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ZMIANY TOKSYCZNOSCI I PODATNOSCI NA BIODEGRADACJE
ROZTWORU ZAWIERAJACEGO 6-MERKAPTOPURYNE
PODCZAS DEGRADACJI METODA FOTOKATALITYCZNA

CHANGES OF TOXICITY AND BIODEGRABILITY OF 6-MERCAPTOPURINE
SOLUTIONS DURING ITS PHOTOCATALYTIC DEGRADATION

Abstrakt: Zbadano mozliwos¢ wykorzystania procesu fotokatalitycznego do degradacji w roztworze wodnym
6-Merkaptopuryny (6-MP), leku przeciwnowotworowego z grupy antymetabolitow purynowych. Proces
fotokatalityczny inicjowany za pomoca promieniowania UV prowadzono w obecnosci suspensji TiO, jako
katalizatora. Oceniano zmiany toksycznosci otrzymywanych roztworéw wzgledem Chlorella vulgaris oraz zmiany
5-dobowego biochemicznego zapotrzebowania na tlen (BZTs). Wykazano, Zze w stosowanych warunkach
6-MP ulegata fotokatalitycznej degradacji, jednak powstajace w tym procesie produkty charakteryzowata wigksza
lub zblizona do 6-MP toksyczno$¢ wzgledem C. vulgaris. Stwierdzono réwniez, ze w odniesieniu do
6-MP produkty procesu fotokatalitycznego byty bardziej podatne na biodegradacje.
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6-Merkaptopuryna (6-MP) jest syntetyczng tiopochodng naturalnej puryny. Stosowana
jest w medycynie jako lek o dzialaniu cytostatycznym i immunosupresyjnym [1]. Dziatanie
niepozadane 6-MP wynika z depresji czynnosci szpiku kostnego i hepatotoksycznosci.
Podczas leczenia kobiet w wieku rozrodczym moze mie¢ potencjalne dziatanie mutagenne
i teratogenne [2]. 6-MP wchtania si¢ z przewodu pokarmowego szybko, lecz niecatkowicie,
srednio okoto 46% podanej dawki wydala si¢ z moczem w postaci niezmienionej,
w postaci metabolitow i ich koniugatéw w pierwszych 24 godzinach po podaniu doustnym
[1, 3]. Jej metabolity, zawierajace labilne pseudoglikozydowe i tioeterowe grupy, moga
w $rodowisku wodnym na drodze hydrolizy przeksztatca¢ si¢ do oryginalnego leku [4].

Wydalane przez ludzi leki i ich metabolity trafiaja do S$ciekéw komunalnych.
W miejskich oczyszczalniach $ciekéw, w ktérych stosowane sg konwencjonalne metody
oczyszczania, usuwanie roznych syntetycznych organicznych zanieczyszczen jest
niecatkowite, z wydajnoscia pomiedzy 60+-90% [5].

Metodg prowadzaca do degradacji substancji organicznych moze by¢ proces
fotokatalityczny zachodzacy pod wptywem promieniowania UV (lub §wiatta stonecznego)
w obecnosci suspensji TiO,. Za jego pomoca mozna dokona¢ rozktadu niemal wszystkich
substancji organicznych, niezaleznie od ich toksyczno$ci i opornosci na biodegradacje
[6, 7]. Proces fotokatalitycznej degradacji moze by¢ prowadzony do uzyskania catkowitej
mineralizacji do CO,, H,O i jonéw nieorganicznych [8] lub skr6cony do etapu czgsciowego
rozktadu zanieczyszczen do prostszych zwiazkéw organicznych.

W pracy analizowano mozliwo$¢ wykorzystania procesu fotokatalizy do degradacji
6-Merkaptopuryny w roztworze wodnym. Oceniano réwniez toksyczno$¢ produktow
fotokatalitycznej degradacji 6-MP i jej podatnos$¢ na biodegradacje.
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Materialy i metody

