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ZASTOSOWANIE BIOTESTOW W OCENIE SKUTECZNOSCI
ZAAWANSOWANEGO UTLENIANIA SULFAMETOKSAZOLU

Zmodyfikowang reakcj¢ Fentona zaproponowano jako metode wstepnego podczyszczania
Sciekow zawierajacych sulfametoksazol. W celu pordéwnania wiasnosci ekotoksykologicznych
sulfametoksazolu i produktow jego rozkladu powstatych w wyniku przeprowadzenia
zmodyfikowanych reakcji Fentona, wykonano testy toksycznosci dla Pseudokirchneriella
subcapitata, Daphnia magna i Vibrio fisheri. Uzyskane wyniki pozwolity na stwierdzenie, iz
zastosowane w serii drugiej badan promieniowanie UV powodowato wzrost toksycznosci uzyskanych
w reakcji metabolitow. Wyniki te znalazly swoje potwierdzenie w analizie rdznicujacej grup
funkcyjnych technikg IR. Analiza widm wykazata, ze w wyniku reakcji wspomaganej naswietlaniem
powstawata wicksza ilo§¢ pasm o zréznicowanej intensywnosci, co sugeruje zmian¢ w strukturze
czasteczki sulfametaksazolu, a tym samym powstanie wigkszej ilo$ci produktéw odpowiedzialnych
za toksyczne dziatanie mieszaniny.

1. WPROWADZENIE

Sulfametoksazol, jest farmaceutykiem o dziataniu bakteriostatycznym, ktory
podczas terapii farmakologicznej nie jest catkowicie metabolizowany. W rezultacie
przedostaje si¢ on w niezmienionej, czynnej biologicznie formie do S$ciekow.
Stwierdzono, iz  sulfametoxazol jest zwigzkiem trwalym, usuwanym
w konwencjonalnej oczyszczalni §ciekow w stopniu nie wigkszym niz 50% [7,8,9].
Mikroorganizmy w wyniku obcowania z lekiem w $rodowisku wodnym i wodno-
$ciekowym nabywaja opornos$ci na jego dzialanie. Powoduje to istotne konsekwencje
gospodarcze i zdrowotne, dlatego tez wazne jest opracowanie takiej metody
podczyszczania $ciekow, dzigki ktorej mozliwe byloby zwigkszenie biodostgpnosci
preparatu i jego pochodnych, a tym samym podniesienie efektywnos$ci usuwania
sulfometoxazolu ze $ciekow [3,4].
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2. MATERIALY I METODY

2.1. BADANA SUBSTANCJA | MIESZANINY POREAKCYJNE

Sulfametoxazol zostat zakupiony w najwyzszej mozliwej czystosci u dystrybutora
preparatow chemicznych (Sigma-Aldrich).

Mieszaniny poreakcyjne otrzymano na drodze zmodyfikowanej reakcji Fentona
[10]. Reakcji poddawano wodny roztwor sulfametoksazolu o stezeniu 60 mg/l. W serii
(1) - nadtlenek wodoru zostal zastapiony sprezonym powietrzem oraz wprowadzono
jony miedzi (Il) jako drugi Kkatalizator; w serii (2)-dodatkowo zastosowano
naswietlanie promieniowaniem UV. Na podstawie badan wstepnych, optymalny czas
reakcji zostal ustalony na 1,5 h przy wartosci pH= 5. Ze wzglgdu na kwasny odczyn
roztworow pobiodegradacyjnych po zakonczeniu reakcji roztwory pobiodegradacyjne
serii (1) i (2) alkalizowano do wartosci pH 7.

2.2. ANALIZY FIZYKO-CHEMICZNE

Stezenie leku mierzono za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej,
HPLC - UVD 340u firmy Gynkotek o obictosci nastrzyku rownym 20 ul. Do
oznaczen uzyto jako eluentu acetonitrylu z buforem fosforanowym o pH = 3
w stosunku  30:70 o przeptywie Iml/min na kolumnie RP - 18. Detekcja
sulfametoksazolu nastegpowata po 6,5 minutach, przy dtugosci fali réwnej A = 269 nm.

Oznaczenia rozpuszczonego wegla organicznego (RWO) wykonywano na aparacie
do analizy catkowitego wegla organicznego TOC - Vsy firmy Shimadzu.

Biochemiczne zapotrzebowanie tlenu oznaczano za pomocg urzadzenia WTW
OxiTop.

