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Ocena toksycznosci benzyloparabenu przed i po rozktadzie fotochemicznym

Wstep

Coraz wigcej dowodéw wskazuje na to, ze wiele substancji che-
micznych, zaréwno naturalnych jak i syntetycznych, moze mieé
wpltyw na zdrowie zwierzat i ludzi poprzez zaktdcanie normalnego
funkcjonowania gruczoléw wydzielania wewngtrznego [Vos i in.,
2000]. Substancje te sa nazywane ksenoestrogenami EDCs (Endocri-
ne Disrupting Compounds). Naleza do nich m.in. zwiazki cynoorga-
niczne, parabeny, alkilofenole i fenole, a takze hormony naturalne
isterydy syntetyczne, niektére farmaceutyki, skladniki srodkéw
higieny osobistej i kosmetykéw, detergenty [Esplugas i in., 2007].
Sa to zatem preparaty powszechnie uzywane w zyciu codziennym,
a przez to bez przeszkdd trafiajace do $ciekéw. Poniewaz sa najczg-
$ciej trudno biodegradowalne, grozi to ich kumulacja i wystapieniem
nieodwracalnych zmian w przyrodzie. Ksenoestrogeny sa szkodliwe,
poniewaz posiadaja dlugi czas rozpadu, wykazuja zdolno$¢ do bio-
kumulacji w organizmach zywych, w wyniku, czego fatwo wchodza
w tancuch troficzny. Skutki srodowiskowe oraz zdrowotne dziatania
ksenoestrogenéw zostaty obszernie zbadane [Orlando i Gullette,
2007], a do najwazniejszych zaliczy¢ mozna m.in.: nieprawidlowy po-
ziom hormonéw, maskulinizacj¢ osobnikéw zenskich, feminizacj¢ osob-
nikéw meskich, a w konsekwencji obojnactwo i zmniejszenie ptodnosci.

Badania poréwnujace podobiefistwo budowy zwiazkéw z grupa
alkilohydroksybenzoesowa do alkilofenoli znanych zwiazkéw estro-
gennych, potwierdzily, Zze parabeny sa estrogenami. Bardziej prze-
strzenna grupa alkilowa potgguje lipofilowy/hydrofobowy charakter,
a takze wplywa na skuteczniejsze taczenie si¢ z estrogenicznymi
receptorami. Im dtuzszy tancuch tym wigksze dziatanie estrogenne
[Routledge i in., 1998]. Pomimo iz w latach 90. poprzedniego wieku
badania wskazywaty na bezpieczenstwo stosowania parabenéw przy
nieprzekraczaniu dziennej dawki, to dopiero niepokojace wiesci
przyniosta publikacja Darbre’a i in. [2003]. Parabeny sa umieszczo-
ne na Europejskiej liscie zwiqzkow priorytetowych w Kategorii 1. jako
substancje o udowodnionym dzialaniu na uktad hormonalny [DHI
Water & Environment, 2007]. Testy na dzialanie estrogenne wykaza-
ty, ze parabeny maja mniejsza moc estrogenng od 17-estradiolu.
Badania dowiodly ze benzylparaben ma najwigksza moc estrogenowa
ze wszystkich parabenéw. Wykazano, ze benzyloparaben (YES test,
ECsp=0,351 mg dm™ ) posiada zblizona estrogenno$é do Bisfenolu A
(YES test, ECsy = 0,342 mg-dm™) [Beck i in., 2006; Bazin i in., 2010].
W wyniku dziatania estrogenowego benzyloparaben jest podejrzewa-
ny o udzial w rozwoju raka piersi [Darbre i in., 2003; Darbre i in.,
2004; Cashman i Warshaw, 2012; Barr i in., 2012].

Badania toksycznosci i estrogenno$ci wykazaly, ze benzyloparaben
jest najbardziej szkodliwy ze wszystkich parabenéw [Bazin i in.,
2010]. Benzyloparan wykazuje réwniez wysoka toksyczno$¢ ostra
wobec bakterii Vibrio fischeri, zielonych alg- Pseudokirchneriella
subcapitata, oraz wobec japonskiej medaki - Oryzias latipes (Tab.1).

