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OCENA EKOTOKSYCZNOSCI WYBRANYCH SUBSTANCJI
STOSOWANYCH JAKO FILTRY CHRONIACE PRZED
PROMIENIOWANIEM UV

Stosujgc trzy testy bioindykacyjne: Microtox®, Spirotox i Thamnotoxkit F™ oceniono
toksycznos¢ pigciu substancji promieniochronnych stosowanych w kosmetykach. Najwyzsza
toksycznoscig charakteryzowal si¢ 2-hydroksy-4-metoksybenzofenon, zwlaszcza w  teScie
Microtox®, w ktorym wyznaczone EC50 wyniosto 19 pg/l. Dla skorupiakéw najbardziej toksyczny
byt 4-metoksycynamonian-2-etyloheksylu, filtr UV najczg$ciej wykrywany w  probkach
srodowiskowych. Wysoka warto$¢ logKow wskazuje, iz zwigzek moze ulega¢ bioakumulacji
i stanowi¢ duze zagrozenie dla populacji skorupiakow w wodach powierzchniowych.

1. WSTEP

Rola preparatow chronigcych skore ludzka przed promieniowaniem stonecznym
jest pochtanianie, rozpraszanie i przetwarzanie szkodliwego promieniowania
w nieszkodliwe promieniowanie widzialne i podczerwone [1]. Ogromna wickszo$¢
stosowanych w kosmetyce filtrow UV (sunscreen) to zwigzki chemiczne wytwarzane
syntetycznie. Sg nimi czgsteczki aromatyczne, posiadajace grupe karboksylowa, ktora
ulega polimeryzacji pod wptywem energii pochlonietego promieniowania. Zwigzki te
maja zdolno$¢ absorbowania promieniowania z zakresu UVA jak i UVB i/lub
odbijania nieszkodliwego S$wiatla (o dilugos$ci fali powyzej 380 nm). Zwigzki
stosowane jako filtry charakteryzujg si¢ specyficzng dla danej grupy szeroko$cia
spektralng. Cecha ta umozliwia zaszeregowanie substancji jako filtry grup UVA, UVB
oraz UVA+ B (filtry szerokozakresowe).
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Zwiagzki promieniochronne dodawane sa do kosmetykow (kremow ochronnych,
pomadek, balsamoéw, lakieréw do wlosow, farb do wtoséw i szampondw), a takze do
wielu wyrobow przemystowych np. opon, odlewow, tuszy w celu ochrony produktow
przed fotorozkladem wywotanym przez promieniowanie ultrafioletowe [4].
Dynamiczny rozwdj wymienionych galezi przemystu, coraz wicksze zuzycie
wytwarzanych produktow oraz wilasciwosci fizykochemiczne filtrow UV, takie jak
trwato$§¢ 1 wysoka lipofilno$¢ powoduja, ze ich stosowanie staje si¢ istotnym
problemem srodowiskowym. W Szwajcarii roczne zuzycie 4 — metoksycynamonianu
2- etyloheksylu (EHMC) zostala oszacowana na okoto 20 ton.

Filtry UV stosowane w kosmetyce mogg przedostawa¢ si¢ do wod
powierzchniowych bezposrednio - poprzez aktywnos¢ rekreacyjng (kapiele
I ptywanie), podczas ktorej warstwa kosmetyku ochronnego natozona na skore zostaje
zmyta. Bardziej istotna jest droga posrednia. Duza czg$¢ kosmetyku zostaje
przeniesiona na ubrania badz reczniki, a podczas prania trafia do $ciekow
komunalnych [6].

W badaniach prowadzonych w latach 90-tych XX wieku substancje
promieniochronne zostaty wykryte zar6wno w wodach powierzchniowych jak i w
organizmach ryb stodkowodnych. W rzece Ren w Szwajcarii $rednie stgzenie EHMC
w wodzi wyniosto 5,5 ng/l, a t tkankach ptotki - 0,27 pg/l, za$ sandacza 2,71 ug/l [6].
EHAB w nieoczyszczonych $ciekach osiggal poziom do 19 pg/l. 4-metylobenzyliden
byt spotykany najczgsciej, ale w nizszych stezeniach - do 2,7 ug/l [6]. W potudniowe;j
Karolinie zawartos¢ EHMC w $ciekach nieczyszczonych wynosita 0,11- 10,4 pg/l,
natomiast w wodzie pitnej nieuzdatnionej - 0,56-5,61 pg/l [6]. Kameda i in. wykryli
filtry UV ( m. in. EHMC) we wszystkich badanych probkach rzek wptywajacych do
Zatoki Tokijskiej w Japonii [2].

