosci metody Fentona (inicjowanej matymi dawkami FeSO4
i HyO,) w procesach degradacji oraz mineralizacji duzych dawek ampicyliny, doksycykliny, tylozyny
i sulfotiazolu w $rodowisku wodnym oraz w S$ciekach przygotowanych zgodnie z norma ISO 9887;1992.
W trakcie badan okre$lono réwniez zalezno$¢ pomigdzy efektywnoscia degradacji sulfatiazolu a stezeniami
substratéw reakcji Fentona. Stwierdzono, ze badany proces degradacji jest pierwszorzedowy wzgledem
degradowanego substratu. Mozliwe bylo osiagnigcie praktycznie 100% degradacji badanych lekéw przy niskich
stezeniach FeSO, i H,0,. W roztworach wodnych zawierajacych 0,2 mmol/dm® antybiotyku wynosily one
odpowiednio < 0,21 <2 mmol/dm?, a dla $ciekéw < 1,5 i < 20 mmol/dm® FeSO, i H,0,. Jednak w zastosowanych
warunkach praktycznie nie obserwowano mineralizacji roztworéw badanych antybiotykéw pomimo znacznego
wydluzania czasu reakcji. Oznacza to, ze roztwory te zawierajg trwale, organiczne produkty transformacji tych
lek6éw o nieustalonej aktywnoS$ci przeciwbakteryjne;j.

Stowa kluczowe: antybiotyki, srodowisko, ekotoksyczno$¢, testy toksycznosci

Wstep

We wspolczesnym $wiecie powszechne staje si¢ wykorzystanie antybiotykéw do
poprawy efektywnosci hodowli zwierzat. Wedlug Amerykanskiej Agencji ds. Zywnosci
i Lekéw (FDA), tylko w 2009 roku w USA zuzyto 16 400 ton antybiotykéw, z czego
prawie 80% zostalo uzyte w produkcji zywnos$ci. Leki te byly stosowane w wigkszosci
w lecznictwie i profilaktyce choréb zwierzat, a okoto 1300 ton zostalo zastosowane jako
stymulujace wzrost dodatki do pasz [1, 2]. W konsekwencji rolnictwo staje si¢ gtéwnym
zrédlem zanieczyszczenia $rodowiska antybiotykami. Poza samymi lekami i produktami
ich metabolizmu, $cieki pohodowlane sa najprawdopodobniej najwigkszym Zrédlem
lekoopornych mikroorganizméw [3]. Dlatego intensywnie poszukuje si¢ tanich
1 skutecznych metod usuwania tych lekéw ze $ciekéw. Szczegblnie wysoka skutecznos$cia
w usuwaniu zaréwno antybiotykéw, jak i dezynfekcji Sciekow charakteryzuja si¢ metody
poglebionego utleniania (Advanced Oxidation Processess, AOP). Jedng z takich metod jest
znany od niemal 150 lat proces Fentona, czyli reakcja inicjowana zwigzkami zelaza
1 nadtlenkiem wodoru [4, 5]:

Fe** + H,0,— Fe**+ OH + OH’ (1)
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Powstajace w wyniku tej reakcji rodniki hydroksylowe sg wysoce aktywnym, ale
nieselektywnym czynnikiem utleniajacym. Przy petnej mineralizacji rozktadaja one zwiazki
organiczne do dwutlenku wegla, wody i jonéw nieorganicznych.

Niewatpliwe zalety procesu Fentona to prostota, duza szybko$¢ i wysoka efektywnos¢.
Jednak proces ten posiada réwniez istotne ograniczenia. Pierwsze to fakt, iz wymaga
kwasnego Srodowiska reakcji. Drugim, zwigzanym z nieselektywnoscia procesu, jest duza
konsumpcja substratow [5]. Wedtug Elmolla i Chaudhuri [6], obnizenie ChZT 1 m’
Sciekéw z wartosci 1000 mg O,/dm’ o potowe wymaga uzycia niemal 10 kg perhydrolu
(30% H,0,). Z kolei Ben i in. [7] uzyskali niemal 100% efektywno$¢ usuwania lekéw
przeciwbakteryjnych ze Sciekéw, jednak na 1 mg O, (w tescie ChZT) uzyli 2,12 mg H,0,
i 6,99 mg jonéw Fe**. Tymczasem ChZT $ciekéw z tuczu trzody chlewnej moze wynosié
nawet ponad 60 000 mg 0,/dm’ [8].

