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DYNAMIKA BIODEGRADACJI TYLOZYNY
| IDENTYFIKACJA PRODUKTOW TEGO PROCESU

THE DYNAMICS OF TYLOSIN BIODEGRADATION
AND IDENTIFICATION OF PRODUCTS

Abstrakt: Tylozyna, nalgaca do grupy antybiotykéw makrolidowych, jest powdmtie stosowana w hodowli
zwierzt. Pozostatéci tego leku wraz z odchodami zwietzrafiajg do wéd powierzchniowych i gleb. Celem
pracy byto wyznaczenie dynamiki i ustalenie produktdegradacji tylozyny aplikowanej w zZigeh dawkach (od
30 do 200 mg/dM do osadu czynnego z oczyszczakwiekéw komunalnych, do odciekéw glebowych
pochodzcych z pola uprawianego w sposéb naturalny (tzwonanego nawozem naturalnym) oraz z mieszanego
ekosystemu knego. Proces biodegradaciji prowadzono w warunka&chbawych. Badania byly poprzedzone
wstepng ocery wrazliwosci mikroorganizméw na tylozyn Produkty degradacji antybiotyku w odciekach
glebowych identyfikowano metadJPLC/MS detektorem Q-TOF. Stwierdzore, stzenie tylozyny wynosge

80 mg/dni nie spowodowalo zahamowania aktywtioosadu czynnego. W tych warunkach ulegta ona
biotransformacji w czasie krétszymznjedna doba. Najwgze zastosowaneesenie tylozyny (200 mg/din
spowodowato zahamowanie wzrostu mikroorganizméwhpdzicych ze wszystkich badanych probek. Jedynie
w probkach odcieku z pola uprawnego po adaptagbgerwowano powolne, ale systematyczne mée
stezenia tego zwizku. Czas jego péitrwanidy ) wynidst ok. 38 dni. W tych prébkach zidentyfikomearéwnie:
sze&¢ produktow rozkiadu tylozyny. Jej degradacja preghta najprawdopodobniej poprzez elimigazsteczek
cukrowych, a nagpnie wskutek utlenienia laktenocyny i gieienia laktonowego.

Stowa kluczowe:antybiotyki,srodowisko, biodegradacja, mechanizm procesu biadizgji.

Wprowadzenie

Tylozyna (rys. 1) naley do grupy naturalnych antybiotykow makrolidowych
0 wiasciwosciach bakteriostatycznych, a w e¢kszych stzeniach do lekow
bakteriobdjczych.

Preparaty dospne w sprzedsy s3 mieszanin tylozyny A oraz tylozyny B, tylozyny C
i tylozyny D. Tylozyna A jest gtdéwnym skiadnikierajtmieszaniny, a jej iké w preparacie
wynosi okoto 90% [1-5]. W krajach europejskich steana jest w weterynarii, gtéwnie
w zakaeniach uktadu oddechowego, moczowo-piciowego i yskdr bydta i trzody
chlewnej. Tylozyna jest rownigednym z promotorow wzrostu naggéziej dodawanym do
paszy zwiergt hodowlanych w krajach pozaeuropejskich. Wchodzklad popularnego
preparatu Tylafy stosowanego w celu zykiszenia masy i poprawy jak@ micsa [3, 4, 6].

Aktywno$¢ tylozyny skierowana jest przeciwko szeregu drolstrmjbw Gram(-),
Gram(+) oraz mykoplazmie. Mechanizm dzialania tylog jak réwnig innych
antybiotykéw makrolidowych, polega na zaburzeniogesu translacji podczas syntezy

! Zzaktad Chemii Ogodinej i Nieorganicznej, Wydziatrfmceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej,
Slgski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, ul. Jagiéka 4, 41-200Sosnowiec, tel. 32 364 15 62,
email: bw-xxl@wp.pl

2Studenckie Koto Naukowe przy Zakladzie Chemii @gpli Nieorganicznej, Wydzial Farmaceutyczny
z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnefilaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach, ul. Jagiglka 4,
41-200Sosnowiec, tel. 32 364 15 62, email: eadamek@sunpled

Praca byta prezentowana podczas konferencji ECQyol2akopane, 5-8.10.2016



124 Wojciech Baran, Ewa Adamek, Alicja Szymkiewicoadna Wilk

biatek bakteryjnych wskutek ich zyzania z podjednosik50S rybosoméw bakteryjnych.
W tworzeniu tego wizania bierze udziat jedna z grup hydroksylowychstzczki leku
(rys. 1). Antybiotyki makrolidowe zostaly wprowadmo do leczenia w pierwszej potowie
lat 90. XX wieku, jednak niezwykle szybko pojawihsic szczepy bakterii
chorobotworczych oporne na te farmaceutyki [6].
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Rys. 1. Struktury rinych form tylozyny [1]
Fig. 1. Structures of various forms of tylosin [1]