Fotodegradacji poddawano wodny roztwoér 6-MP (6-Merkaptopurine, Sigma Aldrich
Chemical Co.) o stezeniu poczgtkowym 0,1 mmol - dm™, ktéry naswietlano w otwartych
reaktorach promieniowaniem UV o natezeniu 2,9 mW cm™ i maksimum emisji przy
dlugosci fali A = 366 nm w obecnosci statego TiO, (cz.d.a., anataz, Riedel de Haén) jako
fotokatalizatora. Podczas do$wiadczenia prébki byty mieszane i mialy swobodny dostep do
powietrza atmosferycznego. Warto$¢ pH naswietlanych roztworéw nie byta korygowana.
Postepy degradacji 6-MP w roztworach oceniano na podstawie zmian jej stezenia
oznaczanego metoda HPLC (Merck Hitachi, detektor UV-VIS z dtugoscia fali A = 318 nm;
kolumna Supelcosil LC-18, 5 um, 250 x 4,6 mm, faza ruchoma: bufor 20 mmol - dm™
K,HPO4/H;PO,, pH 6,8) oraz spektrofotometrycznie na podstawie pomiaru absorbancji
w maksimum odpowiadajagcym dtugosci fali A = 318 nm. Podatno$¢ roztworéw na
biodegradacj¢  okreSlano za pomocg wartosci  5-dobowego  biochemicznego
zapotrzebowania na tlen (BZTs), z woltamperometrycznym pomiarem st¢zenia tlenu (Delta
OHM, HD22569.2), z uzyciem szczepionki [9a]. Toksyczno$¢ 6-MP i produktéw jej
fotodegradacji wyznaczano wzgledem glonu Chlorella vulgaris (C. vulgaris) Beij., szczep
264, Boehm i Borns 1972/1 (Culture Collection of Autotrophic Organisms of the Institute
of Botany, Czechoslovak Academy of Science, Trebon). Roztwory otrzymane po
zakonczeniu naswietlania odwirowywano w celu usunigcia zawiesiny TiO,, a nastgpnie
zaszczepiano komérkami C. vulgaris. Hodowle prowadzono 48 godzin. Okreslano inhibicje
wzrostu hodowli testowych wzgledem hodowli kontrolnej oraz toksycznos¢ 6-MP
wzgledem C. vulgaris wyrazona warto$cia EC50y4s (stezenie efektywne 50%) oraz
NOEC.4s (stezenie wywolujace statystycznie nieistotny efekt inhibicji wzrostu hodowli
testowej w odniesieniu do hodowli kontrolnej) [9b, 10].

Stata szybkos$ci (k) procesu degradacji fotokatalitycznej (reakcja
pseudo-pierwszorzedowa) wyznaczono jako wspétczynnik kierunkowy z réwnania funkcji
liniowej:

In(C/C,) =kt +b (1)

gdzie t - czas naswietlania.
Wiyniki i ich oméwienie

Wykresy przedstawione na rysunku 1A charakteryzuja podatno$¢ 6-MP na proces
fotolizy zachodzacy bez dodatku TiO, oraz proces degradacji fotokatalitycznej zachodzacy
w obecnosci TiO, w wodnych roztworach naswietlanych promieniowaniem UV.

Na rysunku 1B przedstawiono wyniki obliczen statej szybkosci k£ dla obu proceséw.
W roztworach bez dodatku TiO,, miata miejsce tylko nieznaczna degradacja (fotoliza)
6-MP, a stata k osiggala warto$¢ zblizong do zera. Natomiast w roztworach z dodatkiem
TiO, obserwowano szybka degradacj¢ 6-MP, a stala k procesu osiagata wartos¢
0,0565 min™', co oznaczalo, Ze po 40 min na$wietlania ok. 90% poczatkowej zawartosci
6-MP mogto ulega¢ degradacji. Obserwowane po dodaniu TiO, okolo 10-procentowe
zmniejszenie stezenia 6-MP w roztworze przed rozpoczgciem naswietlania moglo byé
spowodowane adsorpcja 6-MP na katalizatorze.

Dynamike degradacji 6-MP oceniang na podstawie przebiegu krzywych absorpcji UV
jej roztworéw przedstawiono na rysunku 2. Obliczona w tym przypadku mniejsza warto§¢
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stalej k, wynoszaca 0,0263 min~' mogta wynika¢é z naktadania si¢ absorpcji 6-MP
i nieznanego produktu jej czesciowej degradacji. Niemniej jednak, niezaleznie od
stwierdzonych réznic w warto$ciach k, najwigksze znacznie ma fakt, ze proces fotokatalizy
w obecnosci TiO, prowadzit do efektywnej i szybkiej degradacji (rozktadu) 6-MP.
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Rys. 1. Dynamika degradacji 6-MP (A) i wyznaczanie statych szybko$ci degradacji 6-MP (B) w roztworze
wodnym podczas naswietlania promieniowaniem UV w obecnosci TiO, [ oraz bez katalizatora ¢

