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Izvod

1ZvOD

Ispitivanje stabilnosti i toksi¢nosti UV filtera benzofenonskog tipa i njihovih

transformacionih proizvoda u prisustvu hlora u vodenoj sredini

Sve veéa zabrinutost zbog nepovoljnog uticaja ultraljubi¢astog zracenja na
ljudsko zdravlje, dovela je do povecane upotrebe kozmetickih preparata koji kao glavne
sastojke sadrze UV filtre, supstance sposobne da apsorbuju, reflektuju i/ili rasprSuju
fotone svetlosti i na taj nacin pruzaju zastitu od Stetnog UV zracenja. Povecana upotreba
UV filtera ima sve veci uticaj na Zivotnu sredinu. lako su ova jedinjenja stabilna pod
dejstvom UV zracenja, pod odredenim uslovima moze do¢i do njihove razgradnje,
uglavnom fotolizom ili u reakciji sa sredstvima na bazi hlora, kakva se obi¢no koriste za

dezinfekciju bazenskih voda.

U okviru ovog rada ispitivana su tri benzofenonska UV filtra Cije je koriS¢enje
dozvoljeno za  pripremu  kozmeti¢kih  proizvoda u  Evropskoj  Uniji:
dietilaminohidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB), 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon
(BP3) i 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina (BP4). S obzirom da se o
sudbini DHHB UV filtra u zivotnoj sredini i njegovoj ekotoksi¢nosti malo zna, glavni
cilj ovog rada bilo je ispitivanje njegove stabilnosti i toksi¢nosti u prisustvu hlora u
vodenoj sredini. Pored toga, ispitivani su BP3 i BP4 kao najéeS¢e korisceni
benzofenonski UV filtri. Za potrebe istrazivanja bilo je neophodno sintetisati i potpuno
okarakterisati hlorovane proizvode DHHB, BP3 i BP4 UV filtra.

Glavni proizvodi u reakciji DHHB i NaOCI su 3-CI DHHB i proizvod za koji se
pretpostavlja da nastaje hlorovanjem fenolnog prstena sa simultanom eliminacijom etil
grupe sa susednog azotovog atoma. Za detaljnije objasnjenje ovog mehanizma bice
potreban dodatni rad. U visku dezinfekcionog sredstva nastaje 3,5-diCl DHHB. U
procesu hlorovanja BP3 i BP4 UV filtera u neutralnoj vodenoj sredini nastaju 5CI-BP3 i
3,5-diCI-BP3. Rezultati su pokazali da su BP3, BP4 i DHHB UV filtri i njihovi
monohlorovani derivati stabilni pod dejstvom UV zracenja. Izuzetak je 3,5-diCI-BP3.
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Sa stanovista zivotne sredine, to je najmanje povoljno jer je ovo jedinjenje glavni

proizvod hlorovanja BP3 i BP4, a identifikovan je i u uzorcima bazenskih voda.

Testovi toksi¢nosti pokazali su da se efekat DHHB, BP3 i BP4 UV filtera na
bakteriju V. fischeri ne menja znacajno nakon procesa hlorovanja. Slatkovodna alga P.
subcapitata je pokazala zna¢ajno vecu osetljivost na prisustvo DHHB UV filtra nego na
njegove hlorovane proizvode, dok na D. magna veéi efekat imaju hlorovani proizvodi,
posebno 3-hloro DHHB. Uporedni podaci toksi¢nosti pokazuju da DHHB, a jos$ vise
njegovi hlorovani proizvodi, imaju veci uticaj na dafnije nego drugi benzofenonski UV
filtri. Prema algama DHHB ima slican efekat kao BP3, a najmanju ekotoksi¢nost

pokazuje BP4.

Kljuéne reci: UV filtri, benzofenoni, dietilaminohidroksibenzoil heksil benzoat
(DHHB), 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon (BP3), 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-

sulfonska kiselina (BP4), hlorovanje, ekotoksi¢nost

Naucna oblast: Hemija

UDK broj: 54



Abstract

ABSTRACT

Stability and toxicity of benzophenone-type UV filters and its

transformation products in the presence of chlorine in an aqueous media

Growing concern over deleterious effects of ultraviolet (UV) radiation on
humans has caused an increase in usage of sunscreen products with UV filter-containing
formulations. UV filters are substances capable of absorbing, reflecting and/or
scattering sunlight wavelengths, reducing the damage that this radiation might cause on
human health. Increased application of sunscreen raised the concern regarding their
possible environmental pathway, fate and effects. Although UV filters must be stable on
exposure to UV light, under certain special conditions they might decompose by light or
may react with chlorine-based disinfection agents.

The aim of this study is to investigate three benzophenone-type UV filters,
currently allowed by the European Union legislation: diethylamino hydroxybenzoil
hexyl benzoate (DHHB), 2-hydroxy-4-metoxybenzophenone (BP3) and 2-hydroxy-4-
metoxybenzophenone-5-sulfonic acid (BP4). Due to the lack of information on DHHB,
the main objective of this work was to investigate the transformation behavior and
toxicity changes of DHHB UV filter during chlorination disinfection treatment and
under UV radiation. In addition, investigation was performed on BP3 and BP4 as most
frequently used benzophenone-type UV filters. For the purpose of this investigation, it
was necessary to synthesize and fully characterize chlorinated products of DHHB, BP3
and BP4 UV filter.

As the main products in reaction of DHHB and NaOCI were 3-CI DHHB and the
product which lacks an ethyl group and contains a chlorine atom instead. The reaction
seems mechanistically plausible, albeit additional work will be needed to elucidate this
reaction in more detail. With an excess of disinfectant 3,5-diCI-DHHB is formed. In the
chlorination process of BP3 and BP4 in neutral aqueous media, 5-Cl BP3 and 3,5-diCl-
BP3 were formed. Photostability experiments showed that BP3, BP4 and DHHB UV

filters and their mono-chlorinated by-products were fairly stable under the effect of UV
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radiation. 3,5-diC BP3 was the only compound proven to be unstable. This causes main
concern regarding environmental protection, since this compound was the main product
in the reaction of BP3 and BP4 with chlorine and it was identified in swimming pool

water samples.

The acute toxicity of DHHB, BP3 and BP4 UV filters and their chlorinated
products was measured using standardized tests with aquatic model organisms. Toxicity
of chlorinated compounds tested by photobacteria Vibrio fischeri was found to be in the
similar range as that of the starting compound. Microalgae were more sensitive to
DHHB than to its chlorinated by-products, while daphnids were affected more by
DHHB's chlorinated products. The comparative toxicity data showed DHHB and even
more its chlorinated by-products as highly biologically potent to daphnids than other
tested UV filter. Microalgae were similarly affected by DHHB and BP3, but BP4 has

the lowest ecotoxicity.

Key words: UV filters, benzophenones, diethylamino hydroxybenzoil hexyl benzoate
(DHHB), 2-hydroxy-4-metoxybenzophenone (BP3), 2-hydroxy-4-metoxybenzophenone

-5-sulfonic acid (BP4), chlorination, ecotoxicity

Scientific field: Chemistry
UDC number: 54
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Uvod

1. UvOD

Ultraljubicasto (UV) zracenje predstavlja deo elektromagnetnog zraCenja u
intervalu talasnih duzina od 100 do 400 nm. Sunce, kao glavni prirodni izvor
elektromagnetnog zracenja, ima vaznu ulogu u biohemijskim procesima koji se
odigravaju u ¢elijama zivih organizama i neophodno je za opstanak Zivog sveta na nasoj

Planeti.

Prema Medunarodnoj komisiji za svetlost (CIE, Commision Internationale de
I"Eclairage ili International Commision of Illumination) UV zracenje se deli na tri
oblasti: UVC (100-280 nm), UVB (280-315 nm) i UVA (315-400 nm). Medutim, kada
se govori o bioloskom dejstvu, nije moguce postaviti jasne granice izmedu ovih oblasti,
pa se ¢esSée primenjuje podela UV zraéenja na: UVC (180-290 nm), UVB (290-320 nm)
i UVA (320-400 nm).

Tokom svoje evolucije, organizmi su se prilagodili prirodnim nivoima suncevog
UV zracenja i svako povecanje intenziteta tog zracenja prouzrokuje Stetne posledice po
zivi svet — biosferu. Iako su Stetni efekti dejstva UV zraCenja na Zive organizme bili
poznati jo§ u XIX veku (Morys i Berger, 1993), tek otkricem smanjene debljine
ozonskog omotaca iznad Antarktika 1 pojavom ,,0zonskih rupa* 80-tih godina proslog
veka, svetska javnost pocinje da posvecuje paznju UV zraenju kao o0zbiljnom

ekoloskom problemu.

Sve veca zabrinutost zbog nepovoljnog uticaja ultraljubiastog zraCenja na
ljudsko zdravlje, dovela je do povecane upotrebe kozmeti¢kih preparata za zastitu od
sunca. Ovi preparati kao glavne sastojke sadrze UV filtre, supstance sposobne da
apsorbuju, reflektuju i/ili rasprSuju fotone svetlosti i na taj na¢in pruzaju zastitu od
Stetnog UV zracenja. UV filtri se uopsteno Kklasifikuju u dve grupe: neorganske (npr.
TiO, i Zn0O), koji reflektuju UV zracenje, i hemijske (organske) UV filtre koji ga
apsorbuju. Medu organskim UV filtrima mogu se naci razlicite klase jedinjenja, kao sto
su para-aminobenzoati, salicilati, cinamati i derivati kamfora koji apsorbuju UVB
zracenje, i benzofenoni, dibenzoilmetani i benzomidazoli koji apsorbuju u UVA
spektralnoj oblasti (Giokas et al., 2007; Shaat, 2010). Kreme za zastitu od sunca su u
pocetku dizajnirane tako da sadrze uglavnom UVB filtre (Kockler et al., 2012), zbog
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Cinjenice da UVB zraCenecje izaziva fotokarcinogeneze direktnom reakcijom sa
¢elijskom DNK (Vielhaber et al., 2006). Dok su efekti UVB zracenja prilicno
ograniceni jer epiderm sprecava njihovo dublje prodiranje u kozu, UVA direktno utice
na kozu i smatra se najodgovornijim za takozvano foto-starenje koze. U danasnje
vreme, kreme za za$titu od sunca u svojoj formulaciji sadrze nekoliko razli¢itth UV
filtera, Cesto u kombinaciji sa neorganskim mikropigmentima, i na taj nacin
omogucavaju zastitu duz celog UV spektra (Shaat et al., 2005; Serpone et al., 2007;
Moyal et al., 2008; Richardson et al., 2011).

Vazna grupa jedinjenja koja se koristi u proizvodnji preparata za zaStitu od
sunca su benzofenoni. Najcesce upotrebljivani benzofenonski UV filtri su dva UVB
filtra, 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon (nazvan jos i oksibenzon, benzofenon-3 ili BP3,
CAS No. 131-57-7) i 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina
(benzofenon-4 ili BP4, CAS No. 4065-45-6). Sa ciljem da obezbedi zastitu od
kratkotalasnog UVA zracenja, na trzistu se, pod imenom Uvinul A plus (BASF, 2006),
pojavio  noviji  benzofenonski UV  filter,  heksil  2-[4-(dietilamino)-2-
hidroksibenzoil]benzoat (dietilamino hidroksibenzoil heksil benzoat ili DHHB, CAS
No. 302776-68-7).

Povecana upotreba UV filtera u cilju zastite od Stetnog uticaja sunca, povecala je
brigu o uticaju ovih supstanci na zivotnu sredinu. UV filtri dospevaju u zivotnu sredinu
direktnim putem, spiranjem sa koze i odece prilikom rekreativnih aktivnosti tokom
letnje sezone, i indirektno, kroz ispustanje otpadnih industrijskih i komunalnih voda, ili
ispustanjem bazenskih voda (Santos et al., 2012; Diaz-Cruz i Barcel6, 2009). Podaci o
koncentracijama benzofenonskih UV filtera u realnim uzorcima sveze ili morske vode
su objavljeni u brojnim publikacijama i uglavnom su reda velicine nanograma po litru
(ng/l), ali dostizu i koncentracije od nekoliko desetina mikrograma po litru vode (ug/l)
(Lambropoulou et al., 2002; Giokas et al., 2004 i 2005; Jeon et al., 2006; Zenker et al.,
2008; Gago-Ferrero et al., 2011; Zhang et al., 2011; Gago-Ferrero et al., 2012). S druge
strane, podaci o prisustvu UV filtera u bazenskim vodama su veoma retki. Sto se tice
DHHB UV filtra, postoji samo nekoliko istrazivanja u kojima je ispitivana
koncentraciju ovog jedinjenja u kozmetickim proizvodima (Couteau et al., 2007;
Durand et al., 2009; Nyeborg et al., 2010). Medutim, u dostupnoj literaturi ne postoje
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podaci 0 njegovom ponasanju i sudbini u zivotnoj sredini, niti 0 njegovim

koncentracijama u bazenskim ili drugim vodama.

lako su UV filtri jedinjenja koja su stabilna pod dejstvom UV zracenja, pod
odredenim uslovima ipak moze doc¢i do njihove razgradnje. Potvrdeno je da do toga
dolazi uglavnom fotolizom (Serpone et al., 2002; Sakkas et al., 2003; Kockler et al.,
2012) ili u reakciji sa sredstvima na bazi hlora, kakva se obi¢no koriste za dezinfekciju
bazenskih voda (Sakkas et al., 2003; Negreira et al., 2008; Nakajima et al., 2009; Duirk
et al., 2013). Hlorisanje je naj¢esc¢i hemijski proces koji se Koristi za dezinfekciju
bazenske i pijace vode. Formiranje halogenovanih proizvoda kao sporednih proizvoda
tokom procesa dezinfekcije je neizbezno, pogotovo za jedinjenja koja u svojoj strukturi
imaju fenolne i/ili amino grupe (Bedner i MacCrehan, 2006; Lebedev, 2007). Pri tom
nastaju takozvani sporedni proizvodi dezinfekcije (DBPs, eng. disinfection by-
products). Problem sa nastankom dezinfekcionih nusproizvoda je u tome s§to njihova
svojih mati¢nih jedinjenja (Diaz-Cruz et al., 2008; Diaz-Cruz i Barcel6, 2009;
Richardson, 2011; Xiao et al., 2013).

Ekotoksikoloski podaci za UV filtre predstavljeni u skorasnjim revijalnim
radovima potvrduju njihovu estrogenu hormonalnu aktivnost i da se ponasaju kao
endokrini disruptori (Diaz-Cruz et al., 2008; Fent et al., 2010; Brauch i Rand, 2011;
Kaiser et al.,, 2012). Dostupno je nekoliko radova na temu transformacionih
karakteristika benzofenonskih UV filtera i potencijalnog ekoloskog i rizika po ljudsko
zdravlje tokom dezinfekcionih procesa hlorisanja (Yamamoto et al., 2004; Xiao et al.,
2013; Liu et al., 2014). Medutim, ne postoje ekotoksikoloski podaci o potencijalno
stetnom efektu DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih sporednih proizvoda na vodeni

svet.

Kako su koncentracije UV filtera u uzorcima vode reda velic¢ine ng/l i nize, za
njihovu identifikaciju neophodno je primeniti neku od savremenih instrumentalnih
tehnika. Masena spektrometrija (MS) je dokazano najmoc¢nija analiticka tehnika za
resavanje pitanja u zivotnoj sredini. Nekoliko skorijih revijalnih radova pokazuju kolika

su dostignuéa ove metode u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi emergentnih
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zagadujucih supstanci (ukljucujuc¢i i UV filtre) i njihovih transformacionih proizvoda
(Richardson i Ternes, 2011; Pedrouzo et al., 2011; Richardson, 2012; Wille et al., 2012;
Lebedev, 2013). Masena spektrometrija se koristi i kao osnovni metod za odredivanje i
kvantifikaciju sporednih (hlorovanih) proizvoda dezinfekcije.

U okviru ovog rada ispitivana su tri benzofenonska UV filtra Cije je koriS¢enje
dozvoljeno za pripremu kozmetickih proizvoda na evropskom  trzistu:
dietilaminohidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB), 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon
(BP3) i 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina (BP4).

Glavni cilj ovog rada bilo je ispitivanje sudbine DHHB UV filtra nakon sto
dospe u zivotnu sredinu, naroc¢ito u vodene sisteme (prirodne i bazenske vode) u kojima
se koriste hlorni agensi kao dezinfekciona sredstva (npr. natrijum hipohlorit,
trihloroizocijanurna Kiselina), kao i ispitivanje toksi¢nosti kako polaznog jedinjenja tako
i njegovih hlorovanih proizvoda. S obzirom da je DHHB UV filter relativno nov na
trzistu i podataka o njegovoj transformaciji u zivotnoj sredini i ekotoksi¢nosti ima jako
malo, on je bio glavni predmet ovog rada, a pored njega ispitivanja su vrsena i na BP3 i

BP4 kao najéesce koris¢enim benzofenonskim UV filtrima.

Kako bi se realizovao postavljeni cilj bilo je potrebno ispitati stabilnost BP3,
BP4 i DHHB UV filtera u prisustvu hlora u neutralnoj vodenoj sredini dodavanjem
NaOCl ili TCCA, i stabilnosti ovih UV filtera i njihovih hlorovanih proizvoda kada se
izloze UV zracenju. Ispitivanje je vrseno u fotoreaktoru sa sest zivinih fluorescentnih
lampi koje emituju UVA (355 nm) zracenje. Za pracenje kako dezinfekcionih tako i
eksperimenata fotostabilnosti koris¢ene su instrumentalne tehnike tecna hromatografija
visokih performansi (HPLC) i te¢na hromatografija visokih performansi u kombinaciji
sa masenom spektrometrijom, HPLC-MS i HPLC-MS-MS, sa preciznim merenjem

masa.

Za potrebe vecine izvedenih eksperimenta bilo je neophodno sintetisati i
potpuno okarakterisati hlorovane proizvode BP3, BP4 i DHHB UV filtra, jer ova
jedinjenja nisu bila dostupna na trzistu. 1z ekonomskih i prakti¢nih razloga, sintetisan je
i DHHB. U ovom radu su predstavljeni postupci sinteze i kompletna karakterizacija

sintetisanih jedinjenja kao neophodan korak za istrazivacki rad vezan za hemiju zivotne
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sredine i odabranih UV filtera. Za identifikaciju i karakterizaciju svih sintetisanih
proizvoda primenjivane su sledece instrumentalne tehnike: *H i *C nuklearna magnetna
rezonancija (NMR), UV-Vis spektrofotometrija, infracrvena spektroskopija (IR),
masena spektrometrija visoke rezolucije (MS-TOF), te¢na hromatografija visokih
performansi (HPLC-DAD), te¢na hromatografija visokih performansi u kombinaciji sa
masenom spektrometrijom (HPLC-MS-TOF).

