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Souhrn

Prace je zaméfena na odstranéni S$irokospektralniho tetracyklinového antibiotika uréeného
k hromadné léCebné a preventivni aplikaci u zvifat. Veterinarni léCivo, které obsahuje tetracyklin a jeho
derivaty, se po dokonéeni vyrobni kampané dostava ve vysoké koncentraci do odpadnich vod.
K likvidaci organickych casti odpadl je pouZita metoda zaloZena na oxidaci antibiotika okyselenym
roztokem manganistanu draselného. Metoda likvidace bude zavedena ve firmé TEKRO, spol. s r.0..
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Uvod

V Evropé se denné spotifebuji v nemocnicich i domacnostech miliony baleni rdznych Ié€ivych
pripravkl. V roce 2009 se odhadem celosvétové spotifebovalo 200 tun za rok [1] a spotfeba neustale
stoupa. Predpoklada se, ze 50 % celkové spotieby I1€kl tvofi veterinarni antibiotika. Ackoli vétSina léciv
je z organismu vylucovana ve formé metabolitl, je prokazano, ze v pfipadé nékterych antibiotik je az 90
% jejich spotfeby vylu€ovano v aktivnhi nezménéné podobé.

ProtoZe jsou farmaka vyznamné pouZzivana v domacnostech, jsou IéCivé latky i jejich metabolity
snadno vylou€eny moc€i a stolici do méstskych odpadnich vod. Podle povahy jsou néktera IéCiva
eliminovana biologickymi procesy, zatimco jina jsou degradovana az v pribéhu chemického cisténi.
V nékterych pfipadech nedojde k likvidaci farmak vlbec a antibiotika pronikaji s vycisténou odpadni
vodou do zivotniho prostiedi.

Zviteci exkrementy obsahujici veterinarni |éCiva i jejich rezidua jsou jako hnuj vypoustény na pole [2].
Z divodu Sirokého pouzivani antibiotik ve veterinarnich aplikacich byvaji nejcastéji kontaminovany
sedimenty v oblastech s vysokym zemédélskym vyuzitim.

Antibiotika mohou pusobit na organismus predevsim toxicky, popf. mohou poskozovat jeho imunitu.
Vyzkum toxickych ucinkd IéCiv a jejich rezidui, vyskytujicich se v zivotnim prostfedi, je vyznamnym
odvétvim v oblasti environmentalni analyzy [2] pfesto, Ze se jejich koncentrace ve vodach pohybuje
v fadech ng/l az ug/l. Farmaka jsou z odpadnich vod odstrafiovana raznymi biotickymi a abiotickymi
procesy. Hlavnim biotickym procesem je bakterialni biodegradace, mezi abiotické procesy Cisténi patfi
napf. sorpce, hydrolyza a fotolyza [2,3]. Mira odstranéni antibiotik z odpadnich vod zavisi pfedevSim na
jejich schopnosti se sorbovat na kal a na jejich degradaci a transformaci. Hydrofobni nepolarni
antibiotika se lépe sorbuji na aktivovany kal, hydrofilni zlstavaji rozpustény ve vodni fazi [3].

VSechny separaéni technologie maji urCitou U€innost od témeér nulové az po prakticky absolutni.
Vzhledem Kk jejich vlastnostem je mala pravdépodobnost, Ze l|éCiva pfitomna v surové vodé budou
vyznamné odstranéna pfi pouziti klasickych Cisticich postupu jako je provzdusnéni, flokulace, filtrace,
dezinfekce [4]. Proti klasickym zpUsobim upravy vod je pfi odstrafiovani Ié€iv U€innéjSi napf. adsorpce
na aktivnim uhli [5] a ozonizace [6]. Pouziti aktivniho uhli patfi mezi nejrozSifené&jsi postupy upravy vod
predevsim z ekonomického hlediska. Oxidace ozonem je vyuZivana k odstranéni pfirodnich organickych
mikropolutantl. Obecné pokrocilé oxidacni procesy jsou v souCasnosti testovany a vyuzivany jako
vhodné pro CasteCny nebo dokonce uplny rozklad (mineralizace) vysoce perzistentnich latek, kam
antibiotika rozhodné patfi.