Tylozyna, podobnie jak inne leki wykorzystywane \eterynarii, mae przedostawa
sig do srodowiska wraz z odchodami zwieymi [6-8]. Wskutek dziatania
mikroorganizmow bytujcych w ekosystemie, do ktérego zostata wprowadzomae ona
ulega biodegradacji. Z drugiej strony, wedtug Gao i[B], wydajnasi¢ degradaciji tylozyny
podczas oczyszczaniaiekow metod biologiczry nie przekroczyta 30%.

Celem badad bylo okrd&lenie kinetyki aerobowej biodegradaciji tylozyny
przebiegajcej w r&nych ekosystemach oraz identyfikacja produktow tegeesu.

Materialy i metody

Do bada uzyto winianu tylozyny (800 jednostek/mg, Sigma-Atdrj, wod z rzeki
Brynicy (pobram w punkcie pomiarowym w Sosnowcu), osad czynny mday tlenowej
(pochodacy z oczyszczalni ,Radocha II” w Sosnowcu), odciekgleby uprawnej
nawazonej nawozem naturalnym oraz odciek z gleby (pafjranparku Rbrowa Gérnicza
- Zielona o charakterze naturalnego lasu mieszgnégdcieki zostalty przygotowywane
przez zmieszanie réwnych ebjsci gleby i wody destylowanej. Po ich intensywnym
wstrzgsaniu przez ok. 5 min mieszaniny pozostawiano nan8fut (do naturalnej
sedymentacji), a naginie zdekantowano natant, ktéry bezzwtocznie wykstyavano do
przygotowania prébek zawiesaych tylozyr o stzeniu 200 mg/drh Z wody rzecznej
i osadu czynnego przygotowano probki zawigraj ten lek o steniu odpowiednio
30i 80 mg/dr
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Proces biodegradacji prowadzono w warunkach aerpblow Wykorzystana
W nim aparatura oraz metodologia zostaty szczegblopisane w pracy Adamek i in. [10].
W celu uwzgédnienia ewentualnego udziatu reakcji hydrolityczamye procesie degradacji
tylozyny w analogiczny spos6b badano zmiangzestia tego zwizku w wodzie
destylowanej w warunkach sterylnych.

Badania zostaly podzielone na dwa etapy. W piermiszy nich dokonano oceny
zmiany s¢zenia tylozyny w wodzie destylowanej, w wodzie palmjaz rzeki oraz
w prébkach osadu czynnego. Po odwirowaniu wymigygbrprébek (10 min, 4000 RPM)
stezenie pozostatego leku oznaczano metbliPLC (zestaw YL-9100; kolumna Hypersil
C-18, 150 x 2,1 mm; faza ruchoma {HN - 70% i BPO, o pH 2,7 - 30%; przeplyw
1 cn/min; dhuggé fali (A) detektora - 290 nm). Do analizy chromatograméw
wykorzystano program YL Clarity w wersji 3.0. W dim etapie badadokonano analizy
sktadu odwirowanych probek uzyskanych po biodegradéylozyny w odciekach
glebowych. W tym celu zastosowano metddS-TOF ES (zestaw UPLC/DAD i Xevo
G2-XS-QTOF, Waters). Rozdziatu dokonano na kolumAmguity UPLC BEH C18
(100 x 2,1 mm, przeptyw 0,35 émmin, faza ruchoma A - 0,01% roztwér HCOOH
w wodzie, B - 0,01% roztwér HCOOH w GEN; gradient A: 0 min 95%, 5 min 70%,
6-7 min 30%, 8 min 95%). Do analizy chromatogranwykorzystano program MassLynx
V4.1,

Oméwienie wynikow

W pierwszym etapie bada oceniano proces degradacji tylozyny w wodzie
destylowanej, w obecidoi osadu czynnego oraz w wodzie pobranej z rzekini8y.
Stwierdzono,ze w wodzie destylowanej w warunkach septycznycizesie tylozyny
w czasie trwania eksperymentu (28 dni) praktycnigeulega zmianie.
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Rys. 2. Porobwnanie chromatogramOéw wzorcowego raziwgylozyny i produktdw jej rozpadu w osadzie
czynnym w warunkach tlenowych po 24 godzinach