Zbog nedostatka ekotoksikoloskih podataka, jedan od ciljeva ovog rada bilo je i
ispitivanje akutne toksi¢nosti DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih proizvoda
koris¢enjem standardizovanih testova na vodenim test organizmima kakvi su
luminescentna  bakterija  Vibrio  fischeri, slatkovodna jednocelijska alga
Pseudokirchneriella subcapitata i slatkovodni raci¢ Daphnia magna. Pored toga,
izvrsena je i toksikoloska procena za UV filtre BP3 i BP4 na luminescentnoj bakteriji
Vibrio fischeri. Dodatni cilj ovog istrazivanja bio je da se uradi uporedna studija
toksi¢nosti polaznih jedinjenja i njihovih transformacionih proizvoda, kao i ostalih
benzofenonskih UV filtera. Data je i korelacija izmedu toksi¢nih efekata i hemijske
strukture, ali i specificnog bioloskog odgovora organizma na odredena jedinjenja.
Konacno, jos jedan cilj ovog rada bio je da do sada slabo ispitani DHHB UV filter i
njegovi hlorovani proizvodi rangiraju prema njihovom toksikoloskom potencijalu medu
ostalim benzofenonskim UV filtrima koji su ve¢ testirani na nekim vodenim model

organizmima.

Da bi se utvrdilo prisustvo BP3, BP4 i DHHB UV filtera i njihovih hlorovanih
proizvoda u zivotnoj sredini, ispitivani su uzorci voda sa nekoliko kupalista i bazena u

Sloveniji i Srbiji.
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2. TEORIJSKI DEO
2.1. Ultraljubicasto (UV) zracenje

Sunce sa pre¢nikom 1,4 miliona kilometara i masom koja je skoro trista hiljada
puta veca od Zemljine, predstavlja centar naseg planetarnog sistema. Skoro celokupna
energija na Zemlji poti¢e od Sunca i dolazi u vidu elektromagnetnog zracenja. Prema
energiji, odnosno frekvenciji, elektromagnetno zracenje koje dospeva na zemlju deli se
na vidljivo (Vis), ultraljubic¢asto (UV) i infracrveno (IC), odnosno toplotno zracenje.
Vidljiva svetlost (400-700 nm) je odgovorna za pokretanje vitalnih procesa u Zivim
organizmima, kao S§to je fotosinteza, koja obezbeduje materijal za lanac ishrane i
odrzava nivo kiseonika u atmosferi, za kontrolu rasta biljaka i sezonski razvoj, i

omogucava vid, pomocu kog visi organizmi dobijaju informaciju o svom okruzenju.

Ultraljubicasto (UV) zracenje (100-400 nm) je deo elektomagnetnog spektra
koje je od posebnog znacaja za naSu kozu. Ultraljubicasto zracenje takode igra vaznu
ulogu u odrZavanju niskih koncentracija ozona u gornjim slojevima atmosfere, koji
zauzvrat apsorbuje vec¢inu Stetnog kratkotalasnog UV zraCenja i tako ga sprecava da
dospe na zemljinu povrSinu. Pored ozonskog omotaca svetlost apsorbuju i druge
komponente atmosfere: kiseonik, vodena para, kristali leda, ugljen-dioksid, azot, Cestice
prasine. Tako se priblizno 25% ukupnog zracenja apsorbuje u atmosferi, 30% se rasprsi,

odnosno odbije, i samo 45% zracenja dospe na zemlju.

2.1.1. Podela UV zracenja

Postoji nekoliko podela UV zrafenja zavisno od stanovista. Prema definiciji
Medunarodne komisije za svetlost (CIE, Commision Internationale de I'Eclairage ili
International Commision of Illumination) UV zraenje se deli na tri oblasti: UVC (100-
280 nm), UVB (280-315 nm) i UVA (315-400 nm). Prema bioloskom dejstvu, UV
zracenje se deli na: UVC (180-290 nm), UVB (290-320 nm) i UVA (320-400 nm).

Granice izmedu pojedinih oblasti UV zraenja su manje-viSe proizvoljno
odredene 1 nije ith moguce jasno postaviti, pogotovo kada se govori o bioloSkom efektu.
Zbog toga se u literaturi najcesce srece nacelna podela na: UVC (<280 nm), UVB (280-
320 nm) i UVA (320-400 nm) zracenje (Slika 1).
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Slika 1. Ultraljubicasti (UV) deo elektromagnetnog spektra
(Modifikovano prema Soehnge et al., 1997).

Ozonski omota¢ skoro potpuno apsorbuje visoko-energetsko UVC zracenje i
ono tako ne utice na kozu, a takode apsorbuje i veliki procenat UVB zracenja. Tako,
oko 5% UV zraCenja koje dospeva na zemljinu povrSinu ¢ini UVB, a 95% UVA
zracenje (Coyle, 1989).

Ultraljubicasta svetlost koja dospeva na zemlju mozZe da uzrokuje oStecenja
razli¢itih materijala koji su joj izloZeni. Fotoni svetlosti izazivaju kidanje kovalentnih
veza i tako uzrokuju razli¢ite oksidacione procese, uglavnom slobodno-radikalske
lanc¢ane oksidacije vazduSnim kiseonikom koje vode starenju i1 uniStavanju razlicitih
gradevinskih materijala, lakova, plastike, gume itd. Osnova svake fotohemijske reakcije
u nekom materijalu je reakcija izmedu energetskih Cestica (fotona svetlosti) i molekula
tog materijala. Organski molekul koji apsorbuje foton, prelazi u takozvano elektronski
,pobudeno* stanje. On predstavlja molekulsku vrstu ¢iji elektroni nisu rasporedeni tako
da ispunjavaju uslov najnize energetske konfiguracije, dakle predstavlja manje stabilno

stanje i prema tome, pogodnije za hemijske reakcije (Coyle, 1989).

2.1.2. UV indeks (UVI) i minimalna eritemska doza (MED)

Aktivni spektar UV zracenja predstavlja zavisnost intenziteta UV zracenja koje

ima biolosko dejstvo od njegove talasne duzine.
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Intenzitet zraenja (fluks) u nekom intervalu talasnih duzina (A, A + dA) se
izrazava u W/m% To je fizicka jedinica, koja se koristi za izrazavanje apsolutnih
vrednosti intenziteta zraCenja. Medutim, ovakav nacin prezentovanja intenziteta UV
zraCenja nije pogodan za javnost. Zbog toga je 1994. godine zajednickim delovanjem
Svetske zdravstvene organizacije (World Health Organization - WHO), Svetske
meteoroloske organizacije (World Meteorological Organization - WMO), Programa
Ujedinjenih nacija za zivotnu sredinu (United Nations Environment Programme -
UNEP) i Medunarodne komisije za zastitu od nejonizujuceg zracenja (International
Commission on Non-lonizing Radiation Protection - ICNIRP) usvojena je nova
internacionalna jedinica intenziteta UV zracenja, koja je prihvatljiva za javnost 1 naziva
se UV indeks (UVI). Jedinica UV indeks se definise kao intenzitet zracenja od 25
mW/m? i njemu odgovara vrednost od 1 UV indeksa, dok intenzitetu zratenja od 250
mW/m? odgovara vrednost od 10 UV indeksa. Podela UV zragenja prema intenzitetu

izrazenom u jedinici UV indeks, na osnovu dejstva koje UV zracenje ima na kozi data je

na slici 2.
UV INDEKS NIVO ZRACENJA
0-2 NISKI NIVO
3-5 SREDNJI NIVO
6-7 VISOKI NIVO
8-10 VRLO VISOKI NIVO

Slika 2. Podela UV zracenja prema intenzitetu (UV indeks).

Vrednosti UV indeksa krecu se od nule, pa navise. Sto su vrednosti UVI veée,
vece je Stetno dejstvo UV zracenja na kozu i oci, a potrebno je kra¢e vreme da do

oStecenja dode.
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Efekti UV zraCenja su kumulativni, $to znaéi da je pored intenziteta zraCenja
vazno i vreme izlaganja zracenju. Doza zraCenja se uopSteno definiSe kao proizvod

intenziteta zracenja i vremena izlaganja tom zracenju.

Doza zracenja koja dovodi do pojave crvenila (eritema) na kozi, koja prethodno
nije bila izlagana dejstvu UV zraCenja, naziva se minimalna eritemska doza (MED)
(1ISO 2000). Vrednost jedne minimalne eritemske doze zavisi od tipa koZe i obi¢no se
kreée u vrednostima od 200-300 J/m? (Sayre et al., 1981; Parrish et al., 1982; Pathak i
Fanselow, 1983).

2.2. Uticaj UV svetlosti na kozu

Koza (cutis) je najveéi ljudski organ koji prekriva celokupnu povrsinu ¢ovekovog
tela. Uloga koze je viSestruka: zastitna (mehanicki, fizicki, hemijski uticaji, infekcije),
termoregulaciona (razmena toplote), organ Cula (senzibilitet), sekretorna (izlucivanje
Stetnih materija putem znoja). Sastoji se iz dva sloja: povrSinskog sloja — pokozice i

dubokog sloja — krzna.

Dubina prodiranja UV zragenja u kozu zavisi od talasne duzine (Slika 3). Sto je
talasna duZina zraenja manja, manja je 1 dubina njegovog prodiranja. Dubina
prodiranja UVB zracenja je znatno manja od dubine prodiranja UVA zracenja. UVB
zraCenje prodire do epidermisa, gde i ispoljava svoje bioloSko dejstvo, dok UVA

zracenje (preko 50%) prodire dublje do koriuma (krzna).

Pri izlaganju koze UV zracenju, dolazi do interakcije fotona zracenja sa
bioloskim makromolekulima u povrsinskom sloju koze — epidermisu. Fizi¢ki procesi
koji se tom prilikom odigravaju su: refleksija, rasejanje, transmisija i apsorpcija. Od

ovih procesa zavisi nac¢in dejstva zracenja na kozu.

Refleksija i rasejanje su procesi pri kojima dolazi do promene smera, odnosno
odbijanja fotona zracenja bez razmene energije i nemaju efekta na kozu. Procesom

transmisije dolazi do prodiranja zrac¢enja do dubokih slojeva koze.
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UVB
UVB 320-290 nm
UVA 290-320 nm

320-400 nm

Epidermis-
pokozica
.
. I - ~
Dermis- g A%/

krzno

Hipodermis-
potkozno tkivo

Slika 3. llustracija priblizne penetracije UV zracenja u kozu

(Izvor: http://www.eucerin.bg/about-skin/basic-skin-knowledge/skin-structure-and-

function).

Apsorpcija zraenja predstavlja uslov i pocetak bilo koje fotohemijske reakcije.
Do apsorpcije zratenja moze do¢i u bilo kom sloju koze, ali samo u prisustvu odredenih
molekula, tzv. hromofora. Od koncentracije i rasporeda ovih molekula, zavisi intenzitet
reakcije koze na dejstvo UV zracenja. Razli¢ite hromofore apsorbuju zracenje razlicitih
talasnih duzina. Tako najvec¢i deo UVB zracenja apsorbuju hromofore rasporedene u
epidermisu, kao sto su: amino-kiseline (tirozin, triptofan), nukleinske kiseline (DNK),
proteini (npr. keratin), pigmenti (melanin), urokanska kiselina, holesterol. Kod svih ovih
molekula, osim kod melanina, apsorpciona efikasnost naglo opada sa povecanjem
talasne duzine zracenja, tako da vrlo malo ili uopste ne apsorbuju zracenje iz UVA

spektralnog podrucja.

Melanin apsorbuje UVA i vidljivo zracenje, oslobada energiju u vidu toplote i
inhibira lancane reakcije slobodnih radikala koji pri tom nastaju. Pri tom dolazi do
trenutne pigmentacije ve¢ 15 minuta nakon izlaganja zracenju. Ta boja nije trajna i
nestaje ve¢ nakon dva sata. Ve¢e doze UVA zracenja uzrokuju trajniju pigmentaciju i

viSe braon boju koze. Ni trenutna ni trajna pigmentacija ne predstavljaju novu sintezu

10
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melanina, ve¢ nastaju kao rezultat foto-oksidacije ve¢ postojeceg melanina i prekursora.

Ovi procesi ne $tite kozu od opekotina (Reichrath, 2008).

UVB zrafenje je najodgovornije za Sintezu novog melanina (tzv.
melanogenezu). Novosintetisani melanin, koji je bezbojan, se nizom biohemijskih
procesa transformiSe u zuto-smedi pigment melanin. Kako je za ovaj proces potrebno
izvesno vreme, maksimalno tamnjenje koze je vidljivo tek posle 10 sati od pocetka
sunanja. Osnovni zadatak tamnog melanina je da =zastiti Celije bazalnog sloja
epidermisa od stetnog dejstva UV zracenja. Prema tome, ovaj proces predstavlja zastitni

mehanizam koZe na dejstvo UV zracenja.

Uticaj ultraljubicastog zra¢enja na ljudsko zdravlje, pre svega na ljudsku kozu,
moze biti i koristan i Stetan (Slika 4). Najvazniji koristan efekat izlaganja UVB zracenju
je fotoprodukcija vitamina D u kozi, odnosno konverzija provitamina D u njegov
vitamin D3;. Kod vecine ljudi vise od 90% vitamina D se proizvodi usled izlaganja
sunéevom UVB zracenju (Norval et al., 2009). Vitamin D je veoma vazan za nase opste
zdravstveno stanje, jer pomaze resorpciju kalcijuma i fosfata i njihovu integraciju u
kosti. Osim toga, svetlost uti¢e na poboljsanje odbrambenih sposobnosti organizma i
poboljSanje fizicke izdrzljivosti. Pozitivnim efektom se, uslovno, moze smatrati i
aktiviranje zaStitnih mehanizama koZe od dejstva zraCenja: zadebljanje povrSinskog
sloja koze — epidermisa i aktiviranje procesa melanogeneze i sinteza melanina.
Kapacitet zastitnih mehanizama koze je ograni¢en i zato prekomerno suncanje izaziva

ireverzibilne promene koje dovode do narusavanja zdravlja i lepog izgleda koze.

S druge strane, dobro je poznato da preterano izlaganje sunéevom zracenju bez
zaStite moze izazvati kako trenutna oStecenja koze (opekotine od sunca), prevremeno
starenje koze, tako predstavlja i glavni uzrok pojave razli¢itih oblika karcinoma koze.
Akumuliranje velikih doza zracenja moze da dovede do pojave mutacija DNK i
kancerogeneze. Fototoksicni u¢inak UVB zracenja javlja se pri dozi vecoj od jedne

minimalne eritemske doze (1 MED).

11



Teorijski deo

Odlozeno tamnjenje
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melanina |

I prekursora

Matriks
W metaloproteinaze
Patogene
hromofore
Opekotlne Dimeri Degradacija

pmmldma kolagena

\munosupresua v
fototoksiéna
reakcija
koZze

Slika 4. Bioloski uticaj UV zracenja na ljudsku kozu (modifikovano prema
Reichrath, 2008).

Smatra se da UVB zrafenje izaziva opekotine na kozi 1 direktno fotohemijsko
oste¢enje DNK. Ono je, kao $to je ve¢ receno, i najefikasnije u stimulaciji pigmentacije
(malenogeneze ili tamnjenja) koze. UVB zracenje je vazno za inicijaciju tumora, a UVA
zracenje uglavnom uzrokuje napredovanje tumora. UVA zracenje je odgovorno za
trenutno tamnjenje kozZe i za odloZeno tamnjenje, ali je takode odgovorno za starenje
koze i indirektna oste¢enja DNK. UVA indukuje niz matriks metaloproteinaza koje
degradiraju kolagen (Reichrath, 2008). Matriks metaloproteinaze su degradirajuci
fermenti iz familije endopeptidaza za koje se pretpostavlja da igraju znacajnu ulogu U
procesu tumorskog napredovanja i nastanku metastaza. U poredenju sa UVB, UVA
zracenje cCeS¢e uzrokuje oksidativni stres 1 10 puta je efikasnije u izazivanju lipidne
peroksidacije (proizvodnja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, ROSY, sa izrazenijim
citotoksi¢énim efektom (Girard et al., 2011). Oksidativni stres izazvan UVA zrafenjem
je dodatno pojacan prisustvom patogenih hromofora u kozi, koje nakon UV zracenja

proizvode mnogo viSe reaktivnih kiseoni¢nih vrsta nego hromofore u kozi pod

! ROS, eng. Reactive Oxigene Species
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normalnim uslovima (Reichrath, 2008). Zracenje iz obe spektralne oblasti, UVA i UVB,
izaziva supresiju imunoloSskog odgovora koze, ¢ak i u dozi manjoj od minimalne

eritemske.

Najcesci oblik raka koze je bazeocelularni karcinom, koji se javlja kao posledica
prekomerne izlozenosti suné¢evom zracenju i predstavlja oko 75 posto svih oblika raka
koze kada su u pitanju pripadnici bele rase (Maier i Korting, 2005; Lautenschlager et
al., 2007; Wang et al., 2010; Barysch et al., 2010). Najopasniji vid raka koze koji je
najcesce i letalan, je melanom (Lund i Timmins, 2007), za koji se pouzdano ne zna da li

je izazvan UVA ili UVB zracenjem, ili oboma (lvry et al., 2006).

Dermatolozi razlikuju nekoliko tipova koze zavisno od nacina i brzine reakcije
na UV zracenje. Fototipovi koze se oznacavaju brojevima od I (melanokompromitovana
— veoma svetao ten) do VI (melanozasticena — taman ten) (Fitzpatrick et al., 1988). Za
evropsku populaciju su uobicajena prva cetiri tipa koze (Tabela 1), gde su prva dva
melanokompromitovani a druga dva melanokompetentni. Pored njih postoje jos dva
tipa, prirodno braon i crna koza, koji spadaju u melanozastiéeni tip i nikad ne gore. Sto
je nizi fototip, kozi je potrebno vise zastite jer je brza i izvesnija pojava eritema i

opekotina (Brenner i Hearing, 2008).