Celem pracy bylo wyznaczenie efektywnosci metody Fentona (inicjowanej matymi
dawkami FeSO, i H,0,) w procesach degradacji oraz mineralizacji duzych dawek
ampicyliny, doksycykliny, tylozyny i sulfatiazolu w $rodowisku wodnym oraz w $ciekach
przygotowanych zgodnie z normg ISO 9887;1992.

Materialy i metody

Wybrane do badan antybiotyki oraz metodyka ich oznaczania zostaly
scharakteryzowane w tabeli 1.

Tabela 1
Charakterystyka badanych antybiotykéw
Table 1
Characteristics of the investigated antibiotics
Warunki analizy HPLC
Nazwa Producent (chromatograf YL9100 Young Lin; Korea Pd.)
(numer CAS) (czystosé) eluent Kkolumna dl. fali detektora

[nm]

Ampicylina - s6l Sigma-Aldrich ACCN, - 3%; 0,1% Supelcosil LC-18;
sodowa ©91.0 - 100.5) roztwor HCOOH - S im: 250546 mm 210

(69-53-4) ’ ’ 95% pom ’
. Sigma-Aldrich AcCN - 70%; LR

Ty(li)ézlglll?gg_lg;dn (moc leku roztwér H;PO, o pH 5 Hy??g%lxg 118’ 290

> 800 jednostki/mg ) 2,7-30% Hm; 1 mm

. . . AcCN - 70%; Hypersil C-18;
Dok(sgfgfé(&rﬂ_l;};klat Slg?;a;;l]/d)r ich roztwoér H;PO4 o pH ziarno 5 pm; 360
=7°% 2,7 -30% 150x2,1 mm

Sulfatiazol - 61 Sigma-Aldrich | ACEN -3%: 0.1% | gypeteosit Le-18;

sodowa > 99%) roztwér HCOOH - S um: 250x4.6 mm 272
(144-74-1) 95% Hm ’

Wszystkie pozostate odczynniki uzywane w eksperymencie byty w klasie czystosci do
analizy.

Nawazki badanych lekéw rozpuszczano w wodzie destylowanej lub w S$ciekach
syntetycznych przygotowanych zgodnie z normg ISO 9887;1992. Nastepnie do intensywnie
mieszanych roztworéw tych lekéw dodawano odmierzonej ilo$ci §wiezo przygotowanego
roztworu FeSO, (20 g/dm3 0,4% H,SO,) 1 roztworu H,SO,. We wszystkich
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eksperymentach korygowano pH $rodowiska reakcji do wartosci ~3,5. Na podstawie
danych literaturowych przyjeto, ze jest to najwyzsza warto$¢ pH, gwarantujaca stabilny
i wysoce efektywny przebieg reakcji Fentona [5-7].