Widma w podczerwieni =zostalty wykonane dla wodnych roztworéw
sulfametoksazolu i mieszanin poreakcyjnych. W tym celu roztwory poddano
ekstrakcji w chloroformie, cykloheksanie oraz 2,2,4 — trimetylopentanie. Zastosowano
jednokrotng ekstrakcj¢ w stosunku objgtosciowym 50ml/50ml przez 1h, nastgpnie
zatgzono otrzymane roztwory na wyparce prozniowej do 1/3 obigtosci. Analizy
wykonywano za pomocg aparatu do adsorpcji w podczerwieni IR firmy BIO-RAD typ
FTS 135 z transformacja Fouriera. Widma byly rejestrowane jako pasma
transmitancji. Identyfikacje poszczegblnych grup funkcyjnych czy
charakterystycznych wigzan dokonano w oparciu o tzw. tablice korelacyjne [12].

2.3. TESTY TOKSYCZNOSCI

Testy toksycznosci dla Daphnia magna i Pseudokirchneriella subcapitata
prowadzono zgodnie z wytycznymi OECD do badan substancji chemicznych [11].
Kazdy test sktadat si¢ z proby kontrolnej oraz szeregu pieciu stgzen badanej substancji
lub roztworu poreakcyjnego. Wartos¢ ECs, obliczano metoda logarytmiczno-
probitows; ICsp wyznaczono metoda interpolacji graficzne;.
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Test toksyczno$ci dla Vibrio fischeri wykonano z zastosowaniem systemu
Microtox. Toksycznos$¢ roztworu sulfametoksazolu oceniano zgodnie z procedura
Basic Test, opisang przez producenta; roztwory pobiodegradacyjne uzyskane w serii
(1)1 (2) badano zgodnie z procedurg EPA WET (whole effluent toxicity) [1].

3. WYNIKI BADAN I WNIOSKI

Rysunek 1 przedstawia efekt usuniecia sulfametoksazolu i rozpuszczonego wegla
organicznego w serii (1) i (2).

© 80 77 50
5 59 & 40
L 00 )
5= £t ¥
zo g 201 g i
© 20 ES 10
0+ . . 0+ :
pH=5 pH=7 pH=5 pH=7
seria (1) O seria (2) seria (1) O seria (2)

Rys.1. Usunigcie sulfametoksazolu i wggla organicznego w serii (1) i (2); SMX — sulfametoksazol,
RWO - rozpuszczony wegiel organiczny

Wigksze usunigcie sulfametoksazolu po 1,5 h eksperymentu uzyskano w serii (1)
i wynosito ono 59%. W przypadku reakcji wspomaganej promieniowaniem (seria (2))
usuniecie wynosito 36%. Nizszy stopien usuniecia farmaceutyku w prébach
naswietlanych promieniami UV spowodowany byt rozpadem kompleksu leku z jonem
zelaza(Ill). Prawdopodobnie nastgpowata wowczas redukcja zelaza Fe** do zelaza
Fe?* i jednoczesnie rozpad kompleksu Fe®* - sulfametoksazol. Mechanizm ten byt
wzmocniony przez obecno$é jondw miedzi Cu*?, ktéra jako pierwiastek bloku
przejsciowego ma zdolno$¢ tworzenia komplekséw oraz mozliwos¢ wystepowania na
dwoch stopniach utlenienia, co powoduje, ze moze ulega¢ podobnym przemianom jak
jon zelaza. W efekcie koncowej alkalizacji roztworow pobiodegradacyjnych nastapit
wzrost stopnia usuni¢cia sulfametoksazolu spowodowany procesem koagulacji
strgcajacego si¢ wodorotlenku zelaza (III) w postaci Fe(OH)s. Usunigcie leku byto
nieznacznie wigksze dla serii (1) po korekcie odczynu z pH = 5 do pH = 7. Pod
wplywem promieni UV nastepowata redukcja Fe™ do Fe'?, co bylo przyczyna
zmniejszenia ilosci Fe(OH); w roztworze i powrotu czegsci skoagulowanego wezesniej
farmaceutyku do roztworu.