Tabela 1. Tipovi koze Evropljana i njihove karakteristike

NAZIV REAKCIJA NA SUNCE VREME
TIP TIPA OPIS MED TRAJANJA
KOZE | L o7p KOZE  OPEKOTINE TAMNJENJE [i/m?] ~ SOPSTVENE
ZASTITE [min]
| Keltski tip Veoma Uvek i bolne Nema ga 200 15-20
svetla
I Gerrr_lanskl Svetla Skoro uvek i Slabo do 250 20-25
tip bolne umereno
Srednje- .
Il evropski Svetla do Retko i Primetno 350 28-35
tip svetlosmeda umereno
Mediteran . .
v ki tip Svetlosmeda |  Skoro nikad Brzo i duboko 450 36-45

“Vreme potrebno da dode do prve pojave crvenila
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2.3. Fotozastita u kozmeti¢kim preparatima

Postoji nekoliko nacina da se zastiti koza od stetnog efekta UV zracenja. Svetska
zdravstvena organizacija (SZO, 2014) preporucuje izbegavanje izlaganja suncu u
podnevnim ¢asovima, skrivanje u hladu, nosenje adekvatne zastitne odece i naocara za
sunce i, naravno, nanosenje krema za zastitu od sunca. Osnovni sastojci kozmetic¢kih
preparata za zastitu od sunca su UV apsorbujuce supstance, poznatije kao UV filtri, koje

se dodaju sa ciljem da stite od Stetnog uticaja UV zracenja.

Kozmetika za zasStitu od sunca (eng. Sunscreens) moze se definisati kao ,,svaki
kozmeticki proizvod koji u svom sastavu sadrzi UV filtre u nameri da zastiti kozu od
Stetnog UV zracenja, sprecavajuci ili svode¢i na minimum Stetu koju ovo zracenje moze
imati po ljudsko zdravlje. Prvi preparati za zastitu od sunca pojavili su se na trzistu jos$
pocetkom dvadesetog veka. Komercijalno najuspesniji medu njima bio je ,,Ambre
Solaire. Ulje za zastitu od sunca, koje je sadrzalo UV filter benzil salicilat, proizveo je
osniva¢ kompanije L'Oréal, francuski hemicar Eugéne Schueller (Urbach, 2001).
Tokom Drugog svetskog rata, razvoj preparata za zaStitu od sunca podrzala je vlada
Sjedinjenih drZava sa ciljem da se pronade pogodno zastitno sredstvo koje bi sprecilo
opekotine od sunca medu njihovim vojnicima na Juznom Pacifiku (Phillips, 2004).
Medutim, u isto vreme je medu opStom populacijom postao popularan taman ten i
predstavljao je sinonim za zdravlje. Kao rezultat, proizvodili su se losioni za suncanje
koji su omoguéavali da se lako dode do preplanulog tena. Oni su pruzali minimum
zaStite od sunca ali su ipak sprecavali opekotine, pa su korisnici mogli duze da ostanu
na suncu i postignu zZeljeni izgled. Pravi preparati za zastitu od sunca koji su nudili visi
nivo zastite koze, a istovremeno i smanjivali reakciju tamnjenja koze u jedinici
vremena, dosli su u Siru upotrebu tek kasnih sedamdesetih godina dvadesetog veka. To
se moze pripisati pojavi sve ucestalijih i brojnih kampanja zdravstvenih organizacija
koje su upozoravale na stetne efekte izlaganja UV zraCenju. Danas, potrosaci usvajaju
navike u zastiti od sunca ¢ak i u svakodnevnom zivotu. Stoga se UV filtri, osim u
uobicajene kreme za zaStitu od sunca, dodaju u brojne druge kozmeticke preparate, kao
$to su preparati za negu i ulepsavanje lica i tela, $minka itd. Stavise, UV filtri se mogu

dodavati u proizvode za li¢nu negu kako bi zastitili proizvod od fotodegradacije.
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Veoma je vazno da svrha zastite od sunca nije produzenje vremena do tamne
boje koze, ve¢ ograni¢avanje rizika kod razumne izlozenosti. Zabluda je da se kreme sa
ve¢im zaStitnim faktorom duze zadrzavaju na kozi i ostaju efikasne u odnosu na kreme
sa manjim zastitnim faktorom. Faktor zastite od sunca ili SPF (eng. Sun Protection
Factor) je Sirom sveta priznat kao vrednost koja potrosa¢ima daje opstu sliku o tome
koliku zastitu, prvenstveno od UVB zraka, pruza neki preparat. Obelezava se brojevima
od 1-30 i vise. SPF je broj koji predstavlja odnos izmedu doze UV zracenja koju koza
apsorbuje i koja dovodi do pojave eritema kod zasticene koze, i doze zraCenja koja

dovodi do pojave eritema kod koze bez zastite (1).

MED,,
SPF = —MEan 1)

Minimalna eritemska doza (MED) je koli¢ina ili vreme zraCenja potrebno da se
na kozi izazove prvo crvenilo (zk — kod zasti¢ene kozZe; nk — kod nezasti¢ene koze) koje
je postojano u toku 24 h. Na primer, zastitni faktor 15 oznacava da koza apsorbuje 1/15
ili 6,7% od onog zracenja koje bi apsorbovala koza bez zastite, Sto znaci da pruza 93,3%
UV zastite. Za SPF 30, koZa apsorbuje 1/30 odnosno 3,3%, Sto znaci da je zaStita
96,6%. Faktor 50 stiti 98%. Konkretnije, SPF 6 oznacava da osoba koja dobija
minimalni eritem nakon 10 minuta izlaganja nezaSticene koZe suncevom zracenju, U
uslovima primenjenog zastitnog sredstva eritem ¢e dobiti nakon 60 minuta (10 min x 6)
izlaganja koze suncu. Delotvornost krema za suncanje tokom vremena opada, zato je
preporucljivo da se svaka 2 sata kao i posle svakog kupanja, krema za suncanje ponovo

nanese.

2.4. UV filtri

Kozmeticki preparati za zastitu od sunca koriste se ve¢ viSe od 80 godina i
sadrze supstance poznate kao ultraljubicasti (UV) filtri. UV filtri su supstance sposobne
da apsorbuju, reflektuju i/ili rasejavaju UV zraenje i tako zastite ljudsku kozu od
direktnog izlaganja Stetnom delu spektra sunéevog zracenja. Aktivne komponente
preparata za zaStitu od sunca mogu biti neorganski i organski UV filtri. Ova podela je

izvrSena prema nacinu delovanja. Obi¢no se organski UV filtri zovu hemijskim UV
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filtrima jer se njihov nacdin delovanja svodi na hemijske promene u njihovim
molekulima koje spreCavaju da UV zraCenje prodre u kozu. Neorganski UV filtri,
takode su poznati kao fizicki UV filtri, jer se nacin na koji oni Stite od sunéevog
zratenja vezuje za fizicke pojave, kao Sto su rasejavanje ili refleksija (odbijanje) UV
zracenja. Organski UV filtri apsorboju fotone svetlosti 1 brzo se vracaju u osnovno
stanje uz termiCko emitovanje energije kroz nekoliko vibracionih prelaza (vibraciona
relaksacija). Zatim, ako su stabilni, UV filtri mogu apsorbovati novi foton i ponoviti

proces i na taj nacin zastititi kozu od UV zracenja.

Ispravna nominacija UV filtera bi bila neorganski i organski (a ne fizi¢ki i
hemijski), jer su i jedni i drugi hemijska jedinjenja koja se razlikuju po svojoj
molekulskoj strukturi, a termini fizicki i hemijski se odnose na njihov na¢in delovanja.
Razli¢iti na¢ini delovanja organskih i neorganskih UV filtera ilustrovani su na slici 5
(Morabito et al., 2011; Manaia et al., 2013). Do sada su napravljeni razli¢iti proizvodi
za zaStitu od sunca koji sadrze viSe razli¢itih UV filtera kako bi pokrili Siri opseg
talasnih duzina, odnosno pruzaju zastitu i od UVA (320-400 nm) i od UVB (290-320

nm) zracenja.

Oslobadanje toplote
Refleksija

=

-
()

Emisija zraéenja
visokih %
— Rasejavanje

Konformacione

promene molekula Apsorpcija

; | Organski UV filtri
Epidermis '

Dermis
Hipodermis

Neorganski UV filtri

Slika 5. Nacin delovanja organskih (levo) i neorganskih (desno) UV filtera
(modifikovano prema Manaia et al., 2013).
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2.4.1. Neorganski UV filtri

,,Fizicki UV filtri su obi¢no neprozirni proizvodi i sadrze komponente koje su po
prirodi Cestice koje neselektivno apsorbuju UV svetlost, ali kada se nanesu na kozu u
tankom sloju, one primarno odbijaju i rasejavaju UV i vidljivo zracenje zbog veliine
Cestica i debljine sloja* (Pathak, 1986). Medutim, primeéeno je da neki od neorganskih
UV filtera, imaju sposobnost apsorpcije u oblasti elektromagnetnog spektra u oblasti
ispod 400 nm (Kollias et al., 1986). Prema tome, postoji podela i medu neorganskim
UV filtrima, na one koji odbijaju zratenje (gde spadaju BaSO, i talk®) i one koji osim
Sto odbijaju svetlost odredenih talasnih duzina, apsorbuju zracenje drugih talasnih
duzina. Tu spadaju dva najpoznatija UV filtra, titanijum dioksid (TiO,) i cink oksid
(Zn0), kao i obojeni gvozde oksidi. Neorganski UV filtri iz prve grupe, barijum sulfat
(BaSO0.) i talk, da bi bili efikasni moraju biti u vecoj koli¢ini naneti na kozu. Ako nisu
kao puder ili kao tanak sloj vidljivi na koZi, oni ne mogu rasejavati svetlost, te je
njihova upotreba ograni¢ena. Gvozdevi oksidi apsorbuju u vidljivoj oblasti
elektromagnetnog spektra, te su i oni neprakti¢ni za komercijalne formulacije. S druge
strane, upotreba titanijum dioksida i cink oksida u preparatima za zastitu od sunca ima
smisla, jer TiO, i ZnO imaju Sirok apsorpcioni maksimum na talasnim duZinama u
ultraljubi¢astom delu elektromagnetnog spektra (ispod 400 nm). TiO, pruza zastitu u
sirokom spektralnom opsegu UV zra¢enja, dok ZnO ima apsorpcione maksimume u
UVA oblasti. Apsorpcioni spektri TiO, i ZnO prikazani su na slici 6. Podesavanjem
veli€ine Cestica, odnosno pazljivom formulacijom, smanjuje se njihova opticka sklonost

ka odbijanju zracenja, a povecava apsorpcija (Sayre et al., 1990).
U odnosu na organske, neorganski UV filtri imaju dve zna€ajne prednosti:

» odbijaju 1i/ili apsorbuju zracenje u celokupnom UV delu spektra (UVA i
UVB),

» ne prodiru u kozu, i zato ne izazivaju alergijske reakcije.

% Talk je mineral, po hemijskom sastavu hidratisani magnezijum silikat formule Mg;SisO10(OH),. Cesto je
dovodena u pitanje njegova bezbednost, s obzirom da moze da sadrzi opasne kontaminante, kao §to je
azbest.
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Slika 6. Apsorpcioni spektri TiO; i ZnO (Manaia et al., 2013),

2.4.2. Organski UV filtri

Kada se govori o UV filtrima, uglavhom se misli na organske UV filtre.
Organski UV filtri su obi¢no aromati¢na jedinjenja, koja apsorbuju UV svetlost u
oblasti od 100 do 380 nm. UV filtri su obi¢no lipofilnog karaktera i u svojoj strukturi
poseduju mono ili poli aromati¢ne prstenove, ¢esto sa konjugovanim ugljenik-ugljenik
dvostrukim vezama i/ili karbonilnim grupama koje su sposobne da smanje prenos
energije solarnih fotona koji dospevaju do povrsine zemlje. Kada prime energiju od UV
fotona, organski UV filtri mogu da se ponaSaju na tri nacina: a) podlezu
konformacionim promenama molekula, b) emituju zracenje vecih talasnih duzina ili c)
oslobadaju energiju koju su primili kao toplotu (Slika 5). Apsorpcija energije u
ultraljubiGastom i vidljivom delu spektra elektromagnetnog zracenja prouzrokuje
pobudivanje valentnih elektrona atoma i molekula. Elektroni se kod molekula u
osnovnom, nepobudenom stanju, nalaze u razli¢itim vezivnim ili nevezivnim orbitalama
(Saath, 1987; Sayre et al., 1990). Teorija molekulskih orbitala pored vezivnih i
nevezivnih orbitala predvida takode i postojanje antiveznih orbitala, koje imaju visu
energiju od vezivnih i obi¢no su prazne. Kada molekul apsorbuje foton, jedan elektron
iz vezivne, odnosno nevezivne orbitale, prelazi u antivezivnu. Tada govorimo o
fotopobudivanju (fotoekscitaciji) molekula, a taj prelaz nazivamo n — z* prelaz.

Molekul etena, na primer, za taj prelaz zahteva energiju koja odgovara svetlosti talasne

18



Teorijski deo

duzine od 180 nm, §to nema prakti¢ni znacaj za proizvode za zastitu od sunca jer je ovo
zracenje uglavnom apsorbovano u stratosferi od strane ozonskog omotaca. Kod
molekula 1,3-butadiena za fotohemijsku ekscitaciju potrebna je energija koja odgovara
talasnoj duzini od 230 nm. Konjugacija dvostrukih veza smanjuje energiju koja je
potrebna za ekscitaciju (odnosno povecava talasnu duzinu sa 180 na 230 nm) i to zbog
mogucnosti lake delokalizacije elektrona (rezonancije) unutar molekula. Dakle,
produzetkom konjugacije, energetski zahtevi za ekscitaciju se smanjuju, i tako molekul
1,3,5-heksatriena apsorbuje zracenje na 258 nm, a molekul kakav je S-karoten, koji ima
dosta konjugovanih dvostrukih veza, apsorbuje zracenje na talasnoj duzini ¢ak od 452
nm. Zbog toga su ovakva jedinjenja obojena, jer apsorbuju u vidljivom delu spektra

elektromagnetnog zracenja.

Sli¢an ucinak takode imaju funkcionalne grupe: -OH, -OR, -NH, -X, -SH, -SR,
vezane za nezasi¢en molekul, i one tako omogucavaju 7 delokalizaciju elektrona i
produzetak rezonantne delokalizacije na ceo molekul. Naime, one omoguc¢avaju n — 7*

prelaz elektrona, iz nevezivnih u antivezivne orbitale.

Aromati¢na jedinjenja su joS kompleksnija u pogledu fotohemijske ekscitacije.
Kod njih veliki uticaj na apsorpciju imaju supstituenti, njihova priroda i polozaj. To su
obi¢no disupstituisana aromati¢na jedinjenja koja imaju najmanje jednu karbonilnu
grupu (keton ili estar) i jedan elektrondonorski supstituent (obi¢no sa atomom azota ili
kiseonika) koji je u orto ili para polozaju u odnosu na karbonilnu grupu. Ove hromofore
apsorbuju UV zracenje kroz delokalizaciju rezonantnih elektrona pri ¢emu dolazi do
fotohemijske ekscitacije, odnosno molekul iz svog osnovnog singletnog stanja Sgp
prelazi u pobudeno elektronsko stanje S;, odnosno u visi energetski nivo (Reicharth,
2008). Kod vecine ,.klasi¢énih® UVB filtera, kao $to je p-aminobenzoat, PABA, dolazi

do tranzitorne polarizacije organskog molekula (Slika 7).

Zbog svog veoma lipofilnog karaktera (log Kow® 4-8) i relativne otpornosti na
biodegradaciju, organski UV filtri pokazuju jaku sklonost da se akumuliraju u tkivima

zivotinja, samim tim i u lancu ishrane. Nekoliko UV filtera detektovano je u tkivima

® Kow — Koefeicijent raspodele n-oktanol/voda
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riba u opsegu koncentracija 25-1800 ng/g (Balmer et al., 2005; Buser et al., 2006, Fent
et al., 2010; Zenker et al., 2008) i u humanom mleku 16-417 ng/g (Giokas et al., 2007).
Dakle, moze se zakljuciti da UV filtri pokazuju neke osobine koje su tipicne za
perzistentne (dugotrajne) organske zagadujuée supstance (POPs, eng. Persistent

Organic Pollutants).

Toplota

H :0:
Pobudeno stanje \ﬁ') %
H/ OH
[ lekulski A (_))
h@l{
H/ OH
OH
Osnovno stanje Hﬂl@——&
@]

uve PABA

Slika 7. Mehanizam UVB apsorpcije PABA UV filtra (Reichrath, 2008).

2.4.2.1. Podela organskih UV filtera
S obzirom na to koji deo elektromagnetnog spektra najbolje apsorbuju, organske

UV filtre delimo na;

o UVA filtre,
o UVB filtre, i
e UVA i UVB filtre (Sirokospektralni filtri) (Slika 8).
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Slika 8. Apsorpcioni spektri UVB, UVA i sirokospektralnog UV filtra

(prema http://www.myskinrecipes.com/shop/chemical-sunscreen/998-tris-biphenyl-

vV V V V V V V V V V V

triazine-nano.html).

Po strukturi, organske UV filtre delimo na sledeée grupe:

derivati p-aminobenzoeve kiseline (PABA),
salicilati,

cinamati ili estri cimetove kiseline,
benzofenoni,

derivati dibenzoilmetana,

derivati kamfora,

triazini,

benzotriazoli,

benzimidazoli,

benzalmalonati,

krileni.

Derivati p-aminobenzoeve kiseline (PABA) su medu prvim UV filtrima koji su

se pojavili na trzistu. U svojoj strukturi imaju jedan benzenov prsten na koji su
supstituisane jedna elektron-donorska grupa (NR;) u para polozaju u odnosu na
elektron-akceptorsku grupu (COOR). Ovakva struktura omogucéava efikasnu

delokalizaciju elektrona, zbog koje para-aminobenzoati apsorbuju u UVB oblasti
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zraenja (Amax: Na 290 nm). Jedan od najvise koris¢enih PABA derivata je 2-etilheksil 4-
(dimetilamino)benzoat (EHDPABA) (Slika 9).

0/\(\/\
I

Slika 9. 2-Etilheksil 4-(dimetilamino)benzoat (EHDPABA).

