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Wyznaczanie bezpiecznej zawartosci lekdéw w srodowisku wodnym
na podstawie badan ekotoksykologicznych

Stosowanie farmaceutykow w lecznictwie ludzi i zwie-
rzat hodowlanych powoduje dostawanie si¢ pozostatoSci
lekow oraz metabolitow ich biotransformacji do $ciekdw,
wod powierzchniowych i w konsekwencji do wody prze-
znaczonej do spozycia. Wedlug podzialu farmaceutycznego
wyroézniono 13 gléwnych grup lekéw dziatajacych m.in. na
uktad nerwowy i uktad krazenia, stosowanych w chorobach
uktadu oddechowego, pokarmowego oraz w terapii cho-
réb nowotworowych [1]. W Niemczech wykorzystuje si¢
okoto 2700 preparatow leczniczych, a produkcja 900 roz-
nych substancji aktywnych wynosi 38tys.ton rocznie [2].
W Polsce wytwarza si¢ okoto 2500 preparatow [3]. W $ro-
dowisku wodnym wykrywa si¢ leki w ilosciach od pg/m?
do mg/m?, przy czym najwieksze ich zawartoci wystepu-
ja w sciekach farmaceutycznych i szpitalnych, natomiast
mniejsze w wodach powierzchniowych 1 w wodzie prze-
znaczonej do spozycia. Z danych ekotoksykologicznych
wynika, ze wigkszo$¢ lekow nie wywiera znacznego szko-
dliwego wptywu na organizmy badane w testach ostrych,
krotkoterminowych. Stwierdzono natomiast, ze farmaceu-
tyki charakteryzuje toksycznos¢ przewlekta (chroniczna),
wynikajgca z dtugotrwatego oddziatywania na bioindyka-
tory w testach chronicznych.

W tabeli 1 podano przyktadowe wyniki badan ekotok-
sykologicznych (test ostry i test chroniczny) dotyczacych
wybranych lekow na tle ich ilo$ci wykrywanych w wodach
powierzchniowych [4]. Dane te wskazuja, ze analizowane
leki dziataja szkodliwie na organy ryb podczas ekspozy-
cji dlugoterminowej w ilosciach mniejszych niz wykry-
wane w wodzie powierzchniowe;j. Stad tez wielu autoréw
postuluje konieczno$¢ prowadzenia badan toksycznosci
chronicznej farmaceutykow [5—8] 1 wyznaczania wartos$ci
NOEC (no observed effect concentration), ktore stuza do
okreslania takich ich ilo$ci, ktore nie wywotuja szkodli-
wych skutkéw w srodowisku (PNEC — predicted no effect
concentration). Ilodci te mozna wyznaczy¢ metoda obliga-
toryjnych wspotczynnikow bezpieczenstwa, zalecana przez
EMA (European Medicines Agency), stosujac wspotczyn-
nik AF (assessment factor) rowny 10 lub metodami staty-
stycznych modeli ekstrapolacyjnych [9,10]. Wyznaczona
warto$¢ PNEC stuzy do oceny ryzyka wywotanego obec-
no$cig szkodliwych zwigzkéw w $§rodowisku wodnym,
zgodnie ze wzorem PEC/PNEC (PEC — predicted environ-
mental concentration). Wartos¢ PEC wylicza si¢ zgodnie
z procedurg [9] — jesli PEC/PNEC>1, wowczas ryzyko
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Tabela 1. Ekotoksycznos$¢ wybranych lekéw i ich maksymalne
ilosci wykryte w wodzie powierzchniowej [4]
Table 1. Ecotoxicity of selected pharmaceuticals and their
maximum concentrations detected in surface water [4]

Wskaznik, jednostka | Diklofenak Karbe_lma- Metoprolol
zepina
Zawarto$é, mg/m3 2 1,6 2,2
Test ostry LC(EC)sp 22430 >13800 438000
1
Test chroniczny LOEC*| (watroba, 1 1
(uszkodzony organ) nerki, (nerki) (watroba)
skrzela)

