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Gram-dodatni szczep Bacillus sp. B1(2015b) byt zdolny do biotransformacji 6,0 mg/l naproksenu.
W warunkach monosubstratowych biotransformacja zachodzita na poziomie 24% w ciaggu 35 dni pro-
wadzenia hodowli. Réwnocze$nie obserwowano zmniejszanie si¢ gestosci optycznej hodowli, co wska-
zywalo, ze naproksen nie jest wystarczajacym zrodtem wegla i energii dla szczepu B1 (2015b).
W warunkach kometabolicznych z glukoza obserwowano catkowita degradacje leku z réwnoczesnym
wzrostem hodowli bakteryjnej. Ponadto w hodowli zidentyfikowano O-desmetylonaproksen jako in-
termediat. Od 29 dnia prowadzenia hodowli obserwowano zmniejszanie si¢ stgzenia desmetylonaprok-
senu oraz zanik pozostatych metabolitow, co moze wskazywac na catkowitg degradacje naproksenu.

1. WSTEP

Wedlug badan GUS przeprowadzonych w oOkresie wrzesien—grudzien 2014 roku,
niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ) sa jednymi z najczesciej kupowanych lekoéw
bez recepty w Polsce [12]. Naproksen nalezy do grupy wielopierscieniowych NLPZ,
pochodnych naftalenu i hamuje cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2), ktore katalizuja
utlenienie i cyklizacj¢ kwasu arachidonowego, prowadzac do powstania czynnikow
biologicznych takich jak prostaglandyny, prostacykliny i tromboksan. Stad tez lek ten
wykazuje dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne [3, 7]. Naproksen wydalany jest w
niewielkiej ilo$ci z moczem w formie niezmienionej, natomiast wiekszo$¢ zwigzku
ulega sprzeganiu z kwasem glukuronowym. Ponadto ok. 20% stanowig jego demetylo-
wane pochodne, a ok. 10% ulega sprzeganiu z siarczanami [8]. Tradycyjne technologie
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oczyszczania $ciekoOw nie eliminuja tego typu zanieczyszczen, dlatego wydalany na-
proksen oraz jego metabolity trafiaja do wod powierzchniowych oraz wody pitnej
[4, 32]. Obecno$¢ naproksenu w srodowisku wodnym, ktéra waha sie w Polsce W ste-
zeniach od 80 do 750 ng/l, nie jest obojetna dla organizméw zywych [6, 16]. Parrot i in.
[22] zaobserwowali znieksztatcenie jaj w pierwszym pokoleniu ryb Pimephales prome-
las, ktore byty eksponowane na dziatanie mieszaniny lekow (naproksen, diklofenak,
gemfibrozil, triklosan, acetaminofen, kwas salicylowy) w stezeniu 100 ng/l oraz 300 ng/I.
Wykazano wptyw naproksenu na wzrost i wykluwanie jaj Jordanella floridae, zerowa-
nie stutbi (Hydra attenuata) oraz op6znienie rozwoju larw ptazéw Limnodynates pero-
nii [20, 21, 23]. Potencjalna bioakumulacja naproksenu w tancuchu pokarmowym oraz
toksyczno$¢ chroniczna sg problemami, ktoére wymagaja rozwigzania. Znane s3 dwie
drogi eliminacji NLPZ ze $rodowiska: fizyczno-chemiczna oraz biologiczna. Czgsto
stosowanymi metodami fizyczno-chemicznymi sa fotodegradacja i naswietlanie pro-
mieniem gamma. Hsu i in. [15] oznaczyli 1(6-metoksy-naftalen-2-ilo) etanol, 1(6-me-
toksy-naftalen-2-ilo) etanon, metyl 2-(6-metoksy-naftalen-2-ilo) propionian oraz
2-etyl-6-metoksy-naftalen jako produkty fotodegradacji. Testy toksycznosci wykazaty,
ze produkty te sg bardziej toksyczne od zwigzku macierzystego. W badaniach tych wy-
korzystano promieniowanie stoneczne, gdyz w $rodowisku naturalnym naproksen
prawdopodobnie podlega podobnym transformacjom do badanych toksycznych inter-
mediatow. Zastosowanie promieniowania gamma réwniez nie powoduje catkowitej de-
gradacji leku, a jedynie jego dekarboksylacje [35].