W $ciekach wyptywajacych z oczyszczalni benzyloparaben zostat
wykryty w stezeniu 0,01-0,26 pg-dm™ w Hiszpanii i Kanadzie,
natomiast w Szwecji w stezeniu lug-dm™ [Yamamoto i in., 2007b).
Wielokrotnie jednak stgzenie tego ksenoestrogenu znajdowalo sig
ponizej progu detekcji [Yamamoto i in., 2007b]. Badania
potwierdzaja, ze nawet w tak niskich stezeniach ksenoestrogeny
moga ingerowa¢ w prac¢ organéw wydzielania wewngtrznego
[Esplugas i in., 2007, Yamamoto i in., 2007a].

Tab.1. Toksycznos$¢ benzyloparabenu [Bazin i in., 2010; Yamamoto i in., 2011]

Daphnia Vibrio Pseudokirchne- Oryzias YES

magna fischeri riella subcapitata latipes test

ECsy 30 0,11 1,2 0,73 0351
mg-dm? (48 h) (15 min.) (72 h) (LCsp, 96 h) ”

Obszerny i wciaz rosnacy zbiér dowodéw naukowych potwierdza
szkodliwo$¢ zwiazkéw chemicznych takich jak, benzyloparaben dla
gatunkéw zyjacych w $rodowisku naturalnym. Istnieje uzasadniona
obawa, ze chemikalia te przyczyniaja si¢ do zwigkszenia liczby dole-
gliwo$ci zwiazanych z ukladem immunologicznym, nerwowym
i przede wszystkim rozrodczym.

Celem przedstawionej pracy bylo zbadanie wptywu procesu foto-
sensybilizowanego utleniania na toksyczno$¢ benzyloparabenu.

Badania doswiadczalne
Materiaty
Benzyloparaben (czystos¢ > 98,0%, BeP, Tab. 2) i 5,10,15,20-
Tetrafenyloporfiryna (TPP) zakupiono w firmie Fluka. Odczynniki
wykorzystane do sporzadzenia buforéw (Na,HPO,, KH,PO,, NaOH,
H;PO, cz.d.a.) nabyto w firmie POCh.

Tab.2. Charakterystyka fizykochemiczna benzyloparabenu

CAS no.C 94-18-8
Wzér ogélny C4H 05
Masa czasteczkowa 228,25
°~N° K, 8,18
Temperatura topnienia °C 111
Log K, 3,61
OH Rozpuszczalno$¢ w wodzie [g/100ml] g’gé gg :8

Aparatura i metodyka

Badania prowadzono w uktadzie p6tprzeptywowym w pigciu reak-
torach (0,01 dm®) ptytowych umieszczonych wokét lampy (100W,
XBO OFR, Osram). Zanik substancji obserwowano przy zastosowa-
niu analizy chromatograficznej HPLC (Waters, kolumna NovaPack
C18; 3,9 mm x 15 mm). Proces fotosensybilizowanego utleniania
prowadzono w ukladzie heterogenicznym z zastosowaniem nano-
wldkniny poliuretanowej z immobilizowanym fotosensybilizatorem
(TPP). Szczegéty prowadzonych do$wiadczen przedstawiono
w pracach Gmurek i in. [2012; 2015].

Badania toksycznoS$ci roztworéw przed i po reakcyjnych wykona-
no stosujac test ToxTrak™ (HACH) przy uzyciu metody 10017
[ToxTrak™ Toxicity Test].

Analiz¢ zawarto$ci ogélnego wegla organicznego (OWO) oraz je-
go spadek w trakcie procesu fotosensybilizowanego utleniania prze-
prowadzono w ramach badan wstgpnych. Badane probki zostalty
zanalizowane po czasie trwania procesu réwnego 60 min, 120 min
oraz 180 min. w srodowisku zasadowym przy zastosowaniu natgzenia
promieniowania Ey= 3,34 - 10%° kwantéw-s ' dm™.

Wyniki i dyskusja

Jak wida¢ na rys. 1 redukcja OWO po pierwszej godzinie naswie-
tlania wynosita 2,7%, podczas gdy st¢zenie BeP zmalato 0 22,5%.
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Rys.1. Ubytek OWO i stgzenia BeP podczas trwania reakcji.,
C° gep =4-104 M, OWO° = 69,15 ppm



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2015, 54, 3, 085-086

str. 86

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

Nr 3/2015

Z biegiem czasu ubytek OWO wzrastal. Mozna zatem stwierdzi¢
ze reakcja BeP z tlenem singletowym w $rodowisku zasadowym
prowadzi do czg$ciowej mineralizacji, przy nie calkowitym usunigciu
zwiazkoéw z roztworu.