Po 5 minutach mieszania do badanych roztworéw dodawano okreslonej
w eksperymencie objetosci roztworu H,0, (30%). Prébki do analizy o objetosci 2 cm’
pobierano przed i po dodaniu H,0,, po zalozonym w eksperymencie czasie, przenoszac je
do przygotowanych wczesniej probéwek zawierajacych po 0,1 cm® roztworu NaOH.
Nastepnie probki intensywnie mieszano i odwirowywano (5 min, 4000 rpm). W trakcie
wszystkich czynno$ci badane roztwory byly chronione przed S$wiattem. Przed analiza
prébki przechowywano w obnizonej temperaturze w catkowitej ciemno$ci. Oznaczano
w nich, kazdorazowo w odniesieniu do roztworéw wyjsciowych, stezenie badanych
antybiotykéw (metoda opisang w tabeli 1) oraz, w wybranych eksperymentach, stezenie
og6lnego wegla organicznego (OWO). OWO wyznaczano metodg Langego, wykorzystujac
testy kuwetowe LCK385 (3-30 mg/dm’ C) i spektrofotometr VIS DR  3900;
HACH-LANGE. Usunigcie OWO roztwordw jest miarg ich mineralizacji. W wyjsciowych
$ciekach oznaczano réwniez wartosci ChZT, wykorzystujac testy kuwetowe LCKS514
(100-2000 mg O,/dm®).

Rezultaty i dyskusja

Pierwszy etap badan obejmowal ustalenie minimalnych dawek reagentdw procesu
Fentona (H,O, i FeSO,) koniecznych do catkowitej degradacji obecnego w roztworze
substratu. Etap ten realizowano, badajac kinetyk¢ degradacji wodnego roztworu
sulfatiazolu (0,1 mmol/dm?®). Uzyskane rezultaty przedstawiono na rysunkach 1 i 2.
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Rys. 1. Wptyw dawki H,0, na dynamike degradacji sulfatiazolu (0,1 mmol/dm®) podczas reakcji Fentona
prowadzonej w obecnosci FeSOy (0,1 mmol/dm®) przy pH 3,46-3,49

Fig. 1. The effect of H,O, dose on the dynamics of sulfathiazole (0.1 mmol/dm®) degradation during the Fenton’s
reaction carried out in the presence of FeSO, (0.1 mmol/dm®) at pH 3.46-3.49
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Rys. 2. Wptyw dawki FeSO, na dynamike degradacji sulfatiazolu (0,1 mmol/dm®) podczas reakcji Fentona
prowadzonej w obecnosci H,O, (1,96 mmol/dm3) przy pH 3,46-3,55

Fig. 2. The effect of FeSO, dose on the dynamics of sulfathiazole (0.1 mmol/dm’) degradation during the
Fenton’s reaction carried out in the presence of H,O, (1.96 mmol/dm3) at pH 3.46-3.55
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Rys. 3. Wplyw stezenia poczatkowego sulfatiazolu na dynamike i kinetyke jego degradacji podczas reakcji
Fentona prowadzonej w obecnosci H,O, (1,96 mmol/dm?) i FeSOy (0,15 mmol/dm?®) przy pH 3,49-3,51

Fig. 3. The effect of the initial sulfathiazole concentration on the dynamics and the degradation kinetics of the
sulfonamide. The Fenton’s process was carried out in the presence of H,O, (1.96 mmol/dm? ) and FeSO,
(0.15 mmol/dm?) at pH 3.49-3.51
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Zastosowane w trakcie eksperymentéw warunki pozwolily na niemal catkowity
rozktad sulfatiazolu. Stwierdzono, ze w stosunku do zastosowanych stezen FeSO, istnieje
optymalna dawka H,0,. W badanym przypadku wynosita ona ~2 mmol/dm’. Jednak
zmiana tej dawki nie powodowala istotnych zmian w kinetyce reakcji Fentona (rys. 1).
Podobne konkluzje zostaly podane réwniez przez innych badaczy [5, 6]. Dla odmiany
wielko$¢ dawki FeSO, okazata si¢ bardzo istotna (rys. 2). Im wyzsze st¢zenie soli Fe, tym
szybciej osiggano catkowita degradacje sulfatiazolu. W zastosowanych warunkach
wielkoscig graniczng byta dawka FeSO, wynoszaca 0,15 mmol/dm’. Prawdopodobnie jej
obnizenie ponizej tej warto$ci rowniez umozliwiloby catkowity rozktad substratu, niemnie;j
czas reakcji ulegalby nieproporcjonalnemu wydluzeniu (rys. 2, prognoza). Jest to
spowodowane efektem nieodwracalnego zuzycia reagentéw [5].