Alternatywa dla metod fizyczno-chemicznych jest degradacja NLPZ na drodze bio-
logicznej. Transformacje naproksenu do tej pory prowadzono gtownie z udziatem grzy-
bow: Trametes versicolor, Aspergillus niger, Cunninghamella elegans, C. echinulata,
C. blakesleeana, Phanerohaete chrysosporium oraz osad czynny [14, 19, 25, 36]. Fer-
nandez-Fontaina i in. [11] wykazali catkowita biotransformacje przez osad czynny
100 pg/l naproksenu, z 1(6-metoksy-naftalen-2-ilo) etanolem jako intermediatem,
w warunkach nitryfikacji. Autorzy sugeruja, ze duza aktywno$¢ monooksygenazy amo-
nowej podczas procesu nitryfikacji przyczynita sie¢ do wydajnej biotransformacji leku.
Ostatnio pojawity si¢ rowniez publikacje dotyczace biologicznej transformaciji naprok-
senu przez izolowane szczepy: Stenotrophomonas maltophilia KB2, Planococcus sp.
S5 oraz Pseudomonas stutzeri, w warunkach kometabolicznych. Kometabolizm jest
czesto stosowany w uktadach badawczych, ktérych celem jest mineralizacja trudno de-
gradowanych substancji. Wprowadzenie czynnika wzrostowego przyczynia sie do
wzrostu biomasy mikroorganizméw, a tym samym stymuluje transformacje ksenobio-
tyku [5, 9, 10, 29, 33].

Ze wzgledu na duzg konsumpcje i nieefektywne usuwanie naproksenu w oczysz-
czalniach $Sciekdéw oraz potencjalna bioakumulacje leku i jego metabolitow konieczne
jest poszukiwanie mikroorganizméw, ktore bytyby zdolne do catkowitej mineralizacji
naproksenu. Niniejsza praca jest kontynuacjg badan nad biotransformacjg naproksenu
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w warunkach kometabolicznych, w ktorych zastosowano gram dodatni szczep Bacillus
sp. B1(2015b).

2. METODYKA BADAN

2.1. ZASTOSOWANY SZCZEP BAKTERII | WARUNKI HODOWLI

Uzyty w badaniach szczep Bacillus sp. B1(2015b) zostat wyizolowany z terendéw skta-
dowania odpadoéw poprodukcyjnych nawozow i srodkéw ochrony roslin Zaktadu Chemicz-
nego Organika-Azot S.A. w Jaworznie. Szczep namnazano W bulionie odzywczym w tem-
peraturze 30°C, w warunkach wytrzasania 130 rpm przez 24 h. Po tym czasie hodowle
odwirowywano (5000 x g w 4°C, przez 15 min), przemywano sterylng pozywka mineralng
i uzywano jako innokulum w dalszych badaniach. Biotransformacja naproksenu byta pro-
wadzona w uktadzie monosubstratowym oraz kometabolicznym, w pozywce mineralnej
o sktadzie: Na;HPOsx12H.0 - 3,78 g/l; KH2PO4 — 0,5 g/l; NH4CI — 5,0 g/l; MgSO4x7H,0
— 0,2 g/l; ekstrakt drozdzowy — 0,01 g/l (pH 7,1-7,3). Do kazdego uktadu wprowadzano
wezesniej przygotowane innokulum , w takich ilo$ciach, aby w hodowlach monosubstra-
towch gestos¢ optyczna przy A = 600 nm wynosita ok. 1,0, natomiast w hodowlach kome-
tabolicznych ok. 0,1. Naproksen, jako s6l sodowa w stezeniu 6,0 mg/I dodawano do kaz-
dego uktadu badawczego. Do hodowli kometabolicznych dodatkowo wprowadzano
glukoze w stezeniu 0,5 g/1, jako substrat wzrostowy. W trakcie trwania hodowli monitoro-
wano gestos¢ optyczna, poprzez pomiar absorbancji swiatta przy A = 600 nm (ODeqgo). Jesli
warto$¢ ODgoo byta wicksza lub rowna 1,3 w uktadzie kometabolicznym, to do hodowli nie
dodawano substratu wzrostowego. Uktady hodowlane byly prowadzone w trzech powto-
rzeniach w warunkach wytrzgsania 130 rpm, w 30°C. Hodowle monosubstratowe prowa-
dzono przez 35 dni, natomiast kometaboliczne przez 29 dni.