*LOEC (lowest observed effect concentration) okreslone dla pstraga
teczowego i karpia

okresla si¢ jako duze, a jesli PEC/PNEC<1 — ryzyko jest
niewielkie. Wielu autoré6w uwaza, ze szacowanie ryzyka
w oparciu o jednogatunkowe testy toksycznosci dostarcza
informacji o wzglednej szkodliwosci badanego zwigzku
chemicznego i nie moze charakteryzowac¢ ryzyka w catym
analizowanym ekosystemie. Do weryfikacji tzw. ilosci bez-
piecznych (PNEC) postuluje si¢ prowadzenie badan wie-
logatunkowych w modelowych zbiornikach wodnych typu
mikrokosm i mezokosm, réznigcych si¢ objetoscia, zasie-
dleniem organizmami i doborem kryteriow stuzacych do
oceny punktow koncowych reakcji testowych [11-14].

Nalezy podkresli¢, ze w ostatnim dziesigcioleciu nastg-
pit wzrost zainteresowania problematyka ekotoksycznos$ci
lekow, ich oznaczaniem w $rodowisku wodnym i metoda-
mi eliminacji farmaceutykéw ze $ciekow i wody przezna-
czonej do spozycia. Najwiecej danych dotyczy zwigzkdéw
sterydowych, w tym hormonoéw, lekow przeciwzapalnych
i regulujacych cisnienie krwi oraz regulatorow tluszczu,
natomiast niewiele informacji mozna znalez¢ o szkodli-
wosci lekow stosowanych w chemioterapii nowotworow.
Na przyktad cytostatyk S-fluorouracyl powoduje inhibicje
biosyntezy monofosforanu tymidyny, co zaktdca replikacje
DNA i proliferacj¢ komérek nowotworowych.

Stad tez celem niniejszej pracy byto wykorzystanie testu
wielogatunkowego do weryfikacji tzw. bezpiecznej iloSci
S-fluorouracylu (PNEC) wyznaczonej na podstawie testow
jednogatunkowych. Analizowany lek jest wykorzystywany
w leczeniu raka piersi, skory, pecherza moczowego i phuc,
a jego roczne zuzycie wynosi okolo 120kg (Austria).
Wykryte w Sciekach szpitalnych ilosci tego farmaceu-
tyku wyniosty 20+122mg/m® (Austria) oraz 27mg/m?3
(Szwajcaria) [15].
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Materiaty i metody

W badaniach uzyto 5-fluorouracyl (nr CAS 51-21-8)
o masie 130,08 g/mol i sumarycznym wzorze C4H;FN,0,
(Fluka). Przeprowadzono nastepujace testy jednogatunkowe:

— wzrostowy przy uzyciu sinic (PN-EN ISO 8692:2008),

— wzrostowy przy uzyciu rzesy drobnej (PN-EN ISO
20079:2004),

— wzrostowy na rybach (OECD 215),

— wzrostowy na pierwotniakach (Microbiotests, Belgia),

— przezywalnosci na rybach (PN-C-04610-04:1990),

—immobilizacji na skorupiakach (Microbiotests, Belgia),

— reprodukcji na skorupiakach (OECD 211).