Fig. 2. Comparison of chromatograms of a standdogine solution (blue line) and its degradatioadurcts (red
line) in the activated sludge under aerobic cood&iand after 24 hours



126 Wojciech Baran, Ewa Adamek, Alicja Szymkiewicoadna Wilk

Przyktadowy chromatogram uzyskany w trakcie ekspemntow prowadzonych
Z wyciem osadu czynnego przedstawiono na rysunku 24Pgodzinach napowietrzania
w probkach zarejestrowano (prdy= 290 nm) dwa piki o czasach retend}) (6znych od
tr piku wzorcowego roztworu antybiotyku (rys. 2).

Oznacza toze w obecnéci osadu czynnego, a tak w wodzie rzecznej jupo
24 godzinach tylozyna ulegta catkowitemu rozktadoliprzynajmniej dwéch produktéw.
Ich trwalas¢ byta znacznie wksza nk trwatos¢ tylozyny. Dynamile zmian powierzchni
pikéw odpowiadajcych prawdopodobnym produktom degradacji tego ledaedstawiono
na rysunkach 3a i 3b.
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Rys. 3. Zmiany wzgldnej powierzchni pikéw odpowiadgych tylozynie oraz produktom jej rozktadu uzyskane
podczas napowietrzania: a) roztworu antybiotykusadzie czynnym, b) w wodzie z rzeki Brynicy

Fig. 3. Changes in relative peak areas of tylosihits degradation products after aeration of yl@sin solution:
a) in the activated sludge, b) in water from thgrira river

Wyniki tych dawiadczeé sktonity autoréw do dalszych prac, ktorych celewptab
identyfikacja produktow degradacji tylozynyrodowiskiem reakcji bylty odcieki glebowe,
do ktérych dodano antybiotyku wegeniu 200 mg/drh Wartdié ta jest kilka rzdéw
wyzsza od stzenia tylozyny oznaczanego w rutynowych prébkacbdowiskowych.
Istniefg jednak prace wskazige na toze odchody zwiergt hodowlanych mog zawiera
porownywalnie wysokie gtenia antybiotykow [8].

Zmiany stzenia tylozyny podczas trwgjego 53 dni eksperymentu przedstawiono na
rysunku 4. Zastosowanie tak wysokiegezshia tylozyny spowodowato wyjatowienie
srodowiska reakcji. Najprawdopodobniej z tego powathgradacja tylozyny zachodzita
wytacznie w probkach odcieku pochadego z pola uprawnego i to po okresie adaptacji
trwajacym ok. 20 dnitps= 38 dni).

Przyktadowy chromatogram uzyskany po 53 dniach wigiczania probki odcieku
z pola uprawnego zawiergej dodag tylozyre przedstawiono na rysunku 5. W tabeli 1
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zestawiono wzory sumaryczne i nazwy zidentyfikowanyzwihzkow, kedacych
prawdopodobnymi produktami biodegradacji.
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Rys. 4. Zmiany stenia tylozyny C, = 200 mg/dr) podczas degradaciji aerobowej w odciekach glebbwyc
Fig. 4. Changes in tylosin concentrati@ € 200 mg/dr) during its aerobic degradation in the leachate so
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Rys. 5. Chromatogram i widmo MS-TOF uzyskane padBi&ch napowietrzania roztworu tylozyny w odcieku
glebowym

Fig. 5. Chromatogram and MS-TOF spectrum of thesiyl solution in the soil leachate after aeratmn53 days
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Tabela 1
Substancje zidentyfikowane w roztworze po biodegcadylozyny w odcieku glebowym
Table 1
Identified substances in the solution after tyldsimdegradation in the soil leachate
Czas Oznaczona Teoretyczna
L - wartosé Prawdopodobny o Prawdopodobna nazwa
p. retencji . wartosé m/z . " . .
[min] m/z+ wzor [M+H " zidentyfikowanej substancji
[M+H "]
2-deoksy-2-
1 0,72 208,1190 §1,NOs 208,1185 (dimetylamino)hgksopiranoza
2 4,29 614,3549 £Hs:NOy, 614,3540 pochodna laktenocyny
3 4,49 614,3549 £HsiNOy, 614,3540 pochodna laktenocyny
4 4,52 628,3333 £H4NO;; 628,3333 pochodna laktenocyny
5 5,00 612,3070 £H4704; 612,3146 pochodna laktenocyny
6 5,26 772,4496 £He:NO14 772,4483 tylozyna B
7 5,38 758,4290 £Hs:NO14 758,4327 pochodna tylozyny B
ochodna makrocyklicznego
8 5,57 437,2049 GH3.08 4372175 p biotcionia laktoé’owego 9
9 6,14 916,5256 £H7NOy; 916,5270 tylozyna A
10 6,26 598,3597 4Hs:NOy¢ 598,3591 laktenocyna
11 6,92 193,1007 4E11¢0s5 193,1076 mycynoza