2.2. OZNACZENIE STEZENIA SUBSTRATOW

Stezenie naproksenu w hodowli oznaczano przy uzyciu chromatografu cieczowego
(Merck  HITACHI) wyposazonego w  kolumng Ascentis® Express C18
(10 cm x 4,6 mm; 2,7 um) o odwroconym uktadzie faz, przedkolumne OPTI-SOLV®
EXP i detektor UV/VIS typu DAD. Faza ruchoma sktadata si¢ z 1% kwasu octowego
i acetonitrylu (50:50% v/v), przeptyw wynosit 1 ml/min. Detekcje zwigzku obserwo-
wano przy dtugosci fali A = 260 nm. Do oznaczenia naproksenu pobierano 1,5 ml probki
i odwirowywano (14000 rpm, 20 min). Badany lek, w supernatancie, identyfikowano na
podstawie spektrum UV-VIS roztworu wzorcowego [33]. W celu identyfikacji metabolitu
posredniego wykorzystano roztwor wzorcowy desmetylonaproksenu. Stezenie metabolitu



32 D. DOMARADZKA i in.

kontrolowano z wykorzystaniem opisanej powyzej metody do o0znaczania stgzenia
naproksenu.
Stezenie glukozy oznaczano za pomocg metody antronowej [27].

2.3. ANALIZA STATYSTYCZNA

Badanie przeprowadzono w trzech powtorzeniach. Wyniki zostaly zanalizowane przy
uzyciu programu STATISTICA PL 12.5.192.18.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

3.1. BIOTRANSFORMACJA NAPROKSENU W HODOWLACH MONOSUBSTRATOWYCH

Coraz czgsciej, w procesach usuwania zwigzkow ksenobiotycznych ze srodowiska
stosuje si¢ metody biologiczne, z zastosowaniem mikroorganizmow posiadajacych wy-
specjalizowane uktady enzymatyczne, zaangazowane w rozktad struktury ksenobio-
tyku. Jest to rowniez tansza alternatywa dla metod fizyczno-chemicznych. Jednak wciaz
konieczne jest poszukiwanie szczepow zdolnych do biotransformacji NLPZ, co umoz-
liwitoby w przysztosci opisanie szlaku degradacji tych farmaceutykow, jak rowniez me-
tod monitoringu NLPZ w $rodowisku [11, 24, 26, 28].

Tereny poprodukcyjne zaktadu Organika-Azot S.A. w Jaworznie sg silnie zanieczysz-
czone o czym swiadczy odczyn pH, obecnos¢ fenoli, cyjankow, metali cigzkich (m.in. Zn,
Hg), substancji czynnych anionowo i innych zwiazkow takich jak: szesciochlorocyklohek-
san, DDT, chlorfenwinfos [34]. Ze wzgledu ha obecnos¢ duzej ilosci zwiagzkow posiadajg-
cych strukture aromatyczng i trudne warunki $rodowiskowe, tereny te zostaly wybrane
do skriningu szczepoéw bakterii, ktore bytyby zdolne transformowaé naproksen. Wyizolo-
wany gram-dodatni szczep, Bacillus sp. B1(2015b), transformowat naproksen w 24%,
w uktadzie monosubstratowym (rys. 1).

Uznaje sig, ze gram-ujemne bakterie sg bardziej oporne na ksenobiotyki wystepujace
w $rodowisku, niz bakterie gram-dodatnie, ze wzgledu na obecnos¢ zewngtrznej btony ko-
morkowej, co umozliwia regulacje jej przepuszczalnosci przez zmiang sktadu fosfolipidow,
atakze aktywne usuwanie ksenobiotykow z komorki [30, 13]. Jednakze gram-dodatnie bak-
terie rowniez wykazujg zdolno$¢ do degradacji zwigzkoéw aromatycznych. Przykladem jest
biotransformacja naftalenu przez Bacillus fusiformis (BFN) oraz Bacillus naphthovorans,
a takze pentachlorofenolu przez Bacillus cereus [18, 37, 31]. Badania te potwierdzaja, ze
bakterie z rodzaju Bacillus wykazuja zdolno$¢ tranformacji toksycznych zwigzkéw aroma-
tycznych o zlozonych strukturach, takich jak naftalen i pochodne fenolu. Bacillus sp.
B1(2015b) jest do tej pory dopiero drugim z kolei opisanym gram-dodatnim szczepem,
ktory wykazuje zdolno$é biotransformacii naproksenu. Jednak w poréwnaniu do opisanego
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weczesniej gram-dodatniego szczepu Planococcus sp. S5, szczep Bacillus sp. B1(2015b) od-
znaczat si¢ wigkszg zdolno$cia do degradacji oraz mniejszym zamieraniem hodowli w ukta-
dach monosubstratowych [9].
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Rys. 1. Biotransformacja naproksenu jako zrodto wegla i energii
(= stezenie naproksenu, * ggsto$¢ optyczna)