Stezenia $miertelne i efektywne (LC(EC)sq) leku ob-
liczono metoda probitowa, okreslajac 95% przedziaty
ufnosci [8,16]. Wartos¢ NOEC wyznaczono w testach
chronicznych przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wa-
riancji 1 testu Tukeya [17], a warto§¢ PNEC obliczono
z najmniejszej warto$ci NOEC uzyskanej w testach jedno-
gatunkowych stosujac AF=10, zgodnie z procedurg EMA.
Jako PEC, czyli przewidywang zawarto$¢ 5-fluorouracylu
w wodzie powierzchniowej przyjeto: PEC;=0,005mg/m>
(obliczony z uwzglednieniem tylko dobowgo zuzycia leku)
i PEC,=0,00064mg/m> (obliczony z uwzglednieniem
wskaznika penetracji rynku) [15]. Ocene ryzyka okre-
$lono z ilorazu PEC/PNEC. Warto$§¢ PNEC, wyznaczong
z uzyciem najbardziej wrazliwego bioindykatora uznang
za bezpieczna, zweryfikowano w modelu ekosystemu typu
mikrokosm. Model ten stanowito akwarium zawierajace
10dm? wody oczyszczonej w biofiltrze i zasiedlonej rzesa
drobnag (Lemna minor) oraz cyjanobakteriami i glonami.
Reprezentantami zwierzat byty skorupiaki Daphnia magna
i Heterocypris incongruens oraz ryby Danio rerio. Osad
denny stanowita warstwa piasku i osad czynny (mikroben-
tos) umieszczony w krystalizatorach. Po dwoch tygodniach
adaptacji organizméw wprowadzono 5-fluorouracyl w ilo-
$ci bezpiecznej (PNEC). Badania prowadzono przez 4 ty-
godnie, przez ktdre utrzymywano ciggle napowietrzanie
wody i warunki $wietlne 12 h/12 h. Badania kontrolne prze-
prowadzono na poczatku do§wiadczen oraz po 14d i 28d.
Analizy fizyczno-chemiczne obejmowaly nastgpujace
wskazniki: temperatura, pH (pH-metr EPP-3t Elmetrum),
RWO (spektrofotometr TOC 5000 Shimadzu), ChZT oraz
zwigzki azotu i fosforu [18-22]. Badania biologiczne pole-
galy na ocenie zmian ilosciowych organizmoéow planktonu
i osadu dennego oraz wyznaczeniu wskaznikow ogolnej
roznorodnosci gatunkowej Shannona-Wienera (H”) [23],
jak rowniez przyrostu liczby i powierzchni listkow Lem-
na minor (przy uzyciu oprogramowania komputerowego
do cyfrowej analizy obrazu UTHSCSA Image Tool v. 3.0).
Okreslono takze zmiany liczby bakterii na podtozu agaro-
wym MPA [24]. Rownolegle ustawiono probke kontrolna
jak wyzej, ale bez dodatku 5-fluorouracylu.

Dyskusja wynikéw badan

Na podstawie wynikoéw jednogatunkowych testow eko-
toksycznosci sporzadzono profil szkodliwosci 5-fluoroura-
cylu, ustawiajagc warto§ci NOEC od najwigkszej donajmniej-
szej (tab.2). Najmniejsza wartos¢ NOEC (0,006 mg/m?)
otrzymano w tescie reprodukcji Daphnia magna. Postuzyta
ona do wyznaczenia wartosci PNEC (przy AF=10) 5-flu-
orouracylu, tj. 0,0006mg/m3. W tabeli 3 przedstawiono
ocene ryzyka 5-fluorouracylu w stosunku do organizmow
wodnych.

Tabela 2. Profil toksycznosci 5-fluorouracylu w odniesieniu
do organizméw wodnych [8,16]
Table 2. 5-fluorouracil toxicity profile in regard to
aquatic organisms [8,16]

Bioindykator Rodzaj testu Czas NOE%
h mg/m
Danio rerio wzrostowy | 575 | <1560
(narybek)
’ : wzrostowy
Lebistes reticulatus (narybek) 672 <1560
Tetrahymena thermophila wzrostowy 24 195
Scenedesmus obliquus wzrostowy 72 100
Desmodesmus quadricauda | wzrostowy 72 100
Microcystis aeruginosa wzrostowy 72 40
Lemna minor wzrostgw_y 168 25
(pow. lisci)
Lemna minor WerStQ‘,’VY 168 13
(liczba lisci)
Raphidocelis subcapitata wzrostowy 72 5
Daphnia magna reprodukcji 672 0,006

Z danych zawartych w tabeli 3 wynika, ze niezaleznie
od spodziewanej zawartosci S-fluorouracylu w wodzie
(PEC, i PEC,) ryzyko zwigzane z obecnoscia tego zwigz-
ku w ekosystemach w stosunku do zwierzat bezkregowych
jest duze. Warto$é PNEC rowna 0,0006 mg/m?, uznang jako
bezpieczna wg procedury EMA, zweryfikowano w mode-
lu mikrokosmowym, w ktorym dzialaniu 5-fluorouracylu
poddano biocenoze ztozong z przedstawicieli producen-
tow, konsumentdéw i destruentow. W czasie 28 d badan nie
stwierdzono istotnych roéznic w warto$ciach wskaznikow
fizyczno-chemicznych pomigdzy probka badana a kontro-
Ing (tab. 4). W obu probkach zaobserwowano zwiekszenie
warto$ci ChZT — wskaznik ten osiagnat najwyzsza warto$¢
w ostatnim dniu badan, co wigzato si¢ prawdopodobnie
z obecnoscia produktow przemian metabolicznych organi-
zmow 1 odchodow zwierzecych.