Salicilati (derivati monohidroksi benzoeve kiseline) su prva jedinjenja koja su se
upotrebljavala kao UV filtri jo§ 1950. godine, a popularni su i danas. Predstavljaju
interesantnu grupu orto-disupstituisanih molekula sa prostornim rasporedom Koji
dozvoljava intramolekulske vodoni¢ne veze. Ovo zahteva energiju koja odgovara
apsorpciji UV svetlosti na oko 300 nm (Shaat, 2010). U poredenju sa ostalim UV
filtrima su slabiji apsorberi, mada je njihova upotreba sigurnija jer stupaju u manje

sporednih reakcija. Jedan od predstavnika ove grupe UV filtera je 2-etilheksil salicilat

(Slika 10).
o/\(\/\
OH

Slika 10. 2-Etilheksil salicilat (ES).

Cinamati (nezasicene karboksilne kiseline) su najvise upotrebljivani UV filtri.
Njihovi molekuli imaju takvu strukturu gde je za aromati¢ni prsten vezana elektron
donorska grupa (OCHs3) i elektron akceptorska grupa (estarska grupa koja je dalje
konjugovana sa dvostrukom vezom). Ovo omogucava proSirenu delokalizaciju
elektrona zbog koje ovi molekuli apsorbuju u UV oblasti na 310 nm. Najznacajniji
predstavnik je oktil metoksicinamat (2-etilheksil-4-metoksicinamat, EMC) c¢ija je

struktura prikazana na slici 11. Oktil metoksicinamat je relativno bezbedan, $to znaci da

* Amax — talasna duzina u apsorpcionom spektru na kojoj je postignut maksimum apsorpcije.
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ne uzrokuje fotoalergije i fototoksi¢ne reakcije. Dobro se rastvara u organskim
rastvara¢ima a nerastvoran je u vodi, pa je dobar za pripremu vodootpornih preparata.
Cinamati, medutim, podlezu fotoizomerizaciji izmedu svojih cis (Z) i trans (E) oblika,

Sto smanjuje njihovu efikasnost apsorpcije.

L
. G

Slika 11. 2-Etilheksil-4-metoksicinamat (EMC).

Benzofenoni apsorbuju, pre svega, u oblasti UVA zracenja i u strukturi imaju
dva benzenova prstena spojena karbonilnom grupom. Najznacajniji predstavnici ove
grupe su 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon (benzofenon-3, oksibenzon ili BP3) i 2-
hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina (benzofenon-4 ili BP4). Poslednjih
godina se sve ¢eS¢e upotrebljava dietilamino hidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB).
Strukture ovih jedinjenja prikazane su na slici 12. Rezonantna delokalizacija elektrona
potpomognuta je prisustvom elektron-donorske grupe u orto ili para polozaju, ili u oba,
Sto moZe da uzrokuje apsorpciju i u UVA 1 u UVB oblasti. Ukoliko kozmeticki preparat
sadrzi BP3 UV filter, po evropskom zakonodavstvu na etiketi mora stajati upozorenje

zbog vece mogucénosti alergija. O ovoj grupi jedinjenja bice reci u poglavlju 2.10.

/\%

DHHB

Slika 12. 2-Hidroksi-4-metoksibenzofenon (BP3), 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-
sulfonska kiselina (BP4) i dietilamino hidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB).
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Derivati kamfora su organska jedinjenja koja se klasifikuju kao terpenoidi.
Upotreba nekoliko predstavnika je dozvoljena Sirom sveta, a najpoznatiji je 4-
metilbenzildien kamfor, 4-MBC (pozant i kao enzacamen, ime po IUPAC
nommenklaturi je (3E)-1,7,7-trimetil-3-[(4-metilfenil)metilen]-2-norbornanon) (Slika
13). Derivati kamfora generalno imaju visok molarni apsorpcioni koeficijent, a svoju

fotostabilnost duguju reverzibilnoj fotoizomerizaciji izmedu E i Z izomera.

Dibenzoilmetani su aromati¢ni 1,3-diketon derivati acetilacetona gde su obe
metil grupe supstituisane fenil grupama. Apsorbuju pre svega u UVA oblasti. Prilicno
su skupi, nerastvorni u nekim rastvarac¢ima, manje stabilni pod uticajem UV zraka §to za
posledicu ima i manju efikasnost u zastiti od UV zrafenja. Trenutno najpopularniji
UVA filter je upravo butil metoksi dibenzoilmetan, BMDM (Slika 13) sa Amax Na 357
nm. Nazalost, ovaj molekul je jako fotonestabilan i zabranjen je u kombinaciji sa

mnogim drugim UV filtrima (Shaat, 2010).

OMe

4-MBC BMDM

Slika 13. 4-metilbenziliden kamfor (4-MBC) i
4-terc-butil-4'-metoksidibenzoilmetan (BMDM).

Triazini su Sirokospektralni UV filtri, i veoma su stabilni pod dejstvom UV
zraCenja. Predstavljaju sastojke kako kozmetickih preparata, tako i raznih boja, lakova,
plastike, folija itd. Najpoznatiji predstavnik triaziina je bis-etilheksiloksifenol
metoksifenil triazin (BEMT), na trzi$tu poznat jos i kao Tinosorb S (Slika 14).
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HO

MeO HO 0/\(\/\

Slika 14. Bis-etilheksiloksifenol metoksifenil triazin (BEMT).

Benzomidazoli, posebno 2-fenilbenzimidazol-5-sulfonska kiselina (PBSA)
prikazana na slici 15, su UV filtri koji se dosta koriste u proizvodima za zastitu od sunca
zbog snazne apsorpcije u UVB oblasti. Medutim, istraZzivanja su pokazala da je
fotodegradacija PBSA UV filtra u vodi neobi¢no brza i znacajna, priblizno 90% nakon

10 minuta izlaganja UV zracenju (Serpone et al., 2002).

N
Iy
N

Slika 15. 2-Fenilbenzimidazol-5-sulfonska kiselina (PBSA).

HO4S

Jo§ jedno jedinjenje, benzhidrol (difenilmetanol), nije svrstano ni u jednu
grupu jer je to metabolit koji se dobija redukcijom benzofenona (Slika 16). Medutim,

ovaj UV filter se takode dosta koristi i detektovan je u Zivotnoj sredini.

OH

Slika 16. Difenilmetanol (BH).
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2.4.2.2. Fizi¢ko-hemijske osobine

Fizi¢ko-hemijske osobine UV filtera odredi¢e njihovu sudbinu u Zivotnoj
sredini, a takode su bitne za izbor analitiCkih metoda koje ¢e se koristiti za njihovo
odredivanje u razli¢itim uzorcima iz zivotne sredine. Glavne osobine razli¢itih grupa
UV filtera date su na slici 17, i to su tac¢ka klju¢anja, rastvorljivost u vodi i oktanol-voda
particioni koeficijent (Kow). Podaci za mnoge UV filtre nisu dostupni, pa je uobicajena
primena softvera EPI Suite™ za procenu nedostupnih vrednosti (Ramos et al., 2015).
To je softver na nivou skrininga (prikazivanja) koji obezbeduje bilo izmerene bilo

procenjene vrednosti fizicko-hemijskih osobina (EPA, 2012).

Uzimajuéi u obzir tacke kljucanja (Slika 17 A) ¢ija je prosecna vrednost oko 400
°C, UV filtri ne spadaju u isparljiva jedinjenja (EPA, 2012). U najisparljivije
komponente spadaju jedinjenja iz grupe derivata p-aminobenzoeve kiseline (Et-PABA),
benzofenon (BP) i cinamat (IMC) (oko 300-350 °C). Najmanje isparljivi su

benzimidazoli i triazini.

Rastvorljivost u vodi je od velikog znacaja tako $to uti¢e na mobilnost, reakcije i
degradacioni put svih jedinjenja, pa tako i UV filtera. Ova vrednost nam daje
informaciju o verovatnoj raspodeli izmedu vode i zemljiSta/sedimenta, prema tome o
mogucem uticaju jedinjenja na ¢oveka i1 Zivotnu sredinu kroz oslobadanje u vodenu
sredinu. Veoma polarna, stoga i veoma rastvorna jedinjenja ne akumuliraju se u
zemljiStu 1 skloni su razgradnji hidrolizom, Sto je najCeS¢a reakcija u vodi. Prema
vrednosti rastvorljivosti u vodi (s), UV filtri se kre¢u od veoma rastvorljivih (s > 1,0 x
10* mg/l) do neznatno rastvorljivih (s < 1,0 x 10" mg/l). Prema ovoj podeli,
najrastvorniji su benzomidazoli i neki derivati benzofenona (BP4 i BP5) Sto je
potvrdeno i u nekoliko studija (Kasprzyk-Hordern et al., 2009; Fent et al., 2010; Wick
et al., 2010; Gago-Ferrero et al., 2013). Triazini, benzotriazoli i krileni nisu rastvorni u

vodi, pa se, prema tome, ne mogu nac¢i U vodenim sistemima.
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W Benzofenoni

m Cinamati
W Salicilati

Derivati kamfora
Derivati dibenzoil metana
B Ostali

B Benzimidazoli
vodi, C — oktanol-voda particioni koeficijent) (Ramos et al., 2015).

Derivati p-aminobenzoeve kiseline

m Derivati benzatriola
W Derivati krilena

Triazini
Slika 17. Fizicko-hemijske osobine UV filtera (A - tacka kljucanja, B — rastvorljivost u
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Koeficijent raspodele oktanol-voda (Kow/log Kow) predstavlja odnos
koncentracija jedinjenja u oktanolu i vodi, kada su ove faze u ravnotezi na odredenoj
temperaturi (Pontolillo i Eganhouse, 2001). Vrednosti koeficijenta raspodele oktanol-
voda za najCeS¢e upotrebljivane i najéesce detektovane UV filtre u zivotnoj sredini
prikazane su na slici 17 C. Ovaj koeficijent je indikator sudbine UV filtera u Zivotnoj
sredini pokazujuci kako ¢e oni biti raspodeljeni izmedu oktanola (koji predstavlja lipide
ili masti u zivom svetu) i vode (koja predstavlja vodenu fazu). Derivati benzomidazola i
neki benzofenoni (BP4, BP5) sa vrednostima log Kow <1 se smatraju hidrofilnim
(veoma rastvorni u vodi). S druge strane, mnoga jedinjenja sa vrednostima >4 su
hidrofobna, kao $to je krilen, dibenzoil metan, cinamati, derivati p-aminobenzoeve
kiseline i salicilati (Diaz-Cruz i Barcel6, 2009). UV filtri koji imaju vrednosti log Kow

preko 8 1 10 su ili tesko biodostupni ili su nedostupni.

2.4.3. Zakonska regulativa

Prema Uredbi za kozmeticke proizvode 1223/2009 Evropskog parlamenta i
saveta, UV filtri su “supstance koje iskljucivo ili uglavhom imaju za cilj da zastite kozu
od odredenog UV zracenja tako sto ga apsorbuju, reflektuju ili odbijaju”. Na globalnom
nivou, UV filtri su regulisani kao: a) kozmetika (Evropa, Japan); b) lekovi koji se izdaju
bez recepta (SAD, Kanada); ili kao c) terapeutska roba (Australija). Broj dozvoljenih
UV filtera i njihove dozvoljene maksimalne koncentracije mogu da se razlikuju na
regionalnom nivou. Trenutno postoji 28 UV filtera koje za komercijalnu upotrebu
dozvoljava Kozmeticka direktiva Evropske unije, od kojih su 27 organski UV filtri a
samo jedan (titanijum dioksid) je neorganski (tabela dozvoljenih UV filtera nalazi se u
Prilogu A). Uobic¢ajena koncentracija UV filtera u kozmeti¢kim preparatima je od 2 do
10%. Procenat UV filtra dodatog u proizvod za zastitu od sunca zavisi od zastitnog
faktora (SPF) i Zeljene zone zastite (UVA, UVB). Taj procenat ne bi trebalo da prelazi
10% u kombinaciji sa neorganskim filtrima. Kako su preparati za licnu negu koji sadrze
UV filtre regulisani kao kozmetika, svi sastojci moraju da budu nabrojani na deklaraciji
po opadaju¢em redosledu koncentracija, osim sastojaka koji sadrze manje od 1% koji
mogu biti navedeni bilo kojim redosledom. Ako ovo nije moguce iz prakti¢nih razloga,
lista sastojaka mora biti na letku, brosuri, nalepnici, ili pak, ako je pakovanje premalo

(npr. stikovi za usne) lista sastojaka mora biti izlozena u neposrednoj blizini prodajnog
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mesta. Medutim, informacija o tacnoj koncentraciji UV filtera u kozmetickim
proizvodima je ipak poverljiva. Evropska regulativa za klasifikaciju, oznaCavanje i
pakovanje uglavnom nije kori$¢ena za UV filtre, iako su Sobek i saradnici (2013)
uradili istrazivanje po kome je 12 od 26 organskih UV filtera dozvoljenih za
kozmeti¢ku upotrebu na evropskom trziStu, oznac¢eno kao “opasn0 za vodenu zivotnu
sredinu” (oznaceni u Prilogu A). Medu tih 12, Cetiri se klasifikuju prema najvisim
kategorijama toksi¢nosti. Za dva UV filtra nadeni podaci nisu dovoljni za klasifikaciju
prema opasnosti po zivotnu sredinu, a za preostalih 12 nisu nadeni podaci u dostupnoj

nauénoj literaturi, pa se stoga ne mogu ni klasifikovati (Sobek et al., 2013).

Prema direktivi Evropske unije 98/83 (1998) koja se odnosi na kvalitet vode
namenjene za ljudsku upotrebu, UV filtri se ne spominju. Sre¢om, kako znanje o
prisustvu UV filtera u zivotnoj sredini i njihovoj ekotoksi¢nosti raste, postoji moguénost
da u skorijoj buduénosti studije o proceni rizika nametnu zakonska ogranicenja za neka
jedinjenja iz ove grupe u otpadnim vodama. Ova ograni¢enja ¢e smanjiti koli¢inu UV
filtera otpustenih iz postrojenja za otpadne vode u reke koji bi se dalje akumulirali u

drugim matriksima.

U Republici Srbiji ne postoji zakonska regulativa koja se odnosi konkretno na
UV filtre, ali se na njih moze odnositi Pravilnik o uslovima u pogledu zdravstvene
ispravnosti predmeta opSte upotrebe koji se mogu staviti u promet (Sluzbeni list SFRJ
26/1983, 61/84, 56/86). Tu se kozmeticki proizvodi (¢iji aktivni sastojci mogu biti 1 UV
filtri) definiSu kao “sredstva za odrZavanje lica i1 tela”, a zahtevi su: originalna
ambalaza, deklaracija, dozvoljeni maksimalni sadrzaj metala i mikrobioloska

ispravnost. Medutim, kako naSa zemlja ulaZe napore da postane ¢lanica EU, zakoni se

usaglasavaju i u velikoj meri oslanjaju na zakonodavne propise Evropske Unije.

2.5. Unos UV filtera u zivotnu sredinu

Mnogi od UV filtera pokazali su toksi¢ne osobine, te je godinama glavnu brigu
oko njihove upotrebe predstavljalo kako na¢i kompromis izmedu adekvatne zastite,
odnosno sto vece efikasnosti u zastiti od stetnog dejstva UV zracenja, i $to je moguce
manje Stetnih efekata za potrosace i minimalan rizik po ljudsko zdravlje. Tek nedavno

se pojavio i drugi veoma vazan aspekt upotrebe UV filtera. Studije su pokazale da oni
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mogu da dospeju u vodenu sredinu kroz direktne i indirektne izvore (Slika 18). Direktan
unos UV filtera u prirodne vodene sisteme mogu¢ je spiranjem sa koze u toku
rekreativnih aktivnosti, plivanja i kupanja na bazenima i otvorenim kupalistima
(netackasti izvori), kao i praznjenjem otpadne vode iz industrijskih sistema i indirektnim
otpustanjem (npr. tokom tusiranja, pranja odece ili ekskrecijom urina) kroz otpadne
vode iz domacinstava (tackasti izvori) (Santos et al., 2012). Mogu¢ je, takode, i
posredan unos koji se odnosi uglavnom na oslobadanje otpadne vode iz postrojenja za
tretman otpadne vode.

Prozvodni proces Praznjenje industryjskih otpadnih voda
UV filtera

Ostaci u pakovanju Procedne vode sa deponija

Druga primena
(zastita povriina
osetljivih na UV

zradenje, auto
poliranje, tekstil,
Primena na kozu plastika itd.)

Kozmeticki i
proizvodi za liénu
negu

Spiranje sa koze Skidanje sa Prodiranje u ko¥u
tokom kupanja peﬁlfir:_l i (3(_:13{':(3_,
(more, jezera, pranje 1 tuSiranje

bazeni) Ekskrecija

Kanalizaciona Qtpadna VOdE-l k(_)_]a he
mresa ide u postrojenja za
: tretman otpadnih voda
Cedenje iz kanalizacije, u Postrojenja za
kombinaciji sa prelivanjem tretman otpadnih
kanalizacije
Degradacija/Sorpcija
Frakcijau

mulju/Rastvorna frakcija

Slika 18. Glavni putevi unosa UV filtera u Zivotnu sredinu
(Stavke koje nisu uokvirene predstavljaju potencijalno oslobadanje u Zivotnu sredinu,

Modifikovano prema Giokas et al., 2007).
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2.6. Degradacija u Zivotnoj sredini i transformacioni proizvodi

lako je upotreba UV filtera ograni¢ena u poredenju sa drugim proizvodima
Siroke potrosnje (npr. sapunima i detergentima), posledice koje oni mogu da imaju po
zivotnu sredinu mogu biti ogromne s obzirom na njihov direktan unos u povrSinske

vode i ¢injenicu da mogu da se akumuliraju u tkivima zivih organizama.

UV filtri bi trebalo da budu stabilni pod dejstvom svetlosti. Visoka zastita od
sunca moze biti garantovana jedino ako je UV filter veoma stabilan pod dejstvom UV
zracenja. Medutim, istrazivanja pokazuju da izlaganjem UV filtera prirodnoj i/ili
vestackoj svetlosti dovodi do reakcija fotodegradacije ¢ime se dovode u pitanje njihove
fizicke osobine (npr. apsorpcioni maksimum i koeficijent apsorpcije) ili dolazi do
nastajanja nepozeljnih proizvoda koji se akumuliraju na ljudskoj kozi. Na primer,
derivat p-aminobenzoeve kiseline, PABA, je veoma stabilan pod dejstvom UV zracenja,
ali ima i najveci potencijal za iritaciju ljudske koze jer pod dejstvom svetlosti stupa u
reakcije sa drugim UV filtrima formirajuci sporedne proizvode, tako da se vise Skoro i
ne koristi u kozmetici (Kockler et al., 2012). Oc¢ekuje se da pojedini UV filtri mogu da
podlegnu fotodegradaciji nakon $to dospeju u vodenu sredinu. IstraZivanja pokazuju da
neki UV filtri u vodenom rastvoru pod dejstvom UV zracenja mogu da generiSu
reaktivne kiseoni¢ne vrste i druge slobodne radikale (Serpone et al., 2002; Shaat, 2010;
Kockler et al., 2012) kao i da povecaju svoju toksi¢nost prema nekim vodenim
organizmima, kao $to je sluc¢aj sa BP3 UV filtrom (Rodil et al., 2009a).

