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Wptyw zaawansowanego utleniania na toksycznos¢ zwigzkéw fenolowych

Wstep

Toksyczno$¢ jest jednym z parametréw charakteryzujacych jakosé
Sciekdw, i jest ona czgsto powiazana z obecnoscia w nich réznego
rodzaju zwiazkéw organicznych

Fenole sa przyktadem zwiazkéw, ktére oprécz wiasciwosci tok-
sycznych wykazuja réwniez dziatanie mutagenne. Oddzialywanie
tych zwiazkéw na organizmy zywe zalezne jest m.in. od ich st¢Zenia
i czasu ekspozycji.

Fenylofenole (orto-, meta- i para-fenylofenol) sa pochodnymi bi-
fenylu, w ktérych grupa hydroksylowa przylaczona jest do pierScie-
nia aromatycznego w réznych pozycjach. Zwiazki te posiadaja wta-
Sciwosci endokrynne, przejawiajace si¢ w aktywnosci estrogennej
i antyandrogennej [Paris i in., 2002; Kriiger i in., 2008; Sun i in.,
2008], co oznacza ze moga zakldcaé dziatanie zar6wno meskiego jak
i zenskiego uktadu hormonalnego. Ponadto, o-PP posiada wlasciwo-
$ci kancerogenne i genotoksyczne [Sasaki i in., 1997; Nunoshiba
i in., 2007]. Badania wykazaty, Zze o-PP i jego sole moga powodowac
m.in. raka pgcherza moczowego u samcéw szczuréw. Zwiazki te sa
metabolizowane w watrobie m.in. do fenylohydrochinonu, ktdry jest
odpowiedzialny za powstawanie zmian rakotwdrczych i dziatanie
toksyczne [Balakrishnan i Eastmond, 2006]. o-PP dziata toksycznie
na wiele organizméw wodnych i bakterii [Curtis i in., 1982; Schultz ,
1987; Broderius i in., 1995; Ramos i in., 1999], ponadto wykazuje
on niska toksyczno$¢ ostra w stosunku do myszy, szczuréw i kotéw,
LDs, dla tych zwierzat zawiera si¢ w przedziale 500+3000 mg/kg
masy ciala [Stouten, 1998].

Fenylofenole w srodowisku wodnym sa szeroko rozpo-
wszechnione, a ich st¢zenie zawiera si¢ w przedziale od 0,0021
ug/dm® [Jonkers i in., 2009] do 2,506 ug/dm’® [Peng i in., 2008].
Przy zastosowaniu konwencjonalnych metod oczyszczania $ciekéw
usuwane sa znaczne ilosci tych zwiazkéw, np. degradacja z udziatem
osadu czynnego prowadzona przez 14 dni pozwala na ponad 80%
obnizenie poczatkowego stgzenia o-PP (Yu 1 in., 2006). Jednakze,
po zastosowaniu tej metody, w strumieniu oczyszczanych Sciekéw
pozostaje nadal wystarczajaca ilo$¢ zwiazku, aby zaburza¢ dziatanie
uktadu hormonalnego. Dlatego nalezy zastanowi¢ si¢ nad zastoso-
waniem takiej metody degradacji, ktéra w sposéb efektywniejszy
usuwa zwiazki obecne w $ciekach w bardzo niskich st¢zeniach.
Dobrym rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie proceséw zaawanso-
wanego utleniania.

Pogtebione utlenianie znajduje zastosowanie do oczyszczania
Sciekéw przemystowych i socjalno-bytowych, jak réwniez odciekéw
ze sktadowisk odpadéw [Ledakowicz i in., 2002]. Procesy te sa réw-
niez stosowane do uzdatniania wody gruntowej i powierzchniowej
m.in. do celéw spozywczych jak réwniez przemystowych (np.
w przemysle elektronicznym). Za pomoca AOPs degradowane sa
wielopierscieniowe wegglowodory aromatyczne [Ledakowicz i in.,
1999; Ledakowicz i in., 2001], a takze zwiazki zaliczane do EDCs
[Btedzka i in., 2010; Gryglik i in., 2010].