Mezi pokrocilé oxidacni procesy lze zafadit heterogenni a homogenni fotokatalyzu [7], jiz vySe
uvedeny ozon samotny nebo ve smési s peroxidem vodiku, oxid chloriCity [8], Fentonovu oxidaci [9] a
dalSi. Kazda z uvedenych metod ma své vyhody i nevyhody. K nevyhodam patfi predevsim riziko
bezpecénostni (rozsah UV zafeni, pouZiti nano€astic) a cenové (nakladné chemikalie i aparatury).



Cilem prace bylo nalezeni technologie odstranéni antibiotika z odpadni vody, ktera by konkrétni
IéCivo spolehlivé zlikvidovala bez jakychkoli bezpe€nostnich rizik pfi pouziti cenové dostupného zafizeni.

Problém

Spole¢nost TEKRO sr.o. je vyrobcem veterinarnich |éCiv pro hospodarska zvifata. Jednou
z komponent vyrobeného |éCiva je tetracyklin, popf. 7- chlortetracyklin (obr. 1). Presto, Zze pfi vyrobé
jsou dodrzovana vesSkera pfisna technologicka opatfeni, dochazi pfi oplachu homogenizatoru po
dokonc&eni vyrobni kampané k tvorbé ,odpadni vody* (Obr. 2). Tato oplachova voda obsahuje vysokou
koncentraci

Obr. 1: Tetracyklin-hydrochlorid
R = H Tetracyklin
R = ClI 7-chlortetracyklin-hydrochlorid




Obr. 2: Uéinnd litka v oplachové vodé a odfiltrovany nerozpustny podil

aginné latky (cca 102 mgl/l), takZe je pro vypusténi do COV naprosto nevyhovujici. Kromé antibiotika jsou
v odpadni vodé pfitomné jeho nosie — glukéza nebo kombinace uhli¢itanu vapenatého a pSeni¢né
mouky. Z tohoto divodu jsou prakticky nepouZitelné technologie limitované pfitomnosti nerozpustného

Vv,

Tetracykliny patfi mezi bakteriostaticka Sirokospektralni antibiotika. Jsou relativné netoxicka, avsak
vykazuji i fadu nezadoucich vedlejSich ucinkl (deformace kosti a poskozeni zubl). Podle jejich
farmakokinetickych a antibakterialnich vlastnosti se rozdéluji do tfi skupin [10]. Prvni skupina, kam patfi
predmétné vzorky, ma snizené absorpCni vlastnosti a je méné lipofilni. Tetracykliny vytvareji stabilni
nerozpustné komplexy s vicemocnymi kationty (napf. Ca®*, Mg?*), &imz se inaktivuiji a jejich likvidace je
obtiznégjsi.

Tetracyklin je na vzduchu stabilni Zluty krystalicky prasek, ktery je téméf nerozpustny ve vodé. Vice
rozpustny je ve formé hydrochloridu. Témérf identické vlastnosti vykazuje | chlortetracyklin. Strukturou
(substituované aromatické jadro) a nékterymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi jsou tetracykliny
podobné pramyslovym tfaskavinam. Jejich kompletni rozklad v odpadnich vodach po vyrobé se provadi
reakci s okyselenym roztokem manganistanu draselného [11]. Stejny reakéni mechanismus jsme se
tedy pokusili vyuzit i v pfipadé likvidace tetracyklinu.

Studie likvidace tetracyklinu
Provedeny rozsah studie

Z dodané odpadni vody po vyrobé veterinarniho IécCiva byly pfipraveny vzorky s rGznym obsahem
antibiotik.

Jednotlivé vzorky byly v laboratorni aparatufe titrovany 0,1M roztokem manganistanu draselného pfi
pokojové a zvySené teploté.

Ve spoleénosti TEKRO byla provedena ,Ctvrtprovozni® zkouska likvidace tetracyklinu navrzenou
metodou.