Osim fotodegradacije, UV filtri mogu da podlegnu degradaciji kroz reakciju sa
dezinfekcionim agensima, kao $to je hlor, pri ¢emu dolazi do formiranja sporednih

.....

al., 2003; Yamamoto et al., 2004; Nakajima et al., 2009; Diaz-Cruz i Barceld, 2009).

2.6.1. Fotoliti¢ka disocijacija

Sama apsorpcija UV svetlosti nije dovoljan uslov da se neko organsko jedinjenje
upotrebljava kao UV filter. Pri izlozenosti stalnom i jakom UV zracenju vazno je takode
da to jedinjenje bude stabilno. lako bi fotostabilnost trebalo da bude njihova glavna

karakteristika, nekoliko studija je pokazalo da UV filtri mogu da podlegnu degradaciji
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pod dejstvom UV svetlosti. To se uglavnom desava zbog toga sto ova jedinjenja nisu u
moguc¢nosti da dovoljno brzo konvertuju apsorbovanu energiju, pa molekul ostaje
pobuden, energetski nestabilan i tako veoma reaktivan (Diaz-Cruz et al., 2008).
Fotohemijske reakcije izazvane suncevom svetloscu su verovatno glavni abioticki
procesi koji upravljaju sudbinom organskih supstanci u vodenoj sredini. Fotoliza
uzrokuje disocijaciju molekula koji apsorbuje svetlost na reaktivne fragmente (slobodne
radikale) ili reaktivne intermedijere. U povrsinskom sloju vodenih sistema moze do¢i do
dve vrste procesa: direktne i indirektne fotoliticke disocijacije. Organski UV filtri sadrze
hromoforne grupe sposobne da apsorbuju svetlost u UV oblasti talasnih duzina, ali
takode mogu i da podlegnu indirektnim putevima transformacije u prisustvu
fotosenzibilizatora. O direktnom fotohemijskom procesu govorimo kada se jedinjenje
zracenjem dovede u pobudeno (ekscitovano) stanje, koje potom hemijski reaguje i tako

nastaju proizvodi (2, 3, 4):

UV filter + ho —— UV filter* 2
UV filter* —— Fotoproizvod 3)
UV filter* + X —— Fotoproizvod 4)

gde UV filter* predstavlja UV filter u pobudenom (ekscitovanom) stanju, a X

predstavlja rastvarac ili drugi molekul.

Do indirektne fotolize najc¢esce dolazi kada UV filter slabo apsorbuje u UVA i
vidljivoj oblasti solarnog spektra i tada nije moguce da dode do njegove degradacije
direktnom fotolizom. Pobudeno stanje UV filtra se u tom slu¢aju dobija uz pomo¢
pobudivaca (senzibilizatora). Rastvorena organska supstanca (DOM, eng. Dissolved
Organic Matter) je sveprisutna u povrsinskim vodama i poznata je kao senzibilizator.
Naime, ona se nakon apsorpcije fotona pobuduje i proizvodi reaktivne kiseoni¢ne vrste,
kao §to su hidroksi radikali (OH"), peroksi radikali (ROO"), singletni kiseonik (*Oy) i
drugi radikali (Diaz-Cruz et al., 2008). Proizvodi takvih fotohemijskih procesa zatim
reaguju sa supstratom, u ovom sluc¢aju UV filtrom. Na primer, fotolizom vodonik-
peroksida (H,O,) nastaju hidroksi ili peroksi radikali (5), koji zatim oksiduju organske
molekule (6). Proces jeste iniciran zracenjem, ali ne tece preko pobudenih stanja
supstrata (Diaz-Cruz et al., 2008).

32



Teorijski deo

H,0, +hv——>20H"  (5)

OH®+S —— proizvodi  (6)

Fotohemija krema za zaStitu od sunca je jo§ kompleksnija od izolovanog
ponasanja pojedina¢nih UV filtera (Sayre et al., 2005). Kako one sadrze i po nekoliko

agenasa, moze se desiti da upravo neki od sastojaka pokrene fotodegradaciju.

Fotonestabilnost organskih UV filtera moze da predstavlja veliki problem, jer
oni usled izlaganja UV svetlosti mogu da izgube svoje fotozaStitne sposobnosti.
Utvrdeno je da su neki UV filtri, kao §to su jedinjenja iz grupe derivata p-
aminobenzoeve Kkiseline (PABA, OD-PABA) i kamfor derivati (PDSA) prili¢no
nestabilni u prisustvu svetlosti (Serpone et al., 2002; 2007). Utvrdeno je, takode, da
mogu da nastanu proizvodi fotodegradacije koji mogu da izazovu fotoalergijske reakcije
ili druge Stetne efekte. Na primer, kada se oktil metoksicinamat (OMC), jedan od
najces¢e koris¢enih UV filtera, izlozi UV svetlosti, nastaju uzastopni proizvodi

.....

2000).

2.6.2. Fotoizomerizacija

Fotoizomerizacija moze doprineti stvaranju molekulskih vrsta koje verovatno
apsorbuju manje UV svetlosti od polaznog jedinjenja. Zajednicko za sve organske UV
filtre je da poseduju aromati¢ni deo sa bo¢nim lancem koji moze da ima razlicit stepen
nezasi¢enja. Neki od njih su stereoizomeri upravo zato $to poseduju dvostruku vezu.
Enantiomeri ovakvih jedinjenja imaju iste fizicko-hemijske osobine, medutim, mogu da
se razlikuju u bioloskom ponasanju (npr. etilheksil metoksicinamat (EMC) i 4-
metilbenziliden kamfor (4-MBC), Slika 19). lako brojni UV filtri imaju i trans (E) i cis
(2)-izomere, komercijalni proizvodi sadrze uglavhom geometrijske (E)-izomere.
Medutim, pod dejstvom UV svetlosti trans izomeri prelaze u cis (Poiger et al., 2004;
Balmer et al., 2005) i oba oblika mogu biti detektovana u zivotnoj sredini. Na taj nacin,
UV filtri menjaju svoje apsorbujuce sposobnosti, kao i biolosko ponasanje i efekte na

Zivi svet.
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ﬂ

E-izomer Z-izomer

Slika 19. E i Z izomeri 4-metilbenziliden kamfora (4-MBC).

2.6.3. Reakcija sa hlorom. Formiranje DBP.

Bazeni poslednje tri decenije doZivljavaju sve vecu posecenost. Evropska Unija
je sa oko 4,5 miliona bazena rangirana na drugo mesto posle Sjedinjenih Americkih
Drzava (Florentin et al., 2011). Ovakav trend je rezultat sve ve¢e popularnosti bazena
kao dostupnih mesta za plivanje radi rekreacije ili sporta. Zbog kompleksnosti hemijske
strukture bazenske vode, do danas je malo poznat moguci rizik koji bazenska voda ima
po ljudsko zdravlje. Hemija bazenske vode zavisi od same izvorne vode, zatim
transformacija koje se u vodi deSavaju (npr. procesa dezinfekcije) i aktivnosti u
bazenima (plivaci koji unose bioloski materijal 1 razliCite hemijske supstance, izmedu
ostalog i UV filtre, itd). Najpre se proverava mikrobioloska ispravnost vode i
mikrobiolosko zagadenje se drzi pod kontrolom upravo procesom dezinfekcije. Kao i
voda za pice, bazenska voda moze se tretirati sa razliCitim dezinfekcionim sredstvima
(sredstva na bazi hlora ili broma, ozon i1 bakar/srebro). Medutim, za dezinfekciju i
cesmenske i bazenske vode ipak se najcesce, zbog svoje oksidativne sposobnosti,
postojanosti i niske cene, koriste dezinfekciona sredstva na bazi hlora: gasoviti hlor
(Cly), natrijum ili kalcijum hipohlorit (NaOCI i Ca(OCl),), hlorovani izocijanurat
(trihloroizocijanurna kiselina, TCCA), hlor dioksid (ClO,). Dezinfekcione osobine

slobodnog hlora zavise od njegovog oksidativnog kapaciteta.
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Dobro je poznato da hlorinacija kako vode za pice tako i1 bazenske vode vodi
formiranju sporednih proizvoda dezinfekcije (DBP), ukljucuju¢i hloramine i
trihalometane (SZO>, 2006). Sporedni proizvodi dezinfekcije nastaju u reakciji
slobodnog hlora sa prirodnim ili unetim organskim ili neorganskim materijalom
prisutnim u vodi. Bazeni su karakteristicni po znac¢ajnom spoljnom unosu supstanci.
Medu njima, izmedu ostalog, mogu biti hemijska jedinjenja iz kozmetike i krema za
zaStitu od sunca, organski materijal i supstance ljudskog tela (znoj, urin, Cestice koze,

kosa itd), alge i drugi mikroorganizmi.

Formiranje sporednih proizvoda dezinfekcije u vodenim uzorcima koji sadrze
hlor je ocekivan proces za mnoga organska jedinjenja. Ovaj tip reakcija je posebno
povoljan za jedinjenja sa fenolnim i/ili amino grupama u njihovoj strukturi (Bedner i
MacCrehan, 2006; Lebedev, 2007).

Studije o sudbini UV filtera u hlorisanoj vodi su i dalje retke i postoji samo
nekoliko radova na tu temu. Broj nastalih sporednih proizvoda zavisi od vrste vode sa
kojom se radi, odnosno u kojoj se UV filter nalazi. U poredenju sa destilovanom i
morskom vodom, u sluc¢aju bazenske vode zbog dodatnog prisustva hlora nadeno je vise
hlorovanih proizvoda EHDPABA UV filtra, derivata p-aminobenzoeve kiseline (Sakkas
et al., 2003). Skorasnja istrazivanja pokazala su da unos UV filtera u bazenske vode
(direktnan izvor) moze biti znaCajan, zavisno od upotrebe i1 uslova odrZzavanja bazena
(Lambropoulou et al., 2002; Giokas et al., 2004). Razlike u reaktivnosti pojedinih UV
filtera prema halogenim elementima u velikoj meri zavise od uticaja razlicitih
supstituenata na aktivaciju ili deaktivaciju fenolnog prstena za reakciju elektrofilne
supstitucije (Negreira et al., 2008; Nakajima et al., 2009; Crista et al., 2015; Kalister et
al., 2016; Trebse et al., 2016). Od toga takode zavisi i polozaj supstituisanog hlora ili
drugog halogenog elementa. Nastali proizvodi mogu imati ozbiljne toksikoloske efekte i
mogu da budu opasniji od polaznih jedinjenja (Sakkas et al., 2003; Yamamoto et al.,
2004; Nakajima et al., 2009; Diaz-Cruz i Barcelo, 2009).

® $Z0- Svetska zdravstvena organizacija (odnosno, WHO, eng. World Health Organization)
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2.7. Prisustvo UV filtera u vodama

Povecan broj analiti¢kih tehnika za odredivanje UV filtera verovatno je doprineo
ucestalosti pojave UV filtera u vodenim matriksima (Slika 20). Prisustvo UV filtera
utvrdeno je u ¢esmenskoj vodi i prirodnim vodama, kao Sto su jezera, reke, podzemne

vode i morska voda (Slika 21).

U vodenim sistemima, UV filtri se mogu podeliti u dve grupe s obzirom na
razlike u mobilnosti koje zavise od njihovih fizi¢ko-hemijskih osobina. Manje pokretni
molekuli imaju znacajan oktanol-voda koeficijent (log Kow) i mogu da pokazu sklonost
ka sorpciji na organski materijal prisutan u sedimentima u vodenim basenima. Pokretniji

molekuli trebalo bi da imaju hidrofilnije karakteristike (Jurado et al., 2014).
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Slika 20. Broj objavijenih radova posveéenih detekciji UV filtera u vodama
(Ramos et al., 2015).

Recna voda je matriks za koji se pokazalo da sadrzi vece koncentracije i razlicite
vrste UV filtera (Slika 21). Najzastupljenija familija UV filtera u rekama su derivati
benzofenona (BP, BP1, BP2, BP3 i BP4) sa koncentracijama do 0,4 mg/l (Kasprzyk-
Hordern et al., 2009). Derivati p-aminobenzoeve kiseline (EDP) nadeni su u
koncentraciji 531 ng/l, derivati kamfora (4-MBC) do 5,8 pg/l, salicilati (ES, HMS i
BZS) od 169 ng/l do 5,6 ug/l, benzimidazoli (PBSA) do 3,3 pg/l, cinamati (EMC i IMC)
od 595 ng/l do 1,1 ug/l i krileni sa 5,2 ug/l (Liu et al., 2010; Kameda et al., 2011,
Roman et al., 2011). Treba napomenuti da je najvisa nadena vrednost za benzofenone
(0,4 mg/l za BP4) izmerena nakon ispustanja iz tretmana za otpadnu vodu u Velikoj

Britaniji (Kasprzyk-Hordern et al., 2009). U Japanu su, medutim, u najvis§im
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koncentracijama nadena jedinjenja iz grupe salicilata (BZS) i cinamata (EMC), u
Spaniji takode derivat cinamata (IMC), salicilata (HMS) i p-aminobenzoeve Kiseline
(EDP), a u Nemackoj najvisa koncentracija nadena je za PBSA (derivat benzimidazola)
(Wick et al., 2010; Kameda et al., 2011; Liu et al., 2010; Roman et al., 2011, Jansen et
al., 2013). Najvise koncentracije nadenih UV filtera verovatno umnogome zavise od

zakonske regulative za UV filtre u pojedinim zemljama.

U poredenju sa re¢cnom vodom, jezerska voda je manje ispitivana a nadene su i
manje koncentracije UV filtera, §to je oc¢ekivano, uzimaju¢i u obzir da je jedini nacin
unosa plivanje i druge rekreacione aktivnosti. Veca koncentracija nadena je za kamfor
4-MBC (2,4 pg/l) (Moeder et al., 2010), salicilat ES (0,8 pg/1), cinamati EMC (3,01
pg/l) i IMC (146 ng/l), krilen OC (4,4 pg/l) i dibenzoil metan BMDM (2,4 ng/l) (Rodil
et al., 2009b). Treba napomenuti da BMDM uopste nije detektovan u re¢noj vodi.
Benzofenoni su nadeni jedino u jezerima u Svajcarskoj (BP3 125 ng/l) (Poiger et al.,
2004) i Juznoj Koreji (4HB 85 ng/l) (Jeon et al., 2006).

® Retnavoda = Jezerska voda = Morska voda = Podzemna voda m Cesmenska voda
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Slika 21. Vrednosti koncentracija UV filtera nadene u cesmenskoj, recnoj, jezerskoj,
morskoj i podzemnoj vodi (A — benzofenoni, B — PABA derivati, C — derivati kamfora, D
—salicilati, E — benzimidazoli, F — cinamati, G — krileni, H — dibenzoil metan derivati,
| — ostali) (Ramos et al., 2015).
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U morskoj vodi, pored rekreacionih aktivnosti i direktnog spiranja, moguci
doprinos unosu UV filtera je verovatno otpusStanje otpadnih voda u more (Tsui et al.,
2014). Najveci broj podataka potie iz studija za razvoj metoda za odredivanje UV
filtera, najvise iz Spanije, Gréke i Japana. U ovim studijama u najvisim koncentracijama
pojavljuju se benzofenon BP3, salicilat ES i krilen OC (Lambropoulou et al., 2002;
Giokas et al., 2004 i 2005; Tarazona et al., 2010; Roman et al., 2011).

U podzemnim vodama u vi$im koncentracijama naden je jedino benzofenonski
UV filter BP4, §to moze biti objasnjeno njegovom dobrom rastvorljivos¢u u vodi i
¢estom upotrebom u kozmetickim proizvodima i u proizvodima sa providnim

pakovanjima gde se ovo jedinjenje koristi kao UV zastita (Gago-Ferrero et al., 2013).

Prisustvo UV filtera u ¢esmenskoj vodi se malo ispituje, a u nekoliko radova je
potvrdeno njihovo odsustvo. Medutim, u istrazivanjima koje su sproveli Réman i
saradnici (2011) i Rodil i saradnici (2012) ipak su nadene visoke koncentracije UV
filtera u esmenskoj vodi u Spaniji (Slika 21). U prvom sluéaju nadeno je oko 10 ng/l za
benzimidazol PBSA i kamfor 4-MBC, i 62 ng/l za benzofenon BP4, i u rangu ispod
limita kvantifikacije pa do 160 ng/l za salicilat ES, 1 cinamate EMC 1 IMC. Takode u
Spaniji, Diaz-Cruz i saradnici (2012) nasli su u ne$to visem opsegu koncentracija, od
110 do 290 ng/l, sledece UV filtre: benzofenon BP3, derivat p-aminobenzoeve kiseline
ODP, cinamat EMC i krilen OC.

Bazeni, kao i jezera, se dosta koriste u toku letnje sezone za rekreacione
aktivnosti, gde se UV filtri direktno unose zbog upotrebe preparata za zastitu od sunca.
Maksimalne koncentracije UV filtera nadene u bazenskim vodama u nekoliko studija
(Giokas et al., 2004; Ye et al., 2011; Grabicova et al., 2013; Ramos et al., 2015)

prikazane su na slici 22.