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie efektywnosci usunigcia
izomeréw fenylofenolu z roztworéw wodnych podczas procesu:
fotolizy w polu promieniowania UVC i zaawansowanego utleniania
w uktadzie H,0,/UV, a w szczegdlnosci sprawdzenie toksycznosci
wzgledem mikroorganizméw roztworéw poreakcyjnych.

Badania doswiadczalne
Materiaty

0-PP (czysto$¢ > 98,0%) i p-PP (> 98%) zakupiono w firmie Flu-
ka. m-PP (85%) nabyto w firmie Sigma-Aldrich i stosowano po
uprzedniej rekrystalizacji z metanolu (POCh). Nadtlenek wodoru

oraz odczynniki wykorzystane do sporzadzenia buforéw (Na,HPO,,
KH,PO,, cz.d.a.) zakupiono w firmie POCh. Roztwory reakcyjne
przygotowywano w wodzie destylowanej oczyszczonej przy uzyciu
aparatu firmy Millipore (Milli-Q Plus System o opornosci 18
MQ/cm.

Aparatura i metodyka

Roztwory wyjsciowe izomeréw PP bez lub z dodatkiem H,0O, na-
$wietlano przy uzyciu niskocisnieniowych lamp UVC firmy
USHIO w prob6éwkach kwarcowych (v = 10ml) umieszczonych
w urzadzeniu karuzelowym.

Postgp reakcji rozktadu izomeréw fenylofenolu badano przy za-
stosowaniu wysokosprawnego chromatografu cieczowego (HPLC)
firmy Waters (kolumna Symetry C18 Cartridge 4 nm, 3,9 mm x 150
mm), posiadajacego detektor UV-VIS. Do analizy st¢zenia niniej-
szych zwiazkéw zastosowano metodg izokratyczna. Szczegdtowy
opis prowadzonych do$wiadczen zamieszczono w pracy Olak
i Miller [2011].

Badania toksycznosci wykonano na spektrofotometrze DR/2000
firmy HACH przy zastosowaniu metody ToxTrak™ opracowanej
przez firm¢ HACH [HACH DR/2000]. Toksyczno$¢ oznaczano
wzgledem mikroorganizméw wskaznikowych: bakterii Escherichia
coli, ktére przed kazdym kolejnym badaniem zostaly przeszczepione
na $wieze podloze i namnozone w odpowiednich warunkach.

Procedura badawcza byla nastgpujaca: do specjalistycznych pro-
béwek szklanych zakrgcanych korkiem dodawano kolejno odpo-
wiednio 5 ml roztworu reakcyjnego lub wody zdemineralizowanej
(w przypadku préby kontrolnej niezawierajacej zwiazkéw toksycz-
nych), poduszeczke z resazuryna (ToxTrak Reagent Powder Pillow,
HACH), dwie krople roztworu akceleratora (Accelerator Solution,
HACH), 0,5 ml wcze$niej przygotowanego inokulum bakterii E. coli,
zakrgcano korkiem i mieszano a nastgpnie sprawdzano absorbancjg
roztworu przy dlugosci fali 603 nm. Po odczytaniu absorbanbcji
czekano ok. 45+75 min, az warto$¢ absorbancji préby kontrolnej
spadnie o 0,6+0,1, po czym powtdrnie mierzono absorbancj¢ proby
zawierajace roztwor reakcyjny. Badania toksycznosci kazdego roz-
tworu wykonywano w czterech powtdérzeniach.