Laboratorni studie

Odebrana odpadni voda z vyroby veterinarniho Ié€iva byla zakalena tekutina organického zapachu
obsahujici tetracyklin a chlortetracyklin. Firma, ktera je pavodcem odpadl, ma vybavenou labotratof
s rutinni analytickou charakteristikou pfitomnych nezadoucich latek. Proto jsme se v prvni fazi
spoluprace zaméfili pouze na kvalitativni (vizualni) sledovani likvidace.

Derivaty tetracyklinu jsou prasky Spatné rozpustné ve vodé. Vizualné lze tedy likvidaci sledovat
zmeénou vzhledu (barva, nerozpusténé podily) odpadni vody. V idealnim pfipadé by se mél tetracyklin
(resp. tetracyklin-hydrochlorid) oxidovat silnym oxidaénim c&inidlem az na oxid uhli€ity, oxid dusicity a
vodu. PFitomny chlorid by se mohl oxidovat na chlor, ale ten by zase s nejvétSi pravdépodobnosti
pusobil jako oxidacni €inidlo. Reakce likvidace je tedy mozné vyjadfit rovnicemi:

Tetracyklin-hydrochlorid:
5 Cy,H,5CIN,Og+ 104 KMNO,4 + 312 HNO3; >

- 110 CO; +10 NO; + 104 Mn(NO3), + 104 KNO3 + 5 HCI + 216 H,0

Chlortetracyklin-hydrochlorid:
5 CzH24ClI;N,0g+ 102 KMNOy4 + 306 HNO3 >

- 110 CO;, +10 NO; + 102 Mn(NO3), + 102 KNO3 + 10 HCI + 208 H,O

Je vice nez pravdépodobné, ze uvedené rovnice jsou pouze teoretickym vyjadfenim likvidace ucinné
latky. Skute€nost bude jina, a proto nechavame na zkuSenostech puvodce odpadu, jaké latky mohou pfi
likvidaci tetracyklinu vzniknout a zda jsou z hlediska likvidace ,pfijatelné®.



Prakticka likvidace odpadni vody probihala ve vzduchem michaném reaktoru uvedeném na Obr. 3.
Do banky reaktoru byly nality rozdilné objemy odebrané odpadni vody (Obr. 4). Poté byla upravena
hodnota pH suspenze pomoci 3M kyseliny dusi¢éné na 1,0. V aparatufe byly provadény likvidace za
studena i za tepla, kdy byl obsah reakéni nadoby vyhfivan na cca 55 °C. V pribéhu titrace 0,1M
roztokem manganistanu draselného byla sledovana hodnota pH a redox potencial (Obr. 5). Dle jeho
hodnoty, popf. pfi ,odbarveni® suspenze (ztrata fialového zbarveni), byl davkovan dalSi roztok
manganistanu draselného. V pfipadé, Ze se suspenze jiZz neodbarvovala nebo se hodnota redox
potencialu ustdlila, byla titrace zastavena. V pribéhu titrace dochazelo k postupné zméné barvy
suspenze (Obr. 6).
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Obr. 3: Reaktor pro likvidaci oplachovych odpadnich vod




Obr. 4: Vzorky oplachové vody po vyrobni kampani

Zavislost redox potencidlu na mnoZstvi pridaného 0,1M roztoku
KMnO,(pH odpadni vody upraveno na 1,00)
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Obr. 5: Potenciometricka titrace riznych objemi oplachové vody

Obr. 6: Zména barvy reakéni smési pri titraci 0,1M KMnO,

Po ukonceni titrace byl reakéni prostor vzdy dalSich 10 minut probublavan vzduchem za ucelem
zredukovani pfipadného prebytku manganistanu draselného dfive vzniklymi manganatymi ionty.
Produktem této reakce byl oxid manganicity (Obr. 6 konec). Synproporcionace slouZi k sniZzeni obsahu
manganatych iontl, které reaguji s nadbytkem iontd manganistanovych. V pfipadé, Ze by nasledovala
fitrace nerozpustnych slou€enin, na povrchu oxidu mangani€itého by se mohly zachytit zbytky
organickych rezidui. Jestlize je pfitomnost oxidu manganicitého nezadouci, Ize ho v suspenzi redukovat,
napf. kyselinou Stavelovou. Vysledny produkt je poté bezbarvy (Obr. 7).