Naproksen byt rowniez biotransformowany w hodowlach bakterii gram-ujemnych
oraz grzyboéw. Szczep Pseudomonas sp. CE21 transformowat w 78% 0,01 mg/l oraz
w 100% 0,1 mg/l naproksenu w przeciaggu trzech dni, natomiast Stenotrophomonas mal-
tophilia KB2 28% 6,0 mg/l przez 35 dni. Wydajniejsza biotransformacj¢ naproksenu
wykazano w hodowlach grzybow. Naproksen w stezeniu 10 mg/l oraz 55 pg/l byt cal-
kowicie eliminowany przez Trametes versicolor odpowiednio po 6 godz. i 5 godz. in-
kubacji, jak rowniez w hodowli Phanerochaete chrysosporium, w stezeniu 0,001 g/1, po
4 dniach. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w hodowlach grzybdéw obserwowano akumula-
cje¢ farmaceutyku na ich powierzchni, ktorej nie obserwowano w hodowlach abiotycz-
nych bakterii [17, 19, 26, 33].
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3.2. BIOTRANSFORMACJA NAPROKSENU W WARUNKACH KOMETABOLICZNYCH

Niektore mikroorganizmy zdolne sa degradowac ksenobiotyki jedynie w uktadach
kometabolicznych. Wielopier§cieniowe zwigzki aromatyczne wystepuja w srodowisku
w mieszaninie r6znych substancji, tatwiej badZ trudniej biodostepnych, dlatego zasto-
sowanie uktadéw kometabolicznych znajduje swoje uzasadnienie [1, 2, 25]. Jedne
z pierwszych badan, nad degradacjg naproksenu przez osad czynny pokazaty, ze dodat-
kowe zrodlo wegla nie tylko zwicksza wydajnos¢ transformacji, lecz czgsto wrecz ja
umozliwia [24]. Dodatek ligninolitycznych zwigzkéw do gleby, w ktorej prowadzono
biotransformacj¢ naproksenu przez Trametes versicolor, wptyneto pozytywnie na pro-
dukcje lakazy, w konsekwencji zmniejszajac stezenie leku w uktadzie badawczym [2].
W hodowli Phanerohaete chrysosporium, w obecnosci glukozy jako substratu wzrosto-
wego, obserwowano natomiast catkowitg transformacj¢ mieszaniny farmaceutykow:
naproksenu, ibuprofenu i diklofenaku [25].

Zastosowanie dodatkowego zrodta wegla, w hodowlach Stenotrophomonas mal-
tophilia KB2, Planococcus sp. S5 oraz Pseudomonas stutzeri zwigkszyto biotransfor-
macje naproksenu. Wykazano, ze glukoza jest najlepszym substratem promujacym
wzrost tych szczepow, czego skutkiem byta duza transformacja leku: w hodowli Steno-
trophomonas maltophilia KB2 wynosita 78%, Planococcus sp. S5 - 50%, natomiast
Pseudomonas stutzeri - 59 % w ciagu 35 dni [9, 10, 33]. W hodowlach kometabolicz-
nych Bacillus sp. B1(2015b), w ktorych uzyto glukozy jako substratu wzrostowego, na-
proksen byt transformowany w ok. 98 % (rys. 2). Glukoza byta calkowicie degradowana
w ciggu 20 godzin prowadzenia hodowli. Najwiekszy ubytek leku obserwowano w pierw-
szych dniach hodowli — do 8 dnia, ktéoremu towarzyszyt intensywny wzrost hodowli.
Oprocz stgzenia naproksenu monitorowano pojawiajace si¢ metabolity posrednie, ktorych
nie obserwowano w hodowlach monosubstratowych (rys. 3). W hodowli pojawity sie cztery
metabolity posrednie, ktorych widma UV/VIS byty zblizone do widma naproksenu. Meta-
bolit 1, o czasie retencji 1,23, na podstawie wzorca zostal zidentyfikowany jako
O-desmetylonaproksen. Najwyzsze stezenie metabolitu 1 wynosito ok. 4,431 + 0,096 mg/I
w 26 dniu hodowli, natomiast stezenie naproksenu W tym dniu bylo na poziomie
ok. 0,145 £ 0,005 mg/l. Zmniejszeniu stezenia naproksenu w hodowli towarzyszyt wzrost
stezenia O-desmetylonaproksenu, nastgpnie obserwowano zmniejszenie si¢ stgzenia
O-desmetylonaproksenu i zanik pozostatych metabolitow posrednich (rys. 4). Wskazuje to
na catkowita degradacje naproksenu przez Bacillus sp. B1(2015b). Ponadto obecno$¢ me-
tabolitow posrednich pozwoli w przysztosci na opisanie szlaku degradacji naproksenu.