Detekcioni opseg UV filtera u bazenima je nesto drugaciji od drugih vodenih
matriksa, najverovatnije zbog drugacijeg izvora zagadenja i degradacionih procesa.
Najcesce detektovani UV filtri su benzofenoni BP (18,8 ng/l), 4HB (15,4 pg/l), BP1
(8,7 ug/l) i BP3 (4,5 pg/l) (Ye et al., 2011), dok je BP4 detektovan u nizim
koncentracijama, 46 ng/l (Grabicova et al., 2013). Druga jedinjenja poput

benzimidazola PBSA (13 pg/l) i nekih cinamata nadena su u viSim koncentracijama, i
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do 700 ng/l (Grabicova et al., 2013). Jedinjenja poput derivata p-aminobenzoeve
kiseline ODP 1 EDP, i dibenzoil metana BMDM nisu nadena ili su nadena u niskim
koncentracijama, verovatno zbog toga Sto u kontaktu sa hlorom dolazi do njihove
degradacije. lako su cinamat EMC i benzofenon BP3 nadeni u relativno visokim

koncentracijama, oni se takode degradiraju u reakciji sa hlorom (Ramos et al., 2015).
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Slika 22. Vrednosti koncentracija UV filtera u bazenskoj vodi (A — benzofenoni, B —
PABA derivati, C — derivati kamfora, D — salicilati, E — benzimidazoli, F — cinamati, G

— krileni, H — dibenzoil metan derivati) (Ramos et al., 2015).

2.8. Ekotoksi¢nost UV filtera

UV filtri se uveliko koriste ne samo u kremama za zastitu od sunca, vec¢ i u
ostaloj kozmetici kao sto su parfemi, samponi, sprejevi za kosu, boje za kosu, kreme,
stikovi za usne i brojni drugi proizvodi. Njihova ucestala primena dovela je do toga da
ova jedinjenja konstantno dospevaju u vodenu sredinu, direktnim unosom tokom
rekreativnih aktivnosti ili, cesce, indirektnim unosom kroz otpadne vode. Jednom
otpusteni iz industrijskih i urbanih izvora, oni kona¢no ulaze u povrsinske i podzemne
vode. Tako UV filtri mogu da imaju toksi¢ne efekte na vodeni i kopneni ekosistem, jer
se zbog svog lipofilnog karaktera i fotostabilnosti mnogi od njih akumuliraju u ribama i
beski¢menjacima (Balmer et al., 2005; Buser et al., 2006; Fent et al., 2010). Procena

njihovog toksi¢nog potencijala radena je u nekoliko studija, pokazujuci da se veliki broj
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UV filtera ponasa kao endokrini disruptori (supstance koje ometaju rad hormonskog,
odnosno endokrinog sistema). U velikom broju radova dokazani su estrogeni efekti na
zivi svet i coveka (Schlumpf et al., 2004; Weisbrod et al., 2007; Sieratowicz et al.,
2011; Kaiser et al., 2012; Parades et al., 2014; Kim et al., 2014a i 2014b). Skorasnja
ispitivanja pokazuju ne samo estrogene efekte, nego i razlicite uticaje UV filtera na
hormonski sistem riba i sisara (Bluthgen et al., 2014; Ponzo i Silvia, 2013). Do danas je
vise paznje posveceno interakcijama UV filtera sa gonadalnim steroidnim hormonima u
sisarima, jer su se istrazivanja o stetnim efektima ovih jedinjenja uglavnom fokusirala
na odredivanje potencijalnog rizika za ¢oveka. lako je mnogo manje paznje posvec¢eno
uticaju UV filtera na invertebrate, ipak postoje neki podaci o toksi¢nom uticaju (Gao et
al., 2013; Brausch i Rand, 2011). Pojedina istrazivanja pokazuju da UV filtri ne
pokazuju akutnu toksi¢nost prema vodenim organizmima (Fent et al., 2010). Pokazalo
se da je Daphnia magna nakon kratkog izlaganja (48 h) najosetljivija na cinamat EMC,
dok je najmanje osetljiva na benzofenonski UV filter BP4. Vecina dosadasnjih studija
se fokusirala na efekat nakon duze ekspozicije. Schmitt i saradnici (2008) ispitivali su
efekte na bentoske invertebrate i primetili znacajno smanjenje reprodukcije vrsta
Potamopyrgus antipodarum i Lumbriculus variegates i povecanje smrtnosti kada se
izloze derivatima kamfora 3BC i 4-MBC. Informacije o toksi¢nosti UV filtera su i dalje
retke da bi se razvila adekvatna procena rizika po vodeni svet. Takode, poznato je da se
pod odredenim uslovima UV filtri mogu degradirati i formirati nepoznate proizvode

koji mogu biti i toksi¢niji za pomenute organizme od polaznih jedinjenja.

2.8.1. Ispitivanje toksi¢nosti

Kasnih sedamdesetih godina XX veka, zbog povecane brige o negativhom
uticaju zagaduju¢ih supstanci u Zzivotnoj sredini razvila se ekotoksikologija kao
zvani¢na naucna disciplina. Osnova toksikoloskih studija su bioeseji 1 laboratorijski
testovi toksi¢nosti na pojedinim organizmima koji se izlazu supstanci od interesa u
odredenom opsegu koncentracija (Walker et al., 1996). Pra¢enjem odgovora organizma
prema koncentraciji ispitivane supstance odreduje se intenzitet toksi¢nosti supstance
prema organizmu. Da bi se odredio toksi¢ni efekat, prate se razliCiti odgovori

organizma, takozvani ,,endpoint ili, u slobodnom prevodu, zavrsne tacke ili Krajnji
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ishodi toksi¢nosti. Ovako dobijeni rezultati mogu da se ekstrapoliraju na uslove

prirodnog sistema.

Nekada se kao odgovor organizma pratio samo mortalitet, i ti testovi su bili
kratkoro¢ni — akutni. U danasnje vreme prednost se daje hroni¢nim testovima Koji
obuhvataju reprodukciju i druge subletalne efekte, a imaju veci ekoloski znacaj (van
Gestel, 2012).

Da bi se prepoznao i odredio potencijalni rizik novih i postoje¢ih hemijskih
supstanci, udruzenja poput Organizacije za ekonomsku saradnju i razvoj (OECD®) i
Medunarodne organizacije za standardizaciju (ISO’) poele su da razvijaju
standardizovane i medunarodno prihvacene procedure za testiranje toksi¢nosti supstanci
(tzv. ksenobiotika) prema odabranim organizmima. Ti organizmi mogu biti razliCite
vrste iz vodenih i kopnenih ekosistema, ukljucujuci ribe, pcele, alge, cijanobakterije i

druge mikroorganizme, biljke, vodene musice, vodozemce itd.

Princip interakcije izmedu ksenobiotika i Zivog organizma predstavljen je na
slici 23. Interakcija moZe da se opiSe u dva glavna koraka (Walker et al., 1996;
Katayama et al., 2010).

ZIVOTNA SREDINA ORGANIZAM

Mesta akcije
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Slika 23. Model koji opisuje ekspoziciju organizma ksenobiotiku iz svog okruzenja i

sudbinu supstance u organizmu (modifikovano prema Lavtizar, 2014).

® OECD - Organization for Economic Co-operation and Development
"1SO - International Organization for Standardization
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U prvom koraku, organizam apsorbuje supstancu iz svog okruZenja (unos
supstance). To se obi¢no deSava pasivnom difuzijom kroz kozu, kutikulu ili membranu.
Lipofilne supstance imaju veci afinitet za ovaj proces jer membrane obicno sadrze
fosfolipide. Potencijal supstance da prode prirodne barijere i ude u organizam oznacena
je pojmom biodostupnost (bioraspolozivost) i zavisi od vrste organizma, puta ulaska,

vremena ekspozicije i od matriksa u kom se supstanca nalazi (Anderson et al., 1999).

Drugi korak se sastoji od procesa koji odreduju sudbinu supstance u organizmu.
Ovaj korak obuhvata transport supstance iz okruzenja do mesta delovanja u organizmu,
stepen unosa i unutrasnju distribuciju i biotransformaciju u telu (toksikokinetika).
Nakon unosa supstance u organizam, moguca su Cetiri ,,scenarija“. Pre svega, supstanca
moze da reaguje na ,,mestu akcije* izazivajuci toksi¢nost. U drugom slu¢aju, supstancu
metaboliSu enzimi prisutni u organizmu d¢ineé¢i je manje toksicnom. U nekim
supstance. Supstanca takode moze da se akumulira u organizmu u obliku koji je u
toksikoloSkom smislu inertan. Poslednji proces je ekskrecija. Supstanca se izbacuje ili u
svom pocetnom obliku (nepromenjena) ili ¢e$¢e u obliku metabolita (Walker et al.,

1996).

Ekotoksikoloska aktivnost pojedina¢nih supstanci (hemikalija) moze se proceniti
standardizovanim testovima, koji nisu precizni pokazatelj uticaja na Zivotnu sredinu, ali
su najbolja dostupna metoda za razumevanje integrisanog efekta viSe zagadujuéih
supstanci. U laboratorijskim ekotoksikoloskim testovima, supstanca od interesa se
obicno testira sa odabranim neselektivnim test organizmom. Medu mnogobrojnim
standardizovanim testovima na akvati¢nim organizmima, nasli su se i test na
luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri, na slatkovodnom ra¢icu Daphnia magna i

slatkovodnoj mikroalgi Pseudokirchneriella subcapitata.

2.8.2. Toksikoloski test na luminescentnoj bakteriji

Bakterije su vazni ¢lanovi vodenog ekosistema i igraju vaznu ulogu u sudbini
odredenih hemikalija u zivotnoj sredini. Test na luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri
(nekada Photobacterium phosphoreum) koristi se preko 25 godina kao osnovni test za

ekotoksikolosko ispitivanje hemikalija, otpadne vode i procednih voda iz zemljista i
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sedimenata. V. fischeri je gram-negativna bakterija sa jedinstvenom osobinom -

bioluminescencijom, koju kontroliSe mali set gena poznat kao lux operon (Slika 24).

Luminescencija je hemijska reakcija u kojoj enzim, luciferaza (FMNH,),
oksiduje organsku supstancu, npr. duge lance aldehida, i redukuje se do flavin
mononukleotida (FMN), pri ¢emu se oslobada slobodna energija u obliku plavo-zelene

svetlosti na 490 nm (7). Reakcija koja se odvija u V. fischeri je sledeca:

FMNH, + RCHO + O, —— FMN + RCOOH + H,O + hv (490nm) (7)

Slika 24. Fotografija bakterije Vibrio fischeri uvecana 8000 puta
(Dr. Dennis Kunkel Microscopy, Inc./Visuals Unlimited, Inc).

Bioluminescencija koju proizvede marinska bakterija V. fischeri osnov je za ISO
standardni bioesej toksi¢nosti (11348 - Deo 1-3 (2007)) koji se Koristi za odredivanje
toksi¢nosti vodenih rastvora poznatih i nepoznatih uzoraka. Razlika u koli¢ini
proizvedene svetlosti nakon izlaganja ispitivanom jedinjenju (inhibicija luminescencije)
moze onda da se koreliSe sa metabolizmom organizama i proporcionalna je toksi¢nosti

ispitivanog jedinjenja.

2.8.3. Toksikoloski test na algama

Mikroalga Pseudokirchneriella subcapitata (Slika 25) je planktonska vrsta koja
zivi u slatkovodnim barama, jezerima i rekama. Taksonomija P. subcapitata (Hindak,
1990) je kompleks nekoliko imena koja se i dalje Kkoriste, kao §to su Selenastrum
capricornutum (Printz, 1914), Kirchneriella subcapitata (Korshikov, 1953) i

Raphidocelis subcapitata (Hindak, 1977). P. subcapitata je medu naj¢e$¢e koris¢enim i
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preporuCenim vrstama za ispitivanje toksi¢nosti slatkih voda. Vecina standardnih
procedura koje se trenutno koriste (OECD 2006, ISO 2012) uzimaju inhibiciju rasta algi
kao odgovor organizma, odnosno zavr$nu tacku toksi¢nosti. Naime, prati se efekat
ispitivanog jedinjenja na brzorastucu populaciju algi u odgovaraju¢em, nutrijentima
oboga¢enom medijumu, tokom ekspozicije u trajanju od 3-4 dana. Standardni ISO
protokol (ISO 8692, 2012) je utvrden za odredivanje inhibicije rasta jednocelijskih
zelenih algi izazvane jedinjenjima ili smeSom jedinjenja u vodama i otpadnim vodama.

Ovaj metod je primenjiv na supstance rastvorne u vodi.

Slika 25. Celije Pseudokirchneriella subcapitata pod fazno-kontrastnim
mikroskopom (Aruoja, 2011).

2.8.4. Toksikoloski test na Daphnia magna

Daphia magna je planktonski raci¢ rasprostranjen u malim ili srednje velikim
slatkovodnim staniStima (Slika 26). Hrane¢i se fitoplanktonima kao glavnom hranom s
jedne strane, a s druge strane predstavljaju¢i vazan izvor hrane ribama i jo§ nekim
vodenim invertebratama, Daphia magna igra znacajnu ekolosku ulogu u lancu ishrane
slatkovodnog ekosistema. Zbog svoje velike osetljivosti na otrovne materije, sluzi kao
dobar indkator zagadenja (Adema, 1978). Zbog toga se dosta koristi za testove
toksi¢nosti za pojedine zagadujuce supstance ili njihove smeSe, kao 1 u bioesejima za
procenu toksicnosti otpadnih ili zagadenih prirodnih voda. U bioloSkim istrazivanjima
koristi se jo§ od XVIII veka, a sve ve¢u primenu ima u ekoloskim i ekotoksikoloSkim
studijama. Pored ve¢ pomenute ekoloSke vaznosti, bespolno razmnozavanje, visoka

plodnost i laka kultivacija ¢ine dafnije veoma pozeljnim u vodenoj ekotoksikologiji
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(Adema, 1978), sa trenutno nekoliko dostupnih testova (OECD 2004, OECD 1998, ISO
2012).

Slika 26. Zenka Daphnia magna sa jajascima
(https://en.wikipedia.org/wiki/Daphnia_magna).

2.9. Benzofenonski UV filtri

Benzofenonski UV filtri su supstance sposobne da apsorbuju zracenje u UVA
(320-400 nm) i UVB (290-320 nm) oblasti elektromagnetnog spektra. Oni su u Sirokoj
upotrebi kao aktivne komponente krema za zastitu od sunca u nameni da sprece neka
najcesS¢a osteCenja 1 bolesti koze, ukljucujuéi i rak. Zbog toga se dosta koriste u
proizvodnji kozmetike i ostalih preparata za liénu negu. Mogu takode da se koriste i kao
poljoprivredne hemikalije, pojacivaci ukusa i kao UV stabilizatori u izradi plasti¢ne
ambalaZe za pakovanje hrane kako bi sprecili fotodegradaciju plastiénih polimera ili

same hrane (Suzuki et al., 2005; Zenker et al., 2008).

Benzofenoni imaju dva benzenova prstena spojena karbonilnom grupom.
Osamnaest supstituisanih derivata benzofenona (Slika 27) se zbog svojih apsorpcionih
sposobnosti koristi u razli¢itim komercijalnim proizvodima. Na slici 27 podebljanim
slovima oznaceni su benzofenonski UV filtri ¢ije je koris¢enje dozvoljeno za pripremu

kozmetickih proizvoda na trzistu Evropske Unije.
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HO OH OH
4.4'-Dihidroksibenzofenon Dietilamino hidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB) 2,4-Dihidroksibenzofenon (BP1)
{4HB) CAS: 611-99-4 CAS: 302776-68-T CAS: 131-56-6
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SO4H SO;~Na*
2-Hidroksi-4- 2-Hidroksi-4-metoksi 2-Hidroksi-4-metoksi 2,3.4-Trihidroksibenzofenon
metoksibenzofenon (BP3) benzofenon-5-sulfonska kiselina benzofenon-5-sulfonska kiselina {234THB) CAS: 131-56-6
CAS: 131.57-7 (BP4) CAS: 4065-45-6 (BP4) CAS: 6628-37-1
o]
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2,2"-Dihidroksi-4- 2-Hidroksi-4-metoksi-4'- 4-Fenilbenzofenon (4PB) 2,2"-Dihidroksibenzofenon
metoksibenzofenan metilbenzofenon CAS: 2128-83-0 (2DHB) CAS: 835-11-0
(BP8) CAS: 131-53-3 (BP10) CAS: 1641-17-4
o] OH o] OH CH o] OH
O ‘ D/\M/ HO l l OH HO l l OH
3
2-Hidroksi-4-oktiloksibenzofenon (BP12) 2.4 4-Trihidroksibenzofenon (244THB) 2,2' 4 4'-Tetrahidroksibenzofenon (BP2)
CAS: 1843-05-8 CAS: 1470-79-7 CAS: 131-55-5

Slika 27. Benzofenonski UV filtri (podebljanim slovima su oznaceni

UV filtri dozvoljeni na evropskom trzistu).

Benzofenoni su generalno fotohemijski prilicno reaktivni. Pri apsorpciji fotona
UV svetlosti nastaje singletno pobudeno stanje, koje veoma brzo prelazi u tripletno
pobudeno stanje. Tripletna stanja ketona imaju osobine dvostrukih radikala, Ty (Sema
1). Radikalski centar na C atomu je prirodno stabilizovan supstituentima, samim tim i
manje reaktivan. Kiseonic¢ni radikali (alkoksieni) su veoma reaktivni i brzo reaguju tako
Sto apsorbuju molekul vodonika iz drugog organskog molekula. Pri tome dolazi do

redukcije ketona do alkohola.

Ako benzofenon na polozaju 2 ima hidroksilnu grupu, onda nastali triplet

apsorbuje vodonikov atom iz te OH grupe. Veza OH kod fenola je dosta slaba. Pri tome
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nastaje enol koji se vrlo brzo vrati u termodinamicki stabilniji keto oblik. Zbog tih
reakcija izomerizacije, odnosno keto-enolne tautomerije, fotohemijski pobudeno stanje
se vrlo brzo deaktivira i moguénost drugih reakcija je veoma mala, te se benzofenoni

smatraju stabilnim jedinjenjima.

Ph _hv, Ph Ph

0) OH o OH
)
©/)'\Ph P ©/kph

Sema 1. 1zomerizacija 2-hidroksibenzofenona (2HB).

S druge strane, benzofenonski UV filtri zbog toga $to u svojoj strukturi poseduju
jake elektrondonorske grupe (-OH, -OMe), veoma su reaktivni prema elektrofilnim
halogenim elementima. Zbog toga se ofekuje da ¢e benzofenoni lako reagovati sa

sredstvima za dezinfekciju na bazi hlora i kao proizvod dati hlorovane derivate.