D obliczone z iayciem aplikacji MassLynx V4.1

Niektére ze zidentyfikowanych substancji wymija rowniez w dostpnych
preparatach tylozyny. Tylozyna D, tylozyna B, dihydezozamina (§He;NO,4) oraz
tylozyna C mog by¢ zar6éwno produktami degradacji, jak i naturalnymbduktami
ubocznymi biosyntezy tylozyny A [1, 5, 11-13]. Wdamych prébkach nie potwierdzono
jednak obecnii dihydrodezozaminy, tylozyny C oraz tylozyny D. dtugiej strony
wykryto i zidentyfikowano takie produkty, jak laktecyna, tylozyna B, mycynoza czy
2-deoksy-2-(dimetylamino)-heksopiranoza, gadwigzki opisane w literaturze [1, 11, 12].
Zidentyfikowano réwni¢ prawdopodobne produkty utlenienia (dehydratagkténocyny
(tabela 1, Ip. 2, 3, 4 i 5) i pi@rienia laktonowego (Ip. 8). Przedstawione wynikkazup,
ze degradacja tylozyny przebiega gtéwnie poprzemielcg czsteczek cukrowych,
wedtug schematu przedstawionego na rysunku 1 (melimie). Schemat taki jest réwaie
zgodny z wnioskami zaproponowanymi przez innychalsag [1, 11, 14]. Kolejny etap
degradacji mge polegé na utlenianiu laktenocyny i pigienia laktonowego.

Whioski

Tylozyna w sgzeniach 30 i 80 mg/dinnie powodowata zahamowania aktywoio
nieselekcjonowanych mikroorganizméw westjacych, odpowiednio, w wodzie rzeki
i w osadzie czynnym. W obu typach prébek ulegta smgbkiej biotransformaciji. Z kolei,
przy stzeniu 200 mg tylozyny/dfrhamowata ona wzrost mikroorganizméw pochmyzh
z niemal wszystkich typéw badanych probek. Yk stanowity probki odcieku z pola
uprawnego, w ktérych po wsginym okresie adaptacji zaobserwowano powolne, ale
systematyczne ohiranie s¢zenia leku {5 0 38 dni). Zidentyfikowano réwnie szeé¢
produktéw rozktadu tylozyny. Jej biodegradacja prega najprawdopodobniej poprzez
eliminacg czsteczek cukrowych, a naphie utlenienie laktenocyny i pigienia
laktonowego.
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THE DYNAMICS OF TYLOSIN BIODEGRADATION
AND IDENTIFICATION OF PRODUCTS

12Medical University of Silesia in Katowice

Abstract: Tylosin, an antibiotic belonging to the class o&arolide antibiotics, is commonly used in animal
husbandry. Its residues enter the surface watesaihevith animal waste. The aim of the study waslétermine
the dynamics and products of tylosin degradatidme @ntibiotic was added at high concentration (fig®nto
200 mg/dm) to the activated sludge from municipal WWTP, lie soil leachate (from natural farming, i.e. field
fertilized with manure) and to the mixed forest ®@iem. The biodegradation process was carriedioder
aerobic conditions. The experiment was precededl fimgliminary assessment of the microorganismstsetysto
tylosin. Antibiotic degradation products in the deate samples were identified by UPLC/MS methodegus
a Q-TOF detector. It was found that tylosin at acamtration of 80 mg/dfrdid not inhibit the sludge activity. In
these samples the biotransformation of antibiotaceeded fast in the time shorter than one dayosiylat the
highest concentration (200 mg/@ninhibited the growth of microorganisms presenalirenvironmental samples.
However, a slow but systematic decrease in tylaincentration was observed in leachate samples from
cultivated field after their adaptatioty £ (0 38 days). Six degradation products of tylosin widemntified in these
samples. Tylosine degradation likely proceeds ftfinoan elimination of the sugar molecules and subegq
oxidation of the lactone ring and lactenocin.

Keywords: antibiotics, environment, biodegradation mechanism