Celem pracy byta ocena toksyczno$ci wybranych zwigzkdéw promieniochronnych:
pochodnych benzofenonu, kwasu p-aminobenzoesowego i kwasu cynamonowego
majacych zastosowanie w preparatach kosmetycznych. Jako modele badawcze
przyjeto klasyczne testy bioindykacyjne: Microtox® z bakteriami luminescencyjnymi
Vibrio fischeri, Spirotox z pierwotniakami Spirostomum ambiguum oraz
Thamnotoxkit F™ ze skorupiakami Thamnocephalus platyurus.

2. MATERIALY I METODY

2.1. BADANE SUBSTANCJE PROMIENIOCHRONNE

List¢ badanych zwigzkow chemicznych zamieszczono w tabeli 1. Roztwory
podstawowe o stezeniu 10 mg/ml wykonano poprzez rozpuszczenie substancji
w metanolu (cz.d.a; Merck). Roztwory robocze do analiz bioindykacyjnych
przygotowywano ex tempore rozcienczajac roztwory podstawowe ptynem do
rozcienczen odpowiednim do biotestu. Najwyzszym badanym st¢zeniem byto 10 mg/I.
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Metanol, w stezeniu nie przekraczajacym 0,1%, nie wywolywat reakcji testowych
organizmow.

Tab. 1. Badane substancje promieniochronne

Skrét Nazwa chemiczna Numer CAS Producent | Log Ko/w
HMB |2- hydroksy- 4 -metoksybenzofenon 131-57-7 Fluka 3,8
MCA |kwas /trans/ - metoksycynamonowy 943-89-5 Fluka 1,8°
EHMC |/trans/- 4 — metoksycynamonian 2- etyloheksylu | 83834-59-7 Aldrich 6,0
EHAB |4- (dimetyloamino) benzoesan 2-etyloheksylu 21245-02-3 Aldrich 5,5
IDAB |4- (dimetyloamino) benzoesan izoamylu 21245-01-2 Aldrich bd

! Kamedai in. [3]
2 hitp://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
bd — brak danych

2.2. TESTY OCENY TOKSYCZNOSCI

Do oceny toksycznosci zastosowano trzy standardowe biotesty wykorzystujace
organizmy z réznych poziomow troficznych. W tescie Microtox® z bakteriami Vibrio
fischeri reakcje testowa (obnizenie luminescencji) obserwowano po 15 min inkubacji.
Test Spirotox wykorzystujacy pierwotniaka Spirostomum ambiguum pozwalat na
oceng zarowno efektow przyzyciowych jak i $mierci komorki [4]. 24-godzinny test
toksycznosci ostrej Thamnotoxkit F™ ze skorupiakiem Thamnocephalus platyurus
wykonywano wg procedury producenta (MicroBioTests, Belgia).

3. WYNIKI

Rozpuszczalnoé¢ badanych zwigzkéw w wodzie byta niska. Roztwory podstawowe
przegotowano w metanolu, za$ analizy toksyczno$ci prowadzono w st¢zeniach do
10 mg/l. We wszystkich badanych testach kwas metoksycynamonowy (MCA) nie
wywolal reakcji toksycznych na poziomie do 10 mg/l. Kwas ten jest rzadko stosowany
samodzielnie, w Srodowisku jest produktem hydrolizy estrow (gtownie EHMC).

Zwiagzkiem najsilniej toksycznym w tescie Microtox® byt IDAB (tab. 2.), dla
ktérego 15min-EC 50 wyniosto jedynie 0,019 mg/l. Duzo mniej toksyczny okazat sig
HMB, ktérego 15min-EC 50 réwne bylto 2,68 mg/1.

Natomiast w przypadku EHMC oraz EHAB zaobserwowano ciekawa zaleznos¢
(rys. 1). W niskich stezeniach (dla EHAB od 0,07 mg/1 do 1,12 mg/l za$ dla EHMC od
0,0781 mg/l do 1,25 mg/l) wystapila silna zaleznos¢ dawka- efekt.
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Tab. 2. Srednie wyniki toksycznoéci badanych zwigzkéw w testach bioindykacyjnych