Obr. 7: Odpadni voda po reakci oxidu manganicitého s kyselinou Stavelovou

Nevyhodou provedenych praci je relativné pomala oxidace za bézné laboratorni teploty. Z tohoto
duvodu jsme dva vzorky o objemu 150 a 300 ml titrovali 0,1 M roztokem manganistanu pfi teploté 55 °C.
KFivky potenciometrické titrace jsou uvedeny na Obr. 8 a 9, ¢ast objemu odpadni vody pfed likvidaci a
po likvidaci a redukci oxidu manganicitého kyselinou Stavelovou na Obr. 10. Je zfejmé, ze i v tomto
pfipadé se oxidovala organicka ¢ast odpadni vody, reakce byla ukonlena za cca 4 hodiny.
Nerozpustény zbytek v odpadni vodé byla jemna bila hmota (mouka?).

Zavislost redox potencialu na mnozstvi pridaného 0,1M roztoku
KMnO,(pH suspenze upraveno na 1,00)
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Obr. 8: Potenciometricka titrace oplachové odpadni vody (55 °C)



Zavislost redox potencialu na mnozstvi pridaného 0,1M roztoku
KMnO,(pH suspenze upraveno na 1,00)
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Obr. 9: Potenciometricka titrace oplachové odpadni vody (55 °C)

Obr. 10: Vzorek odpadni vody pred oxidaci a) a po oxidaci b) organického podilu

Z prezentovanych vysledkUl laboratorni studie likvidace antibiotik v oplachovych vodach vyplynulo, ze
navrzena metoda byla pro dané usporadani realizovatelna. Z tohoto divodu byla provedena zkouska
odstranéni tetracyklinu a jeho derivatu z odpadni vody pfimo u vyrobce pfedmétného veterinarniho
IéCiva. V provozni laboratofi firmy Tekro spol. s r.o. byla provedena zkouSka se stanovenim obsahu a
identifikace vstupnich a vystupnich latek metodami zavedenymi ve firmé.

Vysledky zkousky ve firmé Tekro spol. s r.o.

Na ,Ctvrtprovozni“ zkousku likvidace byly na kazdy pokus odebrany 3 | Cerstvé odpadni vody
z ukoncené kampané. Z divodu realného zpracovani celé varky, v pfipadé pouziti uvedené metody, byla
reakce s 0,1M manganistanem draselnym provadéna pfi laboratorni teploté. Rovnéz pouzita aparatura
byla ,zredukovana“ na 5 | kadinku s michadlem a odpovidajici elektrodou (Obr. 11). Na zakladé
reakce nadavkovani 70-80 % roztoku manganistanu draselného. Za téchto podminek byla likvidace
tetracyklinu vyrazné rychlejSi a po odstranéni minimalniho mnozstvi oxidu manganicitého kyselinou
Stavelovou byl vysledny ,roztok® slabé zakalen, pravdépodobné opét pfitomnou pSeniCnou moukou
(Obr. 12).



Obr. 12: Vzorek realné odpadni vody po reakci s 0,1M KMnO, a odstranéni MnO,

Na stanoveni obsahu ucinné latky v odpadni vodé byly pouzity vysokoucinna kapalinova
chromatografie s detekci diodovym polem HPLC/DAD (ve firmé znatena metoda AM 071-01) a
kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii LC-MS/MS (ve firmé& znaclena
metoda AM 508-01). Pro orientacni méfeni poklesu koncentrace u€inné latky nebyla titrace roztokem
manganistanu draselného provadéna az do bodu ekvivalence. Jestlize bylo v kone€ném vzorku
stanoveno urcité mnozstvi sledovanych antibiotik, mohl byt tento vysledek zplsoben vySe uvedenou
skute€nosti. Chromatogram HPLC/DAD  sledovaného antibiotika pfed a po reakci s roztokem
manganistanu draselného je uveden na Obr. 13, odezvy farmaka LC/MS v tabulce €. 1.
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Obr. 13: HPLC/DAD chromatogram — analyza vzorku odpadni vody