W kolejnym etapie prac skupiono si¢ na zbadaniu toksycznosci
powstajacych produktéw rozktadu. Badania toksyczno$ci zwiazkéw
przed i po 180 min. reakcji przeprowadzono w oparciu o metodg
kolorymetryczna przy zastosowaniu testu ToxTrak™ (HACH) zawie-
rajacego resazuryng. Jako organizm testowy postuzyt szczep bakterii
Escherichia coli.

Testy ToxTrak™ opieraja swoje dzialanie na procesach metabo-
licznych bakterii, ktére w $rodowisku resazuryny utleniajac glukoze
prowadza do redukcji resazuryny. Redukcja resazuryny jest zwiazana
ze zmiang barwy. Resazuryna w formie niezredukowanej ma barwg
niebieska, przy udziale bakterii ulega redukcji pod wptywem dehy-
drogenaz komérkowych do rézowej rezorufiny. Substancje, ktére sa
toksyczne dla bakterii hamuja ich metabolizm, a tym samym maleje
szybkos$¢ redukcji rezasuryny. To hamowanie redukcji resazuryny
przyjeto jako wskaznik toksycznos$ci w tescie ToxTrak™.

Poczatkowa i koncowa absorbancj¢ analizowano przy zastosowa-
niu spektrofotometru firmy HACH. Kazda prébke zawierajaca kseno-
estrogen przed lub po procesie przygotowano w czterech seriach,
poréwnywano z probka kontrolna, ktéra dla zweryfikowania testu nie
zawierata badanego zwiazku. Takie por6wnanie pozwala na wyzna-
czenie tla inhibicji w okre$lonych warunkach, w ktérych prébka
zostata przygotowana, a nastgpnie poprawnego obliczenia inhibicji
metabolizmu E. coli. Procent inhibicji zostat obliczony wedlug wzo-
ru:
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Wedlug producenta procent inhibicji powyzej 10% i ponizej -10%
w obecnos$ci zwiazku toksycznego uwaza si¢ za toksyczny. Wyniki
pomigdzy -10% a 10% wskazuja na brak toksyczno$ci wobec bakte-
rii. Obecno$¢ lub brak takiej tendencji w czterech powtérzeniach
sprawdza si¢ w celu wyeliminowania bledow pomiarowych. Przyj-
muje sig, ze jezeli w trzech powtdrzeniach wystgpuje taka sama
zalezno$¢, to mozna okresli¢, czy badany zwiazek jest lub nie jest
toksyczny.

Na rys. 2 przedstawiono toksycznos¢ roztworéw reakcyjnych przed
i po 180 min. fotodegradacji. Na podstawie przeprowadzonych te-
stow mozna stwierdzi¢, iz roztwor reakcyjny zawierajacy BeP przed
procesem fotosensybilizowanego utleniania wykazuje silna toksycz-
no$¢ wobec bakterii E. coli. Natomiast po 180 min. prowadzenia
procesu, toksycznos¢ mieszaniny reakcyjnej znajdowata si¢ w nietok-
sycznym zakresie (czyli wartosci inhibicji miescity si¢ w przedziale
od -10% do + 10%). Sugeruje to, iz produkty transformacji BeP
powstate w wyniku reakcji z tlenem singletowym znaczaco zmniej-
szaja inhibicjg¢ bakterii E. coli po 180 min. procesu i moga prawdo-
podobnie by¢ bardziej podatne na proces biodegradacji.

Whioski

Po 180 min prowadzenia procesu fotosensybilizowanego utleniania
BeP mozna zaobserwowaé, ze pomimo iz redukcja tych zwiazkéw nie
wynosita 100%, to toksycznos$¢ roztworu reakcyjnego znacznie zmalata.

Na podstawie proponowanej metodyki (ToxTrak™) mozna stwier-
dzié, ze rozktad BeP przy zastosowaniu jako utleniacza tlenu single-
towego prowadzi to powstania nietoksycznych produktéw reakcji
wzgledem bakterii E. coli.
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