Badane zwiazki Spirotox Thamnotoxkit Microtox
24h-EC50 24h-LC50 24h-LC50 15 min-EC50
HMB 6,38 £1,02 7,07 £0,00 3,90 +0,32 2,68 £0,93
IDAB 2,45 +0,60 2,87 £0,80 1,48 +0,74 0,019 +0,016
EHAB 78,4 £11,1 > 100 1,35 +0,29 1,12*
MCA > 10 > 10 >10 > 10
EHMC >100 >100 0,33 +0,05 1,25*
*- stezenie, przy ktorym efekt testowy byt maksymalny
HMB - 2- hydroksy- 4 -metoksybenzofenon
IDAB - 4- (dimetyloamino) benzoesan izoamylu
EHAB - 4- (dimetyloamino) benzoesan 2-etyloheksylu
MCA - kwas /trans/ - metoksycynamonowy
EHMC - Jtrans/- 4 — metoksycynamonian 2- etyloheksylu

Po osiggnieciu efektu testowego (obnizenia luminescencji bakterii) w przypadku
EHAB 47- procentowego za§ EHMC 60- procentowego, pomimo wzrostu stezenia,
toksycznos$¢ nie rosta, nawet w minimalnym stopniu malata. Bylo to powodem, dla
ktérego niemozliwe stato si¢ wyznaczenie 15min EC 50. Konieczne sg dalsze analizy
tych zwigzkow potaczone z badaniem ich biodostgpnosci.

Wrazliwos¢ skorupiakow Thamnocephalus platyurus na badane substancje
promieniochronne byla odmienna niz w przypadku bakterii luminescencyjnych.
Najwyzsza toksyczno$¢ wykazat EHMC, zwiazek najczesciej wykrywany
w Srodowisku wodnym. 4-krotnie mniej toksyczne byly pochodne kwasu
paraaminobenzoesowego (IDAB i EHAB), za$ 10 razy mniej toksyczny byl HMB.

Najnizszg wrazliwo$¢ sposrod zastosowanych bioindykatorow  wykazaly
pierwotniaki Spirostomum ambiguum, dla ktérych wartos¢ LC50 wyznaczono jedynie
w przypadku HMB i IDAB (tab. 2). Obserwacja efektow subletalnych jedynie w
niewielkim stopniu zwickszyta czutos¢ testu.

Dyrektywa  Unii Europejskiej (93/67/EEC) odnosnie substancji
zanieczyszczajacych srodowisko dzieli je na nastgpujace klasy toksycznosci:

EC 50 <1 mg/l substancje bardzo toksyczne dla srodowiska wodnego
EC 50: 1 - 10 mg/l substancje toksyczne dla srodowiska wodnego
EC 50: 10 — 100 mg/I substancje szkodliwe dla srodowiska wodnego

EC 50 > 100 mg/l  substancje praktycznie nieszkodliwe dla srodowiska wodnego
Zgodnie z ta klasyfikacja IDAB i EHMC sa bardzo toksyczne dla $rodowiska
wodnego. EHAB i HMB naleza do substancji toksycznych dla organizméw wodnych.
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Rys. 1. Zalezno$¢ efektu testowego (IT-obnizenie luminescencji) w tescie Microtox® od
stezenia EHAB

Europejska Agencja ds. Lekéw (EMEA) =zaleca przeprowadzenie badan
ekotoksykologicznych  substancji  leczniczych, gdy wspotczynnik podziatu
oktanol/woda przekracza wartos¢ 4,5. W przypadku estrow etyloheksylowych logKow
wynosi 5,5-6,6 (tab. 1). Wskazuje to na mozliwo$¢ kumulacji substancji w osadach
dennych oraz bioakumulacji w lancuchu troficznym. Szczegoélnie niebezpieczna
sytuacja moze wystapi¢ dla EHAB, zwiazku najbardziej toksycznego dla
skorupiakow, a jednoczesnie najczesciej wykrywanego w probkach srodowiskowych.

Przeprowadzone przez nas wstgpne analizy ekotoksyczno$ci substancji
promieniochronnych stosowanych w kosmetykach wskazaty na ich potencjalnie
wysokie zagrozenie srodowiskowe. Stezenia IDAB toksyczne dla bakterii zblizone sg
do poziomoéw filtrow UV obserwowanych w $ciekach.
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EVALUATION OF ECOTOXICITY OF SELECTED SUNSCREENS

The toxicity of selected sunscreens was evaluated with 3 bioassays, namely Microtox® with
luminescent bacteria Vibrio fischeri, Spirotox with ciliated protozoan Spirostomum ambiguum and
Thamnotoxkit F™ with anostracean crustacean Thamnocephalus platyurus. Isoamyl 4- (dimetylamino)
benzoate (IDAB) was the most toxic, especially to Microtox®, with EC50 of 19 pg/l. Anostracean T.
platyurus was the most sensitive to ethylhexyl methoxycinnamate (EHMC), which was detected in
surface waters and effluents. This compound has very high log Ko, that suggest strong bioaccumulation
i.e. partitioning into living organisms.
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