Wyniki i dyskusja

Zanik izomeréw PP podczas naswietlania roztworéw reakcyjnych
promieniowaniem UVC zachodzit dos¢ szybko (Rys. 1). 20% spadek
stezenia poczatkowego o-PP, m-PP i p-PP nastapil juz po czasie
odpowiednio 60, 53 i 90 s. Ten stopien degradacji zostat osiagnigty
w wyniku ekspozycji roztworéw reakcyjnych na dawki promienio-
wania o energii wynoszacej 1907 J/m?, 1685 J/m?i 2861 J/m? odpo-
wiednio dla o-PP, m-PP i p-PP. Dawka promieniowania UV stoso-
wana powszechnie do dezynfekcji wody jest réwna 400 J/m* [Cano-
nica i in., 2008], co oznacza, ze izomery PP nie bgda catkowicie
usunigte ze strumienia wody podczas procesu jej dezynfekcji. Dawka
promieniowania stosowana do dezynfekcji wody pozwolitaby na
usunigcie zaledwie 4,2%, 4,7% i 2,8% poczatkowego stezenia odpo-
wiednio o-PP, m-PP i p-PP. Nalezy wigc poszukaé efektywniejszej
metody ich degradacji.

Dodatek roztworu nadtlenku wodoru do naswietlanego roztworu
zdecydowanie przyspiesza proces zaniku zwiazkéw chemicznych.
W wyniku absorpcji promieniowania UVC nadtlenek wodoru ulega
rozktadowi na rodniki hydroksylowe, ktdre sa silnymi, nieselektyw-
nymi utleniaczami reagujacymi bardzo szybko ze zwiazkami orga-
nicznymi. W przypadku izomeréw PP zaobserwowano okoto 10-
krotne przyspieszenie procesu degradacji (Rys. 1).
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Rys. 1. Rozklad izomeréw PP pod wptywem nadtlenku wodoru, promieniowa-
nia UV i w ukladzie H,0,/UV (Cepp = 5,0x10° M, Cppp = 5,0x10° M,
Cpop=4,9%10°M, Cupo2=5,0-10>M, E, = 10,6:10° einstein/(dm’s), pH 7)

Przy zastosowaniu nat¢zenia promieniowania Wwynoszacego
10,06-10° einstein/(dm® s) i 0,05 M H,0, po czasie 30 s uzyskano
ponad 50 % spadek stgzenia poczatkowego o-PP i p-PP i ok 70 %
spadek stgzenia poczatkowego m-PP (Rys. 1).

Wyniki analizy toksycznosci roztworow izomerow fenylofenolu
przed oraz po procesie fotolizy i degradacji w uktadzie H,O,/UV
przedstawiono na rys. 2-4. Badania toksyczno$ci izomer6w PP prze-
prowadzono przy zastosowaniu metody ToxTrak™, ktéra jest sto-
sunkowo fatwa i szybka w przeprowadzeniu oraz bazuje na spektro-
fotometrycznym oznaczeniu barwnika redox - resazuryny przy dtu-
gosci fali 603 nm. Pod wptywem oddychania mikroorganizméw
wskaznikowych resazuryna ulega redukcji czemu towarzyszy zmiana
barwy roztworu z niebieskiego na ré6zowy i spadek wartosci absor-
bancji. Substancje dziatajace toksycznie na organizmy wskaznikowe
zaklécaja ten proces. Inhibicj¢ wywotana obecnoscia zwiazkow
toksycznych oblicza si¢ z nastgpujacego wzoru:

11%]= {1— proty }XIOO M
kontroli
gdzie:
A —absorbancja [-]
AA =A) - A,

Warto$¢ inhibicji zawierajaca si¢ w przedziale -10%<I<10%
oznacza, ze badany roztwdr nie jest toksyczny, natomiast roztwory
dajace wartosci mniejsze od -10% lub wigksze od 10% sa uznawane
za toksyczne. Pomiar toksycznosci metoda ToxTrak jest pomiarem
wzglednym, inhibicja niekoniecznie wzrasta proporcjonalnie do
stezenia zwiazkow toksycznych w badanym roztworze. Pewne sub-
stancje toksyczne moga dawac ujemne wartosci inhibicji.