O-desmetylonaproksen jest czgsto wystepujacym metabolitem naproksenu podczas
mikrobiologicznej transformacji leku. Jego obecno$¢ w hodowlach grzybow jest wyni-
kiem aktywno$ci cytochromu P-450, ktorego aktywno$¢ oznaczono w hodowlach
Aspergillus niger, Cunninghamella elegans oraz Trametes versicolor [14, 19, 36].
W osadzie czynnym rowniez dochodzito do hydroksylacji pier$cienia aromatycznego
w pozycji C5 [24].
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Rys. 3. Chromatogram otrzymany z hodowli kometabolicznej z glukoza Bacillus sp. B1(2015b)
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Rys. 4. Zmiany stezenia naproksenu i O-desmetylonaproksenu w uktadzie kometabolicznym
(= stezenie naproksenu, * stezenie O-desmetylonaproksenu)

Naproksen moze by¢ w roézny sposoéb hydroksylowany. Fernandez—Fontaina i in.
[11] wykazali hydroksylacje tancuchu propionowego naproksenu w badaniach nad jego
rozktadem przez osad czynny w bioreaktorach nitryfikacyjnych. Przypuszczalnie wy-
nika to z aktywnosci monooksygenazy amonowej. W hodowli Aspergillus niger ozna-
czono 7-hydroksynaproksen oraz 7-hydroksy—O-desmetylonaproksen. W hodowli Ste-
notrophomonas maltophilia KB2, natomiast zaproponowano szlak degradacji
naproksenu, na podstawie oznaczonej aktywnosci enzymow,  poprzez
7,8-dihydroksynaproksen i 5,7,8-trihydroksynaproksen. Hydroksylacja pierscienia na-
proksenu potencjalnie umozliwia jego rozszczepienie przez dioksygenazy rozszczepia-
jace [14, 33].

3.3. PODSUMOWANIE

Bacillus sp. B1(2015b), wyizolowany z terenéw poprodukcyjnych Zaktadéw Orga-
nika Azot S.A., catkowicie transformowat naproksen w hodowlach kometabolicznych
z glukozg w ciagu 29 dni. Jest to najwieksza do tej pory obserwowana biotransformacja
leku w czystych kulturach bakterii w warunkach kometabolicznych. Ponadto zidentyfi-
kowano O-desmetylonaproksen jako metabolit naproksenu. Konieczne sa jednak dalsze
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badania, by mozna bylo stwierdzi¢, ze Bacillus sp. B1(2015b) catkowicie degraduje na-
proksen.

Projekt finansowany ze srodkow Narodowego Centrum Nauki (2013/09/B/NZ9/00244).
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NAPROXEN — THE HARD DEGRADE NONSTEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUG AND

ITS BIOTRANSFORMATION BY BACILLUS SP. B1(2015B)

Isolated Bacillus sp. B1(2015b) completely biotransforms 6,0 mg/l of naproxen. Naproxen was trans-

formed in 24 % in mono-substrate conditions during 35 days. Naproxen was not sufficient carbon and
energy source for Bacillus sp. B1(2015b) strain because culture optical density decrease was observed.
Whereas naproxen biotransformation was complete in cometabolic conditions with glucose and culture
growth was noticed. In addition O-desmethylnaproxen was identified as one of naproxen’s metabolites. O-
desmethylnaproxen concentration was decreased and another metabolites was disappeared since 29 day of
experiment.. This fact suggests that naproxen is completely degraded.