Odmienng prawidlowos¢ obserwowano w przypadku usunigcia wegla
organicznego. Wolne rodniki hydroksylowe powstate dzieki regeneracji Fe™ do Fe*?
pod wplywem promieniowania UV przyczynily sie¢ do zwigkszenia stopnia
mineralizacji roztworu. Obserwowano 14% usuni¢cie wegla organicznego w serii (1)
1 20% usunigcie w serii (2) (rys. 1). Roztwor pobiodegradacyjny uzyskany w serii (2)
byt rowniez bardziej biodostepny. Stosunek BZTs:RWO, byt dla roztworu serii (2)
najwyzszy (tab. 1). Mozna zatem przypuszczaé, iz stosowanie zmodyfikowanej reakcji
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Fentona wspdlnie z naswietlaniem promieniami UV jako metody wstepnego
podczyszczania $ciekow, powinno zwigkszy¢ efekt usuniecia sulfametoksazolu
podczas biologicznego oczyszczania. Jak wynika z badan Gonzaleza i wspotautorow,
w  konwencjonalnej  reakcji  foto-Fentona (dla roztworu poreakcyjnego
sulfametoksazolu o stezeniu 200 mg/l; przy silnym zakwaszeniu proby do pH=2,8
i stezeniu H,O, >500 mg/l) maksymalna warto$¢ wspotczynnika podatno$ci na
biodegradacj¢ wynosita 0,39 [4].

Tab. 1. Stosunek BZT5 do RWO

Roztwor ) _
sulfametaksazolu Seria (1) Seria (2)

BZTs/RWO 0,05 0,31 0,43

Wyniki testow toksycznoséci dla sulfametoksazolu i roztworow poreakcyjnych
uzyskanych w serii (1) i (2) przedstawiono w tabelach 2 i 3. Najsilniejsze toksyczne
dziatanie sulfametoksazolu obserwowano w stosunku do glonéw. Dla tych
organizmow badana substancja zostata zaklasyfikowana jako toksyczna. Rowniez w
badaniach Isidori i wsp. oraz Halling-Sorensen glony okazaty si¢ najbardziej wrazliwe
na sulfametoksazol [5,6]. Toksyczno$¢ sulfametoksazolu dla bakterii Vibrio fisheri
byta na znacznie nizszym poziomie; ECsy wynosito 46.8 mg/l. Wyniki prezentowane
w pracy znajduja potwierdzenie we wczesniejszych doniesieniach, gdzie toksycznosé
20 antybiotyk6w byla badana za pomocg testu Microtox. Pyrimethamina i
sulfisomidyna, inhibitory syntezy kwasu foliowego, do ktorych nalezy réwniez
sulfametoksazol wykazywaly w tych badaniach nieznaczng toksyczno$§¢ w stosunku
do Vibrio fischeri [2].

Nie obserwowano wptywu sulfametoksazolu na Daphnia magna w tescie
toksycznosci ostrej. Wysokie wartosci wskaznikow toksycznosci sulfametoksazolu
pozwalaja na stwierdzenie, iz ten farmaceutyk nie powinien powodowaé efektow
ostrych w $rodowisku wodnym, gdyz rzeczywiste stezenia sulfametoksazolu w
wodach powierzchniowych moga wynosi¢ przecigtnie 0,02-0,126 pg/l1 [6,7].

Tab. 2. Toksyczno$¢ sulfametoksazolu dla dafni, glonow i bakterii

Pseudokirchneriella

. Daphnia magna - Vibrio fisherii
Badana substancja 3 subcapitata 3
ECs [mg/dm”] ICs [mg/dm3] ECs [mg/dm”]
Sulfametoksazol >100 5.4 46.8

Toksyczno$¢ roztworéw pobiodegradacyjnych serii (1) i (2) znacznie obnizyla si¢
w stosunku do toksycznosci roztworu samego sulfametoksazolu w testach na glonach i
bakteriach (tab. 3). Toksyczno$¢ tych roztwordw nieznacznie wzrosta w stosunku do
dafni, nadal jednak utrzymywata si¢ na niskim poziomie. Poréwnujagc wplyw
zastosowanej metody chemicznego utleniania farmaceutyku na jego toksyczno$¢
mozna stwierdzi¢, iz niezaleznie od tego jak toksyczny byt roztwor wyjsciowy
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sulfametoksazolu, jego pochodne uzyskane po serii (2) byly bardziej toksyczne niz
pochodne uzyskane w serii (1).