Jak mozna zauwazy¢ na rys. 2-4 roztwory wodne wszystkich
obiektéw badan wykazuja dzialanie toksyczne w stosunku do bakte-
rii E. coli. Naswietlanie mieszanin reakcyjnych zawierajacych izo-
mery fenylofenolu promieniowaniem UVC przez 60 min nie spowo-
dowato wyeliminowania ich toksycznosci. Natomiast dodatek nad-
tlenku wodoru do naswietlanych roztworéw przyczynit si¢ do uzy-
skania nietoksycznych roztworéw poreakcyjnych. Badanie toksycz-
nosci wykonano po czasie 60 min trwania reakcji, poniewaz chciano
sprawdzi¢ czy roztwoér reakcyjny jest toksyczny gdy nastapi znaczny
spadek ogélnego wegla organicznego (OWO) w nim zawartego (dla
prezentowanych wynikéw degradacji w uktadzie H,O,/UV, OWO
zostal obnizony ponad 60 % (wynikéw nie zamieszczono)).

W przypadku badania roztworéw reakcyjnych zawierajacych nadtle-
nek wodoru, przed okresleniem toksycznosci usuwano ten reagent ze
Srodowiska reakcyjnego przy zastosowaniu katalazy. Enzym ten
katalizuje reakcje rozktadu H,0, [Scibior i Czeczot, 2006], w wyniku
ktérej powstaje tlen i woda:

2 H202 — 2 HQO + 02 (2)

Przeprowadzono badania sprawdzajace wptyw katalazy na bakte-
rie E. coli., Enzym ten nie wptywal toksycznie na zastosowane mi-
kroorganizmy wskaznikowe, co mozna zauwazy¢ na rys. 5.

Rys. 2. Inhibicja bakterii E. coli w obecnosci roztworéw o-PP
przed i po procesie degradacji (Coppo= 1- 10* M, Cipoz2= 5,0-102 M,
Eo=10,6-10° einstein/(dm®s), pH 7)
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Rys. 3. Inhibicja bakterii E. coli w obecnosci roztworéw m-PP
przed i po procesie degradacji (Coppo = 1-10* M, Cipoa = 5,0-102 M,

Eo=10,6-10° einstein/(dm’s), pH 7)
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Rys. 4. Inhibicja bakterii E. coli w obecnosci roztworéw p-PP
przed i po procesie degradacji (Coppo = 1-10* M, Cipon= 5,0-102 M,
Eo=10,6-10°° einstein/(dm’s), pH 7)
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Rys. 5.

Inhibicja bakterii E.coli w obecnosci katalazy
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Whioski

Na podstawie wynikéw uzyskanych w toku prac badawczych moz-
na stwierdzi¢, ze zanik izomeréw fenylofenolu zachodzi zaréwno
przy zastosowaniu promieniowania UVC jak i podczas procesu
faczacego dziatanie tego czynnika z nadtlenkiem wodoru.

Fotoliza obiektéw badan nastgpuje relatywnie szybko, jednak nale-
zy zwréci¢ uwage na fakt, iz do catkowitego usunigcia tych zwiaz-
kéw z roztworéw reakcyjnych konieczne jest zastosowanie dawek
promieniowania kilkakrotnie przewyzszajacych dawki promieniowa-
nia UVC powszechnie stosowane do dezynfekcji wody.

Zaawansowane utlenianie izomeréw fenylofenolu w uklfadzie
H,0,/UV jest procesem bardzo szybkim. Dodatek do naswietlanego
roztworu nadtlenku wodoru spowodowat okoto 10-krotne przyspie-
szenie procesu degradacji badanych zwiazkéw.

Wszystkie roztwory wodne izomeréw fenylofenolu wykazuja dzia-
tanie toksyczne w stosunku do bakterii E. coli.

Naswietlanie mieszanin reakcyjnych zawierajacych izomery feny-
lofenolu promieniowaniem UVC nie spowodowato wyeliminowania
ich toksyczno$ci. Natomiast zastosowanie poglgbionego utleniania w
uktadzie H,O0,/UV przyczynitlo si¢ do uzyskania nietoksycznych
wzglgdem mikroorganizméw roztworéw poreakcyjnych.
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