Na rysunku 3 przedstawiono wptyw st¢zenia poczatkowego substratu (sulfatiazolu) na
dynamike jego degradacji w warunkach uznanych wcze$niej za optymalne. Zgodnie
z oczekiwaniami stwierdzono, ze wzrost st¢zenia sulfatiazolu powoduje obnizenie
uzyskanego stopnia jego degradacji. Zjawiska tego nie kompensuje liniowa zaleznos$¢
pomiedzy stezeniem substratu a poczatkowg szybkoscig reakcji Fentona (rys. 3, gérny rég),
poniewaz szybko$¢ ta po wyczerpaniu reagentéw ulega radykalnemu obnizeniu (rys. 2).
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Rys. 4. Przebieg degradacji i mineralizacji roztworéw badanych antybiotykéw w wodzie destylowanej podczas
reakcji Fentona prowadzonej w obecnosci FeSO4 (0,15 mmol/dm3) i HO, (1,96 mmol/dm3). pH
roztworéw wynosito 3,20-3,50

Fig. 4. The course of degradation and mineralization of the studied antibiotics solutions (in distilled water) during

Fenton’s process carried out in the presence of FeSOy4 (0.15 mmol/dm*) and H,0, (1.96 mmol/dm®). The
final pH of solutions was 3.20-3.50

Drugi etap badan obejmowal ocen¢ efektywno$¢ degradacji i mineralizacji
4 wybranych lekéw (tab. 1) za pomoca procesu Fentona inicjowanego poprzez
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zastosowanie granicznie niskich dawek H,O, i FeSO4. Aby wyjSciowe wartosci OWO
badanych roztworéw byty zblizone (z wyjatkiem roztworu tylozyny), st¢zenia sulfatiazolu
i ampicyliny byty dwukrotnie wigksze niz doksycykliny. Rezultaty uzyskane w roztworach
wodnych przedstawiono na rysunku 4. Na rysunku tym zamieszczono réwniez informacje
o warto$ciach OWO wyznaczonych dla wyj$ciowych roztworéw badanych antybiotykéw.
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Rys. 5. Przebieg degradacji i mineralizacji roztworéw badanych antybiotykéw w $ciekach syntetycznych podczas
reakcji Fentona prowadzonej w obecnosci FeSOy (1,0 mmol/dm? )i HxO, (19,6 Inrnol/dm3). pH roztworéw
wynosito 3,51-3,55

Fig. 5. The course of degradation and mineralization of the studied antibiotics solutions (in synthetic wastewater)
during Fenton’s process carried out in the presence of FeSO, (1.0 mmol/dm?®) and H,O, (19.6 mmol/dm?).
The final pH of solutions was 3.51-3.55

Wszystkie badane leki podczas procesu Fentona ulegaly degradacji. Najbardziej
podatna okazala si¢ ampicylina. Jednak w przypadku tego antybiotyku po dodaniu FeSO,,
ale jeszcze przed dodaniem H,O, obserwowano obnizenie jego st¢zenia o niemal 70%.
Oznacza to, ze antybiotyk ten zostal zwigzany przez s6l zelaza i nie stanowi to dowodu
jego degradacji. W zastosowanych warunkach najwolniej usuwane z roztworéw byly
tylozyna i sulfatiazol. W przypadku tylozyny moglo to by¢ spowodowane wysoka
wartoscia OWO jej roztworu. Natomiast mniejsza dynamika degradacji sulfatiazolu moze
by¢ dowodem wigkszej odpornosci chemicznej tej substancji w pordwnaniu do pozostatych
badanych antybiotykéw. Niestety, degradacji wszystkich badanych lekéw towarzyszyto
jedynie niewielkie (lub zadne, w przypadku doksycykliny) obnizenie wartosci OWO
(rys. 4, mineralizacja). Swiadczy to, Ze proces Fentona spowodowat jedynie transformacje
tych badanych lekéw. Produktami tego procesu moga by¢ inne, potencjalnie réwniez
wysoce aktywne biologicznie substancje. Przyktadowo, w wyniku reakcji sulfonamidéw
z rodnikami HO® powstaje m.in. réwnie aktywny i bardziej toksyczny sulfanilamid [9, 10].
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Wyniki uzyskane po reakcji Fentona prowadzonej w $ciekach syntetycznych
aplikowanych badanymi lekami przedstawiono na rysunku 5. W zwigzku z wyzszymi
wartosciami OWO $ciekéw niz wody destylowanej w eksperymencie zastosowano wyzsze
dawki reagentéw.