Vzorek Odezva tetracyklinu Pfiblizna koncentrace
Standard tetracyklinu 2 366 605 12 ppm (ug/ml)
Standard tetracyklinu 6 815 30 ppb (ng/ml)

Vzorek vody pred titraci 2786 782 14 ppm (ug/ml)
Vzorek vody po titraci 4074 <20 ppb (ng/ml)

Tabulka 1: Namérené odezvy tetracyklinu (méreno LC/MS)

Z obou vysledkl jednoznacné vyplyva, Ze reakci s roztokem manganistanu v kyselém prostredi doslo
k vyraznému poklesu obsahu tetracyklinového antibiotika v odpadni oplachové vodé. Vzhledem ke
skuteCnosti, Zze se jedna o jednoduchou, bezpecnou a na vybaveni cenové pfiznivou metodu, Ize ji
doporucit k likvidaci uvedeného veterinarniho antibiotika. K vyhodam metody je mozné pfipojit i
skute€nost, Ze pfi pfedavkovani reakéni smési roztokem manganistanu draselného, ktery by byl toxicky
pro vodni organismy v pfipadé jeho pfenosu do vodotece, Ize tento pfebytek zlikvidovat pfidanim dalSi
odpadni vody do reakéni smési.

Zaver



Pozadavek firmy Tekro spol. s r.0. na ucinnou likvidaci odpadnich vod po vyrobé veterinarnich léciv
obsahuijicich tetracyklin a jeho derivaty splfiuje v piné mife metoda zaloZena na oxidaci pfedmétného
farmaka 0,1M roztokem manganistanu draselného v prostfedi 3M kyseliny dusi¢né. Po uspésné
provedeném testu ve vétSim méfitku maze byt tato nenakladna metoda zavedena do praktického vyuziti.

Literatura

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

Kimmerer K.: Antibiotics in the aquatic enviroment — A review — Part . Chemosphere, 2009,
417-434.

Michael I. et. Al.: Urban wastewater treatment plants as hotspots for the release of antibiotics in
the enviroment. A review. Water Research, 2013, 47, 957-995.

Diaz-Cruz M.S., Lopez De Alda M.J., Barcelo D.: Enviromental behavior and analysis of
veterinary and human drugs in soil, sediments and sludge. Trends in Analytical Chemistry, 2003,
22, 340-351.

Zwiener C.: Occurrence and analysis of pharmaceuticals and their transformation products in
drinking water treatment. Anal. Bioanal. Chem., 2007, 387,1159-62.

Karelid, V.; Larsson, G.; Bjorlenius, B.: Pilot-scale removal of pharmaceuticals in municipal
wastewater: Comparison of granular and powdered activated carbon treatment at three
wastewater treatment plants. Journal of Environmental Management, 2017, 193: 491-502.

Drozdova, M.; Jablonka, R.; Ku€erova, R.; Kasakova, H.: Application of ozonation to intensify
nitrification and denitrification processes. GeoScience Engineering, 2014, 60.3: 37-45.

Challis, J.; Hanson, M.; Friesen, K.; Wong, C.: A critical assessment of the photodegradation of
pharmaceuticals in aquatic environments: defining our current understanding and identifying
knowledge gaps. Environmental Science: Processes Impacts, 2014, 16.4: 672-696.

Navalon S., Alvaro M, Garcia H: Reaction of chlorine dioxide with emergent water pollutants:
Product study of the reaction of three beta-lactam antibiotics with CIO,. Water Res, 2008, 42,
1935-42.

Mirzaei, A.; Chen, Z.; Haghighat, F.; Yerushalmi, L.: Removal of pharmaceuticals from water by
homo/heterogonous Fenton-type processes. Chemosphere 2017, 174: 665-688.

[10] Agwuh K.N., MacGowan A.: Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of the Tetracyclines

Including Glycylcyclines. The Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 2006, 58(2), 256-265.

[11] Valenta P., Srank Z., Mastny L., Hlavsa M., Hnat |.: EP 2 170 773, B1 20080612, Method for

decontamination of explosives production process waste water.