Tabela 3. Ocena ryzyka 5-fluorouracylu w odniesieniu
do organizméw wodnych
Table 3. Risk assessment for 5-fluorouracil in regard to
aquatic organisms

rzzl/fn% mPgE§3 PEC/PNEC | Ocena ryzyka
PEC: 0,005 8,30 .
00006 | pec, - 0.00064 1,06 duze ryzyko

Zmiany w liczebnosci organizmow planktonu przedsta-
wiono w tabeli 5. Wyniki badan wykazaly, ze ogoélna licz-
ba glonow w 14. dobie badan zmniejszyta si¢ w obecnosci
5-fluorouracylu, a w probcee kontrolnej wzrosta. Zaobserwo-
wano takze, ze liczba skorupiakow w obu probkach zwigk-
szala si¢ w czasie, jednak przyrost liczby zwierzat w wo-
dzie zawierajacej S-fluorouracyl byt znacznie mniejszy. Nie
stwierdzono istotnych roznic migdzy zawartoscia bakterii
w probce badanej i kontrolnej. Okazato sig¢, ze 5-fluoro-
uracyl nie wptywat na wzrost i rozw6j Lemna minor oraz
biordéznorodnos¢ fitoplanktonu, natomiast ograniczal bio-
r6znorodno$¢ organizméw mikrobentosu (tab. 6-9).

Na podstawie analizy mikroskopowej organizmow
osadu dennego w probee z 5-fluorouracylem po 28d wy-
kryto jedynie Colpidium colpoda, natomiast w tym cza-
sie w probee kontrolnej nastapit rozwoj Paramecium sp.,
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Tabela 4. Wyniki badan jakosci wody w modelowym ekosystemie wodnym typu mikrokosm w obecnosci 5-fluorouracylu
Table 4. Water quality results in microcosm study in the presence of 5-fluorouracil

Badanie po czasie

Probka Wskaznik, jednostka

0od 14d 28d
temperatura, °C 20 20 20
pH 8,5 8,2 8,2
ChZT, gOy/m?3 44,6 102,2 270
RWO, gC/m3 1,2 12,7 51

5-Fluorouracyl (0,0006 mg/m?3)
azot amonowy, gN/m?3 <0,02 0,35 —*
azotyny, gN/m3 0,91 0,004 0,35
azotany, gN/m3 0,9 0,9 1,4
fosforany, gP/m3 2,7 1,8 2,7
temperatura, °C 20 20 20
pH 8,5 7,7 8,2
ChZT, gO,/m? 53,6 11,1 256,5
RWO, gC/m3 0,76 4,94 6,94
Probka kontrolna

azot amonowy, gN/m?3 0,34 0,01 2,48
azotyny, gN/m3 0,09 0,006 0,07
azotany, gN/m?3 1,0 1,2 0,5
fosforany, gP/m3 17 0,5 3,6

*poza zakresem oznaczenia

Tabela 5. Liczba organizméw planktonu w modelowym ekosystemie wodnym typu mikrokosm w obecnosci 5-fluorouracylu

Table 5. Number of planktonic organisms in microcosm study in the presence of 5-fluorouracil

Badanie po czasie

Probka Wskaznik
od 14d 28d
ogolina liczba glonéw w 1¢cm?3 546000 95832 172656
5-Fluorouracyl (0,0006 mg/m3) | liczba organizméw w 10dm3
Daphnia magna 17 277 912
Heterocypris incongruens 10 72 270
ogoélna liczba glonéw w 1cm? 524000 696960 57024
Probka kontrolna liczba organizméw w 10dm?3
Daphnia magna 28 166 2531
Heterocypris incongruens 8 78 673