Benzofenonski UV filtri koji se najceS¢e upotrebljavaju u kozmetici su BP3 i
BP4, koji apsorbuju u UVB oblasti elektromagnetnog zracenja (Tabela 2). Sa ciljem da
obezbedi zaStitu od kratkotalasnog UVA zraCenja, na listu dozvoljenih UV filtera u
kozmetici dospeo je benzofenonski UV filter, DHHB, proizveden od strane BASF pod
imenom Uvinul A plus (BASF, 2006). Zbog svoje dobre kompatibilnosti sa UVB
filtrima (Venditi et al., 2008), oc¢ekivano je da ¢e relativno nov UVA filter da obezbedi
odgovarajucu zastitu protiv slobodnih radikala i prevremenog starenja koze, za $ta je
uglavnom odgovorno UVA zraCenje (Scharffetter-Kochanek et al., 1997; Lund et al.,
2007).
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Tabela 2. Dozvoljeni benzofenonski UV filtri u EU

Jedinjenje

Hemijska
formula

Strukturna
formula

Naziv po
IUPAC

Trivijalana
imena

CAS broj

Molekulska
masa

Rastvorljivost
u vodi na 25 °C

Napon pare na

25°C

log Kow

(2-Hidroksi-4-
metoksifenil)-
fenilmetanon

BP3

C14H1205

OH o)

Oksibenzon,
Benzofenon-3,
2-Hidroksi-4-

metoksibenzofenon

131-57-7

228,25 g/mol

69 mg/l

1,4 10°Pa

3,79

PB4

C14H1206S

SOzH

4-Hidroksi-2-metoksi-
5-(okso-
fenilmetil)benzensulfo
nska Kiselina

Benzofenon-4,
Sulisobenzon
Sulisobenzon

4065-45-6

308,31 g/mol
2,5 10° mg/I

1,310 pPa

0,37

DHHB

C24HaiNO,4

EtoN

Heksil 2-[4-(dietilamino)-
2-hidroksibenzoil]benzoat

Dietilamino
hidroksibenzoil heksil
benzoat,

Uvinul A Plus

302776-68-7

397,51 g/mol

9,510 g/l

2.910°%Pa

6,93

Treba naglasiti da se zakonodavstvo vezano za UV filtre razlikuje u razli¢itim

zemljama, tako se i dozvoljeni UV filtri i njihove maksimalne koncentracije razlikuju

od zemlje do zemlje. Maksimalna dozvoljena koncentracija BP3 UV filtra u zastitnim

kremama je 10% u Evropskoj Uniji, dozvoljeni benzofenon u Koreji je BP8 i to do 3%

(EEC®, 1983; Jeon et al., 2006), a dozvoljena koncentracija BP4 upotrebljenog u

8 EEC — European Economic Community (Evropska ekonomska zajednica)

48



Teorijski deo

kozmetici je 10% u Japanu (MHLW?®, 2000). Na taj nadin, velika kolidina ostataka
benzofenonskih UV filtera i njihovih metabolita ulazi u vodenu sredinu direktno ili
indirektno spiranjem sa koze i ode¢e tokom sezonskih aktivnosti na kupaliStima ili
ispustanjem otpadnih ili bazenskih voda. Najvisa izmerena koncentracija je u Velikoj
Britaniji za BP4 UV filter (do 0,4 mg/1), ali u re¢noj vodi nizvodno od mesta gde se
ispustaju otpadne vode (Kasprzyk-Hordern et al., 2009). U istoj studiji nadeni su i BP3
(do 44 pg/l), BP2 (do 26 pg/l) i BP1 (do 17 pg/l). Koncentracija BP4 UV filtra krece se
od 237-1481 ng/l u uzorcima otpadnih voda iz Spanije (Rodil i Moeder, 2008). BP3 UV
filter je takode dosta proucavan i naden u visokim koncentracijama u rekama, i do 993
ng/l u teze zagadenim rekama (Rodil i Moeder, 2008; Negreira et al., 2008; Fent et al.,
2010; Réman et al., 2011; Wu et al., 2013). Srednja koncentracija BP1 u 25 reka u
Koreji je 47 ng/l, a benzhidrol (BH, difenilmetanol), glavni metabolit benzofenona,
detektovan je sa najviSom koncentracijom od 204 ng/l (Jeon et al., 2006). U jezerskoj
vodi, benzofenonski UV filtri su detektovani jedino u Svajcarskoj, i to BP3 sa
koncentracijom 125 ng/l (Poiger et al., 2004) i u Juznoj Koreji 4HB sa 85 ng/l (Jeon et
al., 2006).

Kao §to je ranije ve¢ spomenuto, u bazenskim vodama su upravo benzofenoni
naj¢esce detektovani UV filtri, BP (18,8 ug/l), 4HB (15,4 pg/1), BP1 (8,7 pug/l) i BP3
(4,5 pg/l) (Ye et al., 2011), dok je BP4 detektovan u nizim koncentracijama, 46 ng/l
(Grabicova et al., 2013) (Slika 22). Benzofenonski UV filtri BP i 4HB nisu medu
jedinjenjima koja su na listi dozvoljenih za kozmeticke preparate, pa njihovo prisustvo u
bazenima nije potpuno jasno. Prisustvo DHHB UV filtra nije zabeleZeno ni u jednoj od

studija koje su se bavile ispitivanjem bazenske vode.

Benzofenonski UV filtri u razli¢itim biosejima pokazali su i estrogene i1
antiandrogene karakteristike u razli¢itim organizmima. Na primer, pokazali su
nHuterotrofni® efekat (nezeljena dejstva na reproduktivne organe) in vivo, stimulaciju
proliferacije nekih ¢elija kancera dojke i poveéanje lu¢enja nekih tumor markera in vitro
(Schlumpf et al., 2004; Balmer et al., 2005; Schreurs et al., 2005; Zenker et al., 2008).
Stavise, neka istrazivanja su pokazala da benzofenonski UV filtri BP4 i BP8 i 234THB

® MHLW — Ministry of Health and Welfare (Ministarstvo zdravlja i socijalne zastite)
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imaju genotoksicni efekat (Zeiger et al., 1987; French, 1992; Jeon et al., 2007; Liu et
al., 2014). Analize humanog (maj¢inog) mleka obezbedile su dokaze za mogucu
bioakumulaciju benzofenonskih UV filtera, i ostaci BP3 UV filtra u uzorcima maj¢inog
mleka detektovani su u koncentracijama do 445 ng/l (Hany i Nagel, 1995; Liu et al.,
2014). Benzofenonski UV filtri BP3 i BP1 detektovani su u ljudskom urinu nakon

primene komercijalno dostupnog proizvoda za zastitu od sunca (Felix et al., 1998).

Medutim, sistematsko istrazivanje toksi¢nosti i potencijalnog ekotoksikoloskog
rizika benzofenonskih UV filtera je krajnje nedovoljno, pogotovo njihovih

transformacionih metabolita u dezinfekcionim procesima hlorinacije.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

U okviru ovog rada ispitivana su tri benzofenonska UV filtra Cije je koriS¢enje
dozvoljeno za  pripremu  kozmetickih  proizvoda u  Evropskoj  Uniji:
dietilaminohidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB), 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon
(BP3) i 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina (BP4).

Glavni cilj ovog rada bilo je ispitivanje stabilnosti i toksi¢nosti DHHB UV filtra
u prisustvu hlora u vodenoj sredini. S obzirom da je DHHB relativno nov na trzistu i da
se malo zna o njegovoj ekotoksi¢nosti i sudbini u zivotnoj sredini, on je bio glavni
predmet ovog rada, a pored njega ispitivani su i BP3 i BP4 kao naj¢es¢e koriséeni
benzofenonski UV filtri. Ovi eksperimenti sprovedeni su simuliranjem dezinfekcionih
uslova koji vladaju u bazenskim vodama, dodavanjem NaOCI ili TCCA kao izvora
slobodnog hlora.

Kako bi se realizovao postavljeni cilj bilo je potrebno ispitati i stabilnost BP3,
BP4 i DHHB UV filtera i njihovih hlorovanih proizvoda kada se izloze UV zracenju.
Ispitivanje je vrseno u fotoreaktoru sa sest zivinih fluorescentnih lampi koje emituju
UVA (355 nm) zracenje.

Za potrebe eksperimenata bilo je neophodno sintetisati i potpuno okarakterisati
hlorovane proizvode DHHB, BP3 i BP4 UV filtra jer ova jedinjenja nisu dostupna na

trzistu, a sintetisan je i dietilaminohidroksibenzoil heksil benzoat (DHHB).

Budu¢i da, prema nasim saznanjima, nema podataka o toksi¢nosti DHHB UV
filtra i njegovih hloro derivata, ispitivan je potencijalni toksi¢ni efekat koris¢enjem
standardnih ekotoksikoloskih testova na vodenim organizmima: luminescentnoj
bakteriji Vibrio fisheri, slatkovodnoj planktonskoj algi Pseudokirchneriella subcapitata
i slatkovodnom racicu Daphnia magna. Akutna toksicnost BP3 i BP4 UV filtra
ispitivana je samo na luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri. Dodatni cilj rada bio je i
da se predstave uporedni podaci toksi¢cnosti DHHB UV filtra i njihovih

transformacionih proizvoda, kao i poredenje sa literaturnim podacima za ostale
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benzofenonske UV filtre. Data je i korelacija izmedu toksi¢nih efekata i hemijske

strukture, ali i specificnog bioloskog odgovora organizma na odredena jedinjenja.

Da bi se utvrdilo prisustvo BP3, BP4 i DHHB UV filtera i njihovih hlorovanih
proizvoda u zivotnoj sredini, ispitivani su uzorci voda sa nekoliko kupalista i bazena u

Sloveniji i Srbiji.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO
4.1. Reagensi

U toku eksperimentalnog rada kori$¢eni su sledeci analiti¢ki standardi: heksil 2-
[4-(dietilamino)-2-hidroksibenzoil]benzoat (DHHB) (Dr Ehrenstorfer, analiticke Cistoce
99%), 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon (BP3) (analiticke Cistoée 96%) i 2-hidroksi-4-
metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina (BP4) (analiticke cistoce 96%) proizvodaca
Sigma Aldrich (UK).

U sintetickim prostupcima koris¢eni su N,N-dietil-3-aminofenol, anhidrid ftalne
kiseline, dicikloloheksil-karbodiimid (DCC), 4-dimetilaminopiridin (DMAP), 10%-tni
natrijum hipohlorit (NaOCI) i trihloroizocijanurna kiselina (TCCA) (tehnicke cistoce
97%), heksanol, toluen, petrol-etar, dietil etar, etil acetat, etanol, dihlorometan, n-
heksan, hlorovodoni¢na kiselina, natrijum-hidrogenkarbonat, anhidrovani natrijum-
sulfat (Sigma Aldrich ili Fluka).

U dezinfekcionim eksperimentima koris¢eni su 10%-tni natrijum hipohlorit
(NaOCI) i trihloroizocijanurna kiselina (TCCA) (analiticke Ccistoce 97%),
NaH,POx2H,0 i Na;HPO, (Acros Organics, analiticke Cisto¢e vise od 99%) za
pripremanje fosfatnog pufera, zatim acetonitril, natrijum-hidrogenkarbonat i
anhidrovani natrijum-sulfat (Sigma Aldrich ili Fluka).

U procesima fotodegradacije za pripremanje rastvora koris¢en je acetonitril i
dvostruko dejonizovana voda (<18 MQ cm) pripremljena na “NANO pure water”
sistemu (Barnstead, SAD).

Za HPLC i LC-MS analize koriS¢en je acetonitril (Sigma Aldrich, HPLC cistoce)
i metanol (Fluka analytical, HPLC cistoce; Merck, MS cistoce), glacijalna siréetna
kiselina (Merck, p.a.), mravlja kiselina HCOOH (Fluka, HPLC Ccistoce; Merck, MS
cistoce), dvostruko dejonizovana voda (<18 MQ cm) pripremljena je na “NANO pure

water” sistemu (Barnstead, SAD).
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Za NMR analize kori$¢eni su aceton dg, deuterisani hloroform (CDCIs) i dimetil
sulfoksid (DMSO), tetrametilsilan (Sigma Aldrich, Fluka ili Merc).

U testovima toksi¢nosti koris¢eni su aceton ili dimetilsulfoksid (DMSQO) i
dvostruko dejonizovana voda za pravljenje rastvora, natrijum hidroksid (AppliChem) i
hlorovodoni¢na kiselina (Sigma Aldrich, p.a.), natrijum hlorid (Carlo Erba), kalijum
dihromat (K,Cr,07, Merk).

4.2. Sinteze

Sa ciljem da se obezbede hlorovani proizvodi DHHB UV filtra kojih nije bilo
medu komercijalno dostupnim reagensima u katalozima dobavljac¢a, bilo ih je
neophodno sintetisati. Medutim, pre sinteze 3-hloro i 5-hloro DHHB, trebalo je da se
obezbedi 1 dovoljna kolicina DHHB UV filtra, koji je u upotrebi tek poslednjih nekoliko

godina.

Prvi korak u sintezi DHHB UV filtra bila je sinteza 2-(4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoeve kiseline. Ona je izvedena u skladu sa postupkom koji su
objavili  Patel i saradnici (2005), dok su heksil 2-(4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoat (DHHB) i njegovi hlorovani proizvodi, heksil 2-(3-hloro-4-
dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoat i heksil 2-(5-hloro-4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoat, sintetisani prema postupcima koji ¢e biti predstavljeni po prvi
put u ovom radu u poglavljima 4.2.1.2. i 4.2.2. Radi pojednostavljenja, u daljem tekstu
¢e hlorovani proizvodi DHHB UV filtra biti navodeni i kao 3-hloro DHHB i 5-hloro
DHHB (ili 3-Cl i 5-CI DHHB).

Jedinjenja  2-hidroksi-4-metoksibenzofenon (BP3) i 2-hidroksi-4-
metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina (BP4) kupljeni su kao gotovi proizvodi.
Postupak sinteze hlorovanih derivata BP3 i BP4 UV filtera, 3-hloro- i 5-hloro-2-
hidroksi-4-metoksibenzofenona (u tekstu ¢e biti navodeni kao 3CI-BP3 i 5CI-BP3) i
3,5-dihloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona (3,5-diCI-BP3) bice predstavljen u daljem
tekstu u poglavljima 4.2.3.1. i 4.2.3.2, kao i sinteza 5-benzoil-3-hloro-4-hidroksi-2-
metoksibenzensulfonske kiseline (3CI-BP4) u poglavlju 4.2.4.2.
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Karakterizacija svih dobijenih proizvoda i reakcioni putevi bi¢e prikazani u

odeljku Rezultati i diskusija.

4.2.1. Sinteza heksil 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoata (DHHB)

4.2.1.1. Sinteza 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeve kiseline

U dvogrli balon opremljen magnetom rastvoreno 14,8 g anhidrida ftalne kiseline
(200 mmol) u 35 ml toluena i zagrevano do 80 °C u uljanom kupatilu. Balon je povezan
na vodeni kondenzator i uz meSanje je dodano 12,2 g (74 mmol) 3-N,N-
dietilaminofenola (DEAP). Zatim je temperatura zagrevanja podesena na 130 °C (to je
temperatura topljenja anhidrida ftalne kiseline) i reakciona smesa ostavljena da se
refluktuje u toku 8 sati. Tok reakcije pracen je tankoslojnom hromatografijom (SiOp,
kao mobilna faza koriS¢ena je smesSa etil acetat : petrol etar : metanol : etanol =2 :6: 1
: 0,5). U ohladenu reakcionu smesu je zatim dodano 10 ml etanola, ¢ime Se proizvod
stalozi, a zatim filtrira i osu$i na temperaturi oko 100 °C. Sirovi proizvod je
prekristalisan smeSom etanola i etilacetata i dobijeno je 16,65 g (72%) 2-(4-dietilamino-

2-hidroksibenzoil)benzoeve kiseline.

4.2.1.2. Sinteza heksil 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoata (DHHB)

U balonu opremljenom magnetom rastvoreno je 4,68 g (15,0 mmol) 2-(4-
dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeve kiseline, 3,25 g (15,8 mmol) dicikloheksil-
karbodiimida (DCC), 1,61 g (15,8 mmol) heksan-1-ola u 30 ml dihlormetana i dodato je
18 g (1,5 mmol) 4-dimetilaminopiridina (DMAP) koji sluzi kao katalizator u ovoj
reakciji. Reakciona smesa postavljena je na magnetnu mesalicu i ostavljena da se mesa
dva sata na sobnoj temperaturi (dok esterifikacija nije bila zavrSena). Reakciona smesa
razblazena je sa petrol etrom kako bi se stalozile nerastvorne supstance (kao $to je urea)
i potom je filtrirana. Filtrat je par puta ispiran vodom u levku za odvajanje, zatim
razblazenom hlorovodoni¢nom kiselinom, pa vodenim rastvorom natrijum-
hidrogenkarbonata i opet vodom. Nakon susenja sa bezvodnim natrijum sulfatom,
rastvara¢ je uparen na vakuum uparivacu. Dobijeni sirovi proizvod koji je imao roze-

ljubiCastu boju je radi precis¢avanja propusten kroz kratku kolonu silika gela, a kao
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eluent je koris¢en etilacetat. Dobijeno je 1,65 g (prinos 28%) heksil 2-(4-dietilamino-2-

hidroksibenzoil)benzoata (DHHB) u vidu ulja zute boje.

4.2.2. Sinteza hlorovanih proizvoda: heksil 2-(3-hloro-4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoata i heksil 2-(5-hloro-4-dietilamino-2-

hidroksibenzoil)benzoata

U erlenmajeru je rastvoreno 0,407 g (odnosno 1,0 mmol) sintetisanog DHHB
UV filtra u 10 ml siréetne kiseline. Rastvor je dodatno zakiseljen sa 0,5 ml
koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline i postepeno je uz mesanje u kapima dodavano 5
ml vodenog rastvora natrijum-hipohlorita koji je sadrzao 1,0 mmol NaOCl. Nakon 30
minuta, reakciona smesa razblazena je sa 50 ml vode i 20 ml dietil etra. Organski sloj
ispran je sa vodenim rastvorom NaHCOg;, osusen sa bezvodnim Na;SOy i rastvarac je
uparen na vakuum uparivac¢u. Sirovi uljani proizvod propusten je kroz hromatografsku
silika kolonu, u epruvetice su hvatane male frakcije i njihov sastav proveravan takode
uz pomo¢ tankoslojne hromatografije na plo¢icama SiO,. U ovom sluc¢aju TLC plocice
su posmatrane pod UV lampom kratkotalasnog zracenja od 254 nm (kao na Slici 28,
desno), jer jedinjenja u odvojenim frakcijama nisu bila obojena da bi se primetila golim

okom. Dobijene su 2 komponente (kasnije ¢e biti predstavljene kao jedinjenja A i B).