Juz po 2 minutach reakcji uzyskano praktycznie 100% usuni¢cie badanych
antybiotykéw (w przypadku sulfatiazolu 95%). Poniewaz ChZT badanych $ciekow
wynosito $rednio okoto 400 mg O,/dm’, po przeliczeniu zastosowanych dawek oznacza to,
ze na 1 mg O, zuzyto ~0,14 mg Fe** i ~0,17 mg H,0,, a wicc wielokrotnie mniej, niz
sugeruja np. Ben i in. [7]. Jednak w tym samym czasie stopien usuni¢gcia OWO Sciek6w
wyniést < 5%, a po 60 min reakcji osiagn¢to jedynie od 12,5 (z tylozyng) do 17,4%
(z doksycyklina). Oznacza to, ze $cieki po procesie Fentona prowadzonym w takich
warunkach nadal zawierajg duzo zwigzkéw organicznych. Zatem ocena rzeczywistej
efektywnosci badanego procesu wymaga okre$lenia aktywnosci biologicznej pozostatych
po tym procesie produktow.

Whioski

Zastosowanie procesu Fentona do oczyszczania S$ciekOw zawierajacych wysokie
stezenia antybiotykéw gwarantuje ich catkowite usunigcie. Mozliwe bylo osiggniecie
praktycznie 100% degradacji badanych lekéw przy niskich st¢zeniach FeSO, i H,0,
wynoszacych odpowiednio 0,14 mg Fe** i ~0,17 mg H,0, na 1 mg O/dm’ $ciekéw. Jednak
w opisanych warunkach praktycznie nie obserwowano mineralizacji roztworéw badanych
antybiotykéw pomimo znacznego wydluzania czasu reakcji. Oznacza to, ze roztwory te
zawierajg trwale, organiczne produkty transformacji tych lekéw o nieustalonej aktywnosci
przeciwbakteryjnej.
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PRELIMINARY STUDIES ON DEGRADATION AND MINERALIZATION
OF THE SELECTED ANTIBIOTICS BY FENTON METHOD
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Abstract: The aim of study was to determine the efficiency of the Fenton method (initiated by small amounts of
FeSO, and H,0,) during the degradation and the mineralization of high doses of ampicillin, doxycycline, tylosin
and sulfathiazole. The experiments were carried out in the aquatic environment and in synthetic wastewater
prepared in accordance with ISO 9887; 1992 standard. In the experiments, the relationship between efficiency of
sulfathiazole degradation and reactants concentrations used in the Fenton method was also determined. It was
found that the degradation process was a first order with respect to degraded substrate. It was possible to achieve
almost 100% degradation of the selected drugs at low concentrations of FeSO,4 and H,O,. To degrade antibiotics in
the aqueous solutions (0.2 mmol antibiotic/dm3) the concentrations of FeSO, and H,0, were < 0.2 and
< 2 mmol/dm®, respectively. To degrade antibiotics in synthetic wastewater (0.2 mmol antibiotic/dm®) their
concentrations were < 1.5 and < 20 mmol/dm’, respectively. However, under the experimental conditions, the
mineralization of antibiotics solutions was practically not observed despite a significant prolongation of the
reaction time. This indicates that these solutions contain stable organic products of drugs transformation having an
unknown antibacterial activity.
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