Trinema sp. i Centropyxis sp. Zastosowana w badaniach
modelowych tzw. bezpieczna zawartos¢ S-fluorouracylu
(0,0006 mg/m®) okazata sie zbyt duza, poniewaz wpty-
nela negatywnie na biordznorodno$é organizmoéw osadu
dennego 1 liczebnos¢ skorupiakow w planktonie. Ekspe-
ryment wielogatunkowy (mikrokosm) potwierdzit oceng
ryzyka wyznaczonego w przypadku organizmow wodnych
w testach jednogatunkowych, z ktorej wynikalo, ze przy
okreslonych dwoéch wartosciach PEC ryzyko zwigzane
z obecnoscia 5-fluorouracylu byto duze. Nie wykazano
szkodliwosci 5-fluorouracylu w stosunku do ryb, co byto
zgodne z danymi literaturowymi [25]. W testach immobi-
lizacji D. magna oméwionych w pracach [25,26] uzyska-
no mniejsze wartoéci ECsy (odpowiednio 36000 mg/m3
i 20000mg/m?) od uzyskanych w niniejszych badaniach

(>100000 mg/m?). Chroniczny test reprodukeji tych skoru-
piakow dowiddl natomiast szkodliwego wplywu 5-fluoro-
uracylu (NOEC=0,006 mg/m?), gdy tymczasem w pi$mien-
nictwie mozna spotkaé wigksze wartosci (2,8 mg/m?) [27].

W celu ograniczenia mozliwosci przedostawania sig¢
pozostatosci lekow do wod ujmowanych przez zaktady
wodociggowe proponuje si¢ stosowanie wysokoefektyw-
nych metod utleniania $ciekéw ze szpitali i przemyshu
farmaceutycznego [28]. Podejmuje si¢ takze badania nad
wykrywaniem oraz usuwaniem farmaceutykow z wody
przeznaczonej do spozycia, m.in. przez filtracj¢ na granu-
lowanym weglu aktywnym, ozonowanie, chlorowanie oraz
nanofiltracj¢ [29-31]. Problematyka wystgpowania lekéw
i ich skutecznej eliminacji z wody pozostaje nadal otwarta
i wymaga intensywnych badan.
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Tabela 6. Liczba organizmoéw fitoplanktonu w modelowym ekosystemie wodnym typu mikrokosm w obecnosci 5-fluorouracylu
Table 6. Number of phytoplanktonic organisms in microcosm study in the presence of 5-fluorouracil

Liczba organizméw w 1cm? po czasie
Probka Organizm
0d 14d 28d

Microcystis aeruginosa 24000 1584 7920
Chlorella vulgaris 16000 3168 8712
Synechococcus nidulans 2000 0 7128

5-Fluorouracyl (0,0006 mg/m?3) | Desmodesmus quadricauda 16000 30096 66528
Scenedesmus obliquus 116000 3168 19800
Raphidocelis subcapitata 372000 57816 54648
Navicula sp. 0 0 7920
Microcystis aeruginosa 34000 6336 0
Chlorella vulgaris 68000 22176 5544
Synechococcus nidulans 0 0 4752

Probka kontrolna Desmodesmus quadricauda 0 142560 15840
Scenedesmus obliquus 34000 26136 0
Raphidocelis subcapitata 388000 499752 17424
Navicula sp. 0 0 13464

Tabela 7. Liczba organizméw mikrobentosu w modelowym ekosystemie wodnym typu mikrokosm w obecnosci 5-fluorouracylu
Table 7. Number of microbenthic organisms in microcosm study in the presence of 5-fluorouracil