Tab. 3. Jednostki toksyczno$ci badanych roztworow

Pseudokirchneriella

?Sphnla magna subcapitata }r/g)rloflsheru
TU
Sulfametoksazol <1 >100 21.4
Seria (1) 9.3 3.2 5.9
Seria (2) 105 38 -89

Analizujac  widma IR wodnego roztworu sulfametoksazolu i1 mieszanin
poreakcyjnych w 3 rozpuszczalnikach organicznych. W tabeli 4 przedstawiono
charakterystyczne warto$ci transmitancji grup funkcyjnych oraz ich wystgpowanie w
ekstraktach sulfametoksazolu oraz mieszanin poreakcyjnych serii (1) i (2). Na ich
podstawie mozna wysnu¢ hipoteze, iz pod wplywem utleniania chemicznego
i naswietlania promieniami UV nastgpita zmiana struktury sulfametoksazolu. Zaréwno
w serii (1) jak i (2) najprawdopodobniej doszto do rozerwania pier§cienia eteru
cylkicznego oraz zostalo zerwane wigzanie sulfonoamidowe. Zmienit si¢ réwniez
sposob podstawienia czasteczki benzenu. Pierwotne podstawienie 1,4-di- w czasteczce
sulfametoksazolu zostalo zachowane w roztworze serii (1), natomiast w serii (2)
moglo ulec przeksztatceniu w 1,3-di-.

Tab. 4. Zestawienie grup funkcyjnych i odpowiadajacych im transmitacji obecnych w ekstraktach
3 rozpuszczalnikéw organicznych

Rodzaj drgan  Zwiazek lub grupa  Zakres [cm™] Uwagi
CYKLOHEKSAN
C-0-C Etery niecykliczne 1170 — 1060 pik wystepuje tylko w widmie serii (2)
R -S0O,-OH Kwasy sulfonowe 1080 - 1010 pik wystepuje w widmie serii (1) i (2)
-CH,-OH ; 1080 — 1000 . . S N
=CI—%—OH Alkohole i fenole 1130 - 1000 pik wystepuje w widmie serii (1) i (2)
CHLOROFORM
C-N Aminy 1090 + 1068 pik wystepuje w widmie serii (1) 1 (2)
C-0-C Etery aromatyczne 1075-1020  pik wystepuje tylko w widmie sulfametoksazolu
-CH,-OH : 1080 — 1000 . . S s
=C|—€-OH Alkohole i fenole 1130 - 1000 pik wystepuje w widmie serii (1) i (2)
R -S0O,-OH Kwasy sulfonowe 1080 - 1010 pik wystepuje w widmie serii (1) i (2)
2,2,4-TRIMETYLOPENTAN
C-H W pierécien 1085 — 1065 . . S L
- pierscieniu 1030 - 1010 pik wystepuje w widmie serii (1) i (2)
R -S0,-OH Kwasy sulfonowe 1080 - 1010 pik wystepuje w widmie serii (1) i (2)
-CH,-OH ; 1080 — 1000 . . S N
=CI—%—OH Alkohole i fenole 1130 - 1000 pik wystepuje w widmie serii (1) i (2)
. 900-835
: sposob podsta- - . S .
1,3-di- Wignia W%enzenie %g:gg piki wystepuja w widmie serii (2)
1 4-di- sposob podsta- 860-800 piki wystepuja w widmie serii (1) —jest to pier-

wienia w benzenie wotne podstawienie czgsteczki sulfametoksazolu
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Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz w wyniku zmodyfikowane;j
reakcji Fentona powstawaty nowe substancje rdznigce si¢ budowa od macierzystego
zwiazku, co moglo mie¢ wplyw na zmian¢ toksyczno$ci badanego farmaceutyku.
Przemiany czasteczki farmaceutyku pod wptywem promieniowania UV prowadzity do
powstania wigkszej ilosci produktow rozktadu w serii (2). Przeprowadzenie
zmodyfikowanej reakcji Fentona wptyneto na poprawe podatnosci sulfametoksazolu
na biodegradacje, dzieki czemu zwiazek ten powinien by¢ tatwiej usuwany w
biologicznej oczyszczalni §ciekow.
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BIOTESTS APPLICATION FOR THE MEASUREMENT OF SULFAMETHOXAZOLE ADVANCED
OXIDATION (ABSTRACT)

Toxicity tests were conducted for the measurement of the efficiency treatment of sulfamethoxazole
solution. As co-trimoxazoles are not inherently biodegradable, modified Fentons’ reaction was proposed
as a pre-treatment step. Modification of Fentons’ reaction was based on application of: UV radiation,
compressed air and Cu2+, as a reaction promoter. Efficiency of chemical pre-treatment differed within
the range 30-50 %. Toxicity of sulfamethoxazole metabolites was higher, when UV radiation was applied,
but biodegradation potential increased 9-fold.
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