Fig. 1. Dynamics of 6-MP degradation (A) and estimation of rate constants of 6-MP (B) in its aqueous solution
during UV-illumination in the presence of TiO, I and in the absence of TiO, 4
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Na rysunku 3 przedstawiono, oceniang za pomoca BZTs, podatno$¢ na biodegradacje
6-MP i produktéw powstajacych w trakcie jej fotokatalitycznej degradacji.
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Rys. 2. Zmiany absorbancji roztworu 6-MP (stezenie poczatkowe 0,1 mmol dm™) podczas naswietlania
promieniowaniem UV w obecnosci zawiesiny TiO,

Fig. 2. Changes of absorbance of 6-MP solution (initial concentration 0.1 mmol dm™) during UV-illumination in
the presence of TiO,
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Rys. 3. Zmiany wartosci BZTs roztworu 6-MP podczas jego naswietlania promieniowaniem UV w obecnosci
TiO,
Fig. 3. Changes of BZTs values of 6-MP solutions during UV-illumination in the presence of TiO,
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BZTs wyznaczone dla roztworéw 6-MP przed rozpoczg¢ciem naswietlania wynosity
érednio 0,94 mg O, dm™ i wskazywaly na jej znaczna oporno$¢ na biodegradacie.
W roztworach 6-MP naswietlanych w obecno$ci TiO, BZTs osiggato najwicksza wartosé
po 30 min naswietlania. Powstajace w tych warunkach produkty fotodegradacji byly wigc
bardziej podatne na mikrobiologiczny rozktad od wyjSciowej substancji. Uzyskiwane
podczas dalszego naswietlania (do 180 min) malejace wartosci BZTs mogly oznaczaé, ze
kolejne etapy degradacji prowadzily do powstania trwatych biologicznie pétproduktéw lub
wynikaty z wysokiego stopnia mineralizacji naswietlanych prébek.

Oceniajac toksycznosci 6-MP wzgledem C. vulgaris, wyznaczono wartosci EC50¢.4s
i NOEC 43, ktére wynosity odpowiednio 0,66 i 0,08 mmol dm™. Zastosowane w badaniach
wyjéciowe stezenie 6-MP wynosito 0,1 mmol dm™, a wiec byto nieznacznie wicksze od
warto$ci NOEC. Charakterystyke wzrostu hodowli testowych w roztworach otrzymanych
po fotokatalitycznej degradacji 6-MP przedstawiono na rysunku 4. Otrzymane wyniki
wskazujg, ze produkty degradacji w 24- i1 48-godzinnych hodowlach byty bardziej
toksyczne wzgledem C. vulgaris od wyjsciowej 6-MP.
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Rys. 4. Wpltyw 6-MP i produktéw jej fotokatalitycznej degradacji na wzrost hodowli C. vulgaris
Fig. 4. Effects of 6-MP and its photocatalytic degradation products on growth C. vulgaris

Podsumowanie

Stwierdzono, ze 6-MP ulegata szybkiej fotokatalitycznej degradacji w obecnosci TiO,
i bardzo wolnej fotolizie. Proces fotokatalitycznej degradacji nie powodowat obnizenia
ekotoksyczno$ci badanego roztworu, jednak jego produkty byly w odniesieniu do 6-MP
bardziej podatne na biodegradacjg.
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CHANGES OF TOXICITY AND BIODEGRABILITY OF 6-MERCAPTOPURINE

SOLUTIONS DURING ITS PHOTOCATALYTIC DEGRADATION

Abstract: The possibility of using the photocatalytic process for anticancer drug 6-Mercaptopurine (6-MP)
degradation in aqueous solution were examined. Photocatalytic process initiated by UV-a irradiation was carried
out in the presence of TiO, suspension as a catalyst. The changes of toxicity of solutions after photocatalysis,
relative to alga C. vulgaris and changes of 5-day biochemical oxygen demand (BODs) were evaluated. It was
found that under experimental conditions 6-MP underwent the photocatalytic degradation, but the products of the
process were more or similarly toxic comparing to 6-MP in relation to C. vulgaris. Moreover, it was found that the
products were more biodegradable than initial 6-MP.

Keywords: 6-Mercaptopurine, photocatalytic process, biodegradation, ecotoxicity, Chlorella vulgaris