Liczba organizméw w 1cm3 po czasie
Probka Organizm

0d 14d 28d

Litonotus sp. 368 0 0
Colpidium colpoda 2944 792 792

Arcella sp. 552 0 0

Euglypha sp. 1288 0 0

Antophysa sp. 92 0 0

5-Fluorouracyl (0,0006 mg/m3) Paramecium sp. 044 0 0

Trinema sp. 92 0 0

Pyxidicula sp. 184 792 0

Euplotes sp. 92 0 0

Saprodinium dentatum 0 0 0

Centropyxis sp. 0 0 0

Euglena sp. 0 0 0

Litonotus sp. 368 0 0

Colpidium colpoda 2944 1980 0

Arcella sp. 552 396 0

Euglypha sp. 1288 396 0

Antophysa sp. 92 0 0
Paramecium sp. 644 0 3168

Prébka kontrolna

Trinema sp. 92 0 3960

Pyxidicula sp. 184 0 0

Euplotes sp. 92 0 0

Saprodinium dentatum 0 792 0
Centropyxis sp. 0 0 792

Euglena sp. 0 1980 0
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Tabela 8. Zmiany bior6znorodnosci organizméw fitoplanktonu
wg wskaznika Shannona-Wienera w modelowym ekosystemie
wodnym typu mikrokosm w obecnosci 5-fluorouracylu
Table 8. Changes in biodiversity of phytoplankton (Shannon-Wie-
ner index) in microcosm study in the presence of 5-fluorouracil

Wskaznik Shannona-Wienera (H’) po czasie
Probka
0d 14d 28d
5-Fluorouracyl
(0,0006 mg/m®) 1.0 1.0 1.5
Probka kontrolna 0,8 0,8 1,5

Tabela 9. Zmiany bioréznorodnosci organizméw mikrobentosu
wg wskaznika Shannona-Wienera w modelowym ekosystemie
wodnym typu mikrokosm w obecnosci 5-fluorouracylu
Table 9. Changes in biodiversity of microbenthos (Shannon-Wie-
ner index) in microcosm study in the presence of 5-fluorouracil

Wskaznik Shannona-Wienera (H’) po czasie
Prébka
od 14d 28d
5-Fluorouracyl
(0,0006 mg/m®) 1.6 0.7 0
Probka kontrolna 1,6 1,4 1,0

Whnioski

¢ Przeprowadzone badania potwierdzity koniecznos¢
wykonywania testow chronicznych lekow w ocenie ryzyka,
co wykazaty mate wartosci NOEC w przypadku 5-fluoro-
uracylu uzyskane w testach reprodukcji Daphnia magna.

¢ Wspotczynnik AF=10 (wg zalecen EMA) nie moze
stanowi¢ podstawy do szacowania bezpiecznej ilosci far-
maceutykéw dla biocenoz wodnych. Badania biordzno-
rodnosci wykazaly, ze tzw. zawarto$¢ bezpieczna 5-flu-
orouracylu powodowata zmniejszenie warto$ci wskaznika
Shannona-Wienera w odniesieniu do organizméw mikro-
bentosu, w porownaniu z wartoscig tego wskaznika w prob-
ce kontrolnej.

¢ Podstawe do ekotoksykologicznej oceny ryzyka wy-
wotanego obecnoscig lekow w wodach powierzchniowych
powinien stanowi¢ zestaw testow chronicznych uzupetnio-
ny badaniami molekularnymi oraz testami wielogatunko-
wymi typu mikrokosm.
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Abstract: The results of ecotoxicological research on
determination of safe concentration limits of 5-fluorouracil
(anticancer drug) in water were discussed. A method for
determination of safe concentrations of pharmaceuticals
according to the EMA (European Medicines Agency) guid-
elines was employed for this purpose. The procedure was
verified in microcosm, multispecies model ecosystem stud-
ies. The experiments demonstrated that concentrations de-
termined in water by the EMA recommended method can-
not be considered safe. Additionally, the coefficient AF=10

(acc. to EMA recommendations) cannot form the basis for
estimates of safe concentration limits of pharmaceuticals
in aquatic biocenoses. The bioequivalence studies showed
that so-called safe 5-fluorouracil concentration led to de-
crease in Shannon-Wiener index value in regard to micro-
bentos. It was found that ecotoxicological risk assessment
for the presence of pharmaceutical in surface waters should
be based on chronic test set supported with molecular stud-
ies and multispecies microcosm testing. It should be noted
that safe concentrations of pharmaceuticals that cause no
risk to aquatic biota and humans should form the basis for
the process optimization in regard to wastewater treatment
and elimination of medicines from potable water.

Keywords: Water quality, 5-fluorouracil, safe concen-
tration, microcosm.