Slika 28. Razdvajanje hlorovanih proizvoda na hromatografskoj koloni (levo);

razdvajanje frakcija na tankom sloju SiO, (desno).
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4.2 3. Sinteza hloro derivata BP3

4.2.3.1. Sinteza 3-hloro- i 5-hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona
(3-CI BP3i 5-CI BP3)

Sinteza je izvedena je tako S$to je 2,28 g (10,0 mmol) 2-hidroksi-4-
metoksibenzofenona (BP3) rastvoreno u 20 ml dihlormetana. Sud je postavljen na
ledeno kupatilo i u porcijama je dodavan N-hlorosaharin uz stalno mesanje. Nakon 10
minuta, reakciona smesa isprana je vodenim rastvorom natrijum hidrogenkarbonata i
natrijum bisulfita, zatim je isprana vodom i suSena sa bezvodnim natrijum sulfatom.
Nakon uparavanja rastvaraca na snizenom pritisku, zaostalo je 2,54 g Zute kristalne
supstance; ona je sadrzala 5-hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenon kao glavni proizvod
(5CI-BP3) i oko 15% 3-hloro-izomera (3CI-BP3). Rekristalizacijom sirovog proizvoda
iz smeSe dihlormetana i petrol etra dobijen je prinos od 1,20 g (46%) cistog 5CI-BP3.
Rastvara¢ je nakon Kkristalizacije 5-hloro-izomera uparen i proizvod je precis¢en na
hromatografskoj koloni (SiO,, eluent smesa dietil etar-petrol etar (1:6)). Izolovano je
232 mg (9%) cistog  3-hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona  (3CI-BP3).

Karakteristike dobijenih proizvoda bi¢e detaljno prikazane u Rezultatima i diskusiji.

4.2.3.2. Sinteza 3,5-dihloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona (3,5-diCI-BP3)

Sinteza dihloro derivata BP3 UV filtra vrsena je tako $to je 1,13 g (5,0 mmol) 5-
hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona (5CI-BP3) tretirano sa 1,31 g (5,0 mmol) N-
hlorosaharina u 10 ml dihlormetana na sobnoj temperaturi. Nakon 10 minuta reakciona
smesa je isprana sa vodenim rastvorom natrijum hidrogenkarbonata i natrijum bisulfata,
osuSena sa bezvodnim natrijum sulfatom i rastvarac je uparen na vakuum uparivacu.
Dobijena ¢vrsta supstanca Zute boje je rekristalisana iz smeSe dihlormetana i n-heksana i
izolovano je 0,965 g (65%) svetlo zutih kristala 3,5-dihloro-2-hidroksi-4-

metoksibenzofenona.

4.2.4. Hlorovanje BP4 UV filtra

Posto je BP4 UV filter zapravo 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska
kiselina, njegovo ponasanje i stabilnost umnogome zavise od pH sredine. Zbog toga su

eksperimenti hlorovanja u slu¢aju BP4 izvodeni u kiseloj i baznoj sredini.
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4.2.4.1. Reakcija BP4 UV filtra i TCCA u baznoj sredini

U 4 ml destilovane vode rastvoreno je 0,92 g (3,0 mmol) BP4 UV filtrai 0,25 g
(3,0 mmol) natrijum hidrogenkarbonata. Nakon toga, dodato je 0,28 g (1,2 mmol)
trihloroizocijanurne kiseline (TCCA) i reakciona smesa je ostavljena da stoji preko noci.
Tok reakcije je pracen tankoslojnom hromatografijom (SiO,, mobilna faza je smeSa
etanol : dihlormetan = 1 : 1). Cvrsti proizvod koji se izdvojio je filtriran, rastvoren u
dietiletru i ekstrahovan sa zasi¢enim vodenim rastvorom natrijum hidrogenkarbonata.
Nakon upravanja rastvaraca, zaostalo je 0,295 g (33%) zute kristalne supstance. Pomoc¢u
NMR spektroskopije, utvrdeno je da je dobijeno jedinjenje 3,5-dihloro-2-hidroksi-4-
metoksibenzofenon (3,5-diCI-BP3).

4.2.4.2. Reakcija BP4 UV filtra i NaOCI u kiseloj sredini

U erlenmajeru opremljenom magnetom, rastvoreno je 0,21 g (0,7 mmol) BP4
UV filtra u 5 ml destilovane vode, i erlenmajer je smesSten u ledeno kupatilo i postavljen
na magnetnu mesalicu. Dobijeni rastvor zakiSeljen je sa 0,15 ml (1,5 mmol)
koncentrovane hlorovodoni¢ne kiseline i polako je dodato 1,407 g vodenog rastvora
natrijum hipohlorita (0,91 mmol, masenog udela 4,8%). Nakon dva sata, reakciona
smesa je filtrirana. Filtrat je uparen pod sniZzenim pritiskom na rotacionom vakuum
uparivau i Cvrsti osatak je ekstrahovan etanolom. Ekstrakt je precis¢en na
hromatografskoj koloni (SiO,, eluent je smesa etanol : dihlormetan =1 : 3) i izolovano
je 39 mg (18%) 5-benzoil-3-hloro-4-hidroksi-2-metoksibenzensulfonske kiseline (3ClI-
BP4) u vidu zutih kristala.

4.3. Dezinfekcioni eksperimenti

4.3.1. Hlorovanje DHHB UV filtra u vodenoj sredini

Sa ciljem da se ispitaju transformacije DHHB UV filtra u vodenoj sredini u
prisustvu hlora, eksperimenti hlorovanja izvodeni su dodatkom razli¢itih koli¢ina
hipohlorita rastvoru DHHB UV filtra u simuliranim uslovima prirodnog vodenog
sistema. Najpre, 25 ml koncentrovanog rastvora DHHB u acetonitrilu (40 mg/l)

dopunjeno je destilovanom vodom do 100 ml. Nakon toga, u rastvor je dodato 0,0168 g
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NaHCO; ¢ime je postignuta koncentracija bikarbonata od 2 mmol/dm?, to odgovara
koncentraciji bikarbonata u prirodnim uslovima. Pre dodatka hipohlorita, rastvor je
podeljen na pet delova, u pet ¢asa po 20 ml rastvora. Koncentracija ukupnog DHHB UV
filtra bila je 10 mg/l, odnosno, u svakom delu bilo je po 5,038 x 10" molova DHHB.
Uzorci su dopunjeni redom sa 0; 0,5; 1; 1,5 i 2,5 ekvivalenta hipohlorita (Slika 29).
Zbog mogucénosti dekompozicije aktivnog hlora tokom vremena, sadrzaj aktivnog hlora
u rastvoru NaOCI odreden je standardnom titrimetrijskom metodom 4500-Cl F DPD-
FAS (Eaton i Franson, 2005). Rastvori su postavljeni na magnetnu mesalicu i ostavljeni
na sobnoj temperaturi na neutralnoj pH vrednosti (priblizno prirodnoj) i nakon jednog
sata reakcija je zaustavljena dodatkom ekvivalentne koli¢ine Na,SOs, nakon cega je

radena HPLC-DAD i LC-MS-MS analiza.

Slika 29. Rastvori DHHB sa dodatim razlicitim koncentracijama NaOCIL.

4.3.2. Hlorovanje BP3 i BP4 UV filtera u vodenoj sredini

Radni rastvori BP3 i BP4 UV filtera pripremljeni su u 0,01 M fosfatnom puferu
(KH,PO4 + NaHPO,) tako da je njihova pH vrednost iznosila 6,9 a koncentracije
rastvora 5,0 mg/l i 10 mg/l. Za eksperimente hlorovanja koris¢eni su 30%-tni rastvor
natrijum hipohlorita Ciji je sadrzaj aktivnog hlora 1,4 mg/l, ili rastvor
trihloroizocijanurne kiseline koncentracije 4,0 mg/l. Sadrzaj aktivnog hlora u NaOCI
takode je proveravan standardnom titrimetrijskom metodom 4500-CI F DPD-FAS
(Eaton i1 Franson, 2005) zbog moguénosti dekompozicije hlora tokom vremena. U 100
ml rastvora BP3, odnosno BP4, dodato je po 0,29 ml rastvora NaOCI ili TCCA i
reakciona smesSa ostavljena je da stoji 24 sata na sobnoj temeperaturi u tami. Nakon

toga, vrsene su analize na HPLC-DAD i UV-Vis spektrofotometru.
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Isti set eksperimenata hlorovanja UV filtera BP3 i BP4 izvoden je sa NaOCl u
simuliranim uslovima prirodne vode, koja sadrzi Na* (18,0 mg/l), Mg®* (4,8 mg/l), Ca?*
(47,0 mg/l), SO (9,0 mg/l), CI (17,0 mg/l) i HCO5™ (174,8 mg/l).

4.4. Ispitivanje fotostabilnosti

Ispitivana je fotostabilnost BP3, BP4 i DHHB UV filtera i njihovih hlorovanih
proizvoda u laboratorijskim uslovima. Eksperimenti fotodegradacije izvodeni su
kori§¢enjem zivinih lampi niskog pritiska kao izvora zracenja. Rastvori su pravljeni u

smesi acetonitrila i vode u odnosu u kom se postigne zadovoljavajuca rastvorljivost.

UVA Parabolitna
lampe ogledala

Reaktorska
" ¢elija

/
/

i

Staklena frita
"~

a

Ventil

\% Cev za uvodenje gasa

Slika 30. Fotografije i skica kruznog fotoreaktora sa postavljenom fotolitickom

celijom (Cernigoj et al., 2007).
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Eksperimenti ispitivanja fotostabilnosti izvodeni su u fotoreaktoru koji je
opremljen sa celijom od borosilikatnog stakla (cev duzine 240 mm, unutrasnjeg
preénika 40 mm) efektivne zapremine 250 ml (Cernigoj et al., 2007; Zabar et al., 2011).
Celija je postavljena u centru fotoreaktora izmedu 6 lampi na udaljenosti od 10 cm. Sest
zivinih lampi niskog pritiska sluze kao izvor UVA (315-400 nm) zracenja (CLEO 20 W,
438 mm x 26 mm, Philips; sa emisionim maksimumom na 355 nm) (Slika 30). Rastvori
analita zapremine 250 ml izlagani su svetlosti tokom 120 minuta. Uzorci su odrzavani u
konstantnom kontaktu sa sobnom atmosferom i odrzavani na konstantnoj temperaturi 25
+ 2 °C tokom eksperimenta. U toku trajanja eksperimenta, alikvoti od 10 ml
ozrac¢ivanog uzorka uzimani su iz ¢elije u odredenim vremenskim intervalima (15, 30,

45, 60, 90 i 120 min) i analizirani na HPLC-DAD i UV-Vis spektrofotometru.

4.5. Odredivanje DHHB, BP3, BP4 i njihovih hlorovanih

proizvoda u bazenskim vodama

Uzorci vode zapremine 1l uzimani su iz nekoliko bazena tokom letnje sezone
avgusta 2011. godine u Sloveniji i tokom avgusta 2012. godine u Srbiji. Uzorci su
podeljeni na dva dela 1 ekstrahovani pomocu strata-X 33 pum polimernog sorbenta
(kertridzi 200 mg/6 ml) i eluirani prema protokolu predlozenom od strane Phenomenex.
Uzeti uzorci vode su najpre zakiseljavani sa glacijalnom siréetnom kiselinom do pH =
3,5. Kondicioniranje sorbenta u kertridzima se vrs$i sa 5 ml metanola a potom sa 5 ml
dejonizovane vode. Uzorci od po 500 ml vode propustani su kontinuirano kroz kolonu
koris¢enjem manifold aparature kao §to je prikazano na slici 31. Potom su ispod
kertridza postavljene epruvetice i eventualno prisutna jedinjenja su eluirana sa po 5 ml
acetona i 5 ml dihlormetana. Nakon uparavanja rastvaraca, uzorci su rastvoreni u 0,5 ml
mobilne faze i analizirani na HPLC-DAD po metodi koja ¢e biti opisana daljem tekstu.
Da bi se uradila kvantitativna analiza, pripremljene su kalibracione krive u opsegu
koncentracija od 0,125 do 3 pg/l za BP3 i 0od 0,125 do 7,5 ng/l za 3,5-diCI-BP3.
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Uzorak

Slika 31. Sema aparature koriséene za ekstrakciju UV filtera iz vode
(Phenomenex, 2003).

4.6. Instrumentalne analiti¢ke metode
4.6.1. Odredivanje tacke topljenja

Tacka topljenja sintetisanih jedinjenja odredivana je pomocu OptiMelt EZ

(Stanford Scientific) automatizovanog sistema za odredivanje tacke topljenja.

4.6.2. Odredivanje pH vrednosti

Za pracenje pH vrednosti koriS¢en je pH-metar Hanna Instruments HI 8417.

4.6.3. Elementarna analiza

Udeo mase ugljenika, vodonika i azota (%) Cdistith proizvoda dobijenih u
postupcima sinteze odreden je koriS¢enjem Perkin Elmer Series II CHNO/S 2400
elementarnom analizatoru. Dobijeni rezultati uporedeni su sa izraunatim sadrZajem

svakog elementa za svako ispitivano jedinjenje.

4.6.4. IR (infracrvena) spektroskopija

IR spektroskopija koriS¢ena je kao jedna od dodatnih metoda kako bi se
potvrdila predlozena struktura jedinjenja, na osnovu prisustva glavne funkcionalne

grupe. Karakterizacija ispitivanih jedinjenja na osnovu njihovih IR spektara vrSena je
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pomoc¢u Parkin-Elmer Spectrum BX spektrometra, merenjem oslabljene ukupne

refleksije uzorka. Uzorci su ispitivani u ¢vrstom stanju.

4.6.5. UV-Vis spektrofotometrija

Apsorpcioni spektri su snimljeni za rastvore DHHB UV filtra i njegovih
hlorovanih proizvoda 3-Cl DHHB i 5-C1 DHHB u smesi acetonitril-destilovana voda
(1:1) kako bi se pratila promena apsorbance u toku eksperimenta fotodegradacije.
Pocetna koncentracija rastvora bila je 50 mg/l i nakon odredenih perioda zracenja
uzimani su alikvoti i snimani na UV-Vis spektrofotometru. Apsorpcioni spektri su
snimljeni takode i za BP3 i BP4 UV filtre i njihove hloro derivate dobijene u postupku
opisanom u odeljku 4.3.2. UV-Vis apsorpcioni spektri snimljeni su na Hewlett Packard
8453 spektrofotometru sa kvarcnim kivetama kod kojih je duzina optickog puta 1 cm.

Apsorbanca je merena na talasnim duzinama od 200-500 nm.

4.6.6. 'H i °C nuklearna magnetna spektroskopija

Analize na NMR spektroskopu izvodene su kako bi se dobila kompletna
informacija o strukturi sintetisanih proizvoda 1 o njihovoj cisto¢i. NMR spektri
snimljeni su na Bruker Avance DPX 300 spektrometru na 300 MHz (*H) i na 75 MHz
(**C). Hemijska pomeranja data su & jedinicama (ppm) a konstante kuplovanja (J) u
hercima (Hz). Kao referentni standard je koriS¢en tetrametilsilan (TMS), a uz svaki
spektar naveden je rastvara¢ u kome je sniman. Ispitivani proizvodi su uglavnom

rastvarani u deuterisanom hloroformu (CDCls) ili dimetil sulfoksidu (DMSO).

4.6.7. HPLC-DAD analize

Tecna hromatografija visoke performanse (HPLC, eng. HighPerformance Liquid
Chromatography) u kombinaciji sa DAD (eng. Diode Array Detector) je upotrebljena
kako bi se pratili proizvodi degradacije odabranih UV filtera. HPLC analize izvedene su
na Agilent 1100 HPLC-DAD. Hromatografsko razdvajanje izvodeno je na koloni
Zorbax C8 (pre¢nika 4,6 mm x 250 mm duzine) punjene stacionarnom fazom Chromasil
100 (veli¢ina pora 5 um) koje proizvodi BIA Separations d.0.0., Slovenija. Temperatura

kolone odrzavana je na 25 °C. Injekciona zapremina bila je 75 pl, a kao mobilna faza

63



Eksperimentalni deo

koriS¢ena je smeSa acetonitrila i razblazene siretne kiseline (pH 3) u odnosu 60:40.
Protok rastvaraca podesen je na 1,0 ml/min, a trajanje metode na 25 minuta sa dodatnih
5 minuta (post run). DHHB i njegovi hlorovani proizvodi snimani su na talasnoj duzini
detektora koja je podesena na 360 nm, dok su BP3, BP4 i njihovi hlorovani proizvodi
praceni na talasnoj duzini 240 nm. Sve analize su ponovljene tri puta i1 predstavljene kao
srednja vrednost * standardna devijacija. Uzorci DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih
proizvoda takode su uzimani najmanje u duplikatima i sva merenja vrSena su Cetiri puta
kako bi se obezbedila reproduktivnost merenja, a rezultati su izrazeni kao srednja

vrednost + standardna devijacija (SD).

4.6.8. LC-ESI-MS i LC-ESI-MS-MS analize

Identifikacija proizvoda hlorovanja DHHB, BP3 i BP4 UV filtera vrsena je
pomocu teéne hromatografije u kombinaciji sa masenom spektrometrijom (LC-MS).
Maseni spektri snimljeni su na Agilent 6224 Accurate-Mass TOF masenom
spektrometru sa dvostrukom elektrosprej jonizacijom (ESI, eng. Electrosprey

lonization) sa radom u pozitivnom modu.

Za rasvetljavanje kompletnog mehanizma reakcije DHHB UV filtra sa
dezinfekcionim sredstvom koriS¢ena je te¢nomaseno-masena spektrometrija. Waters-
Micromass LC-QTOF tandem maseni spektrometar (Micromass, Manchester, UK) sa
ortoganalnim Z-sprejem kao jonskim izvorom, koris¢en je za LC-ESI-MS i LC-ESI-
MS-MS eksperimente. Te¢nohromatografsko razdvajanje je postignuto koris¢enjem

gradijentnog programa (Tabela 3).

Eluat je izloZen elektrosprej jonizaciji (ESI) u pozitivnom modu i kao proizvodi
su nastali protonovani molekuli komponenata uzorka [M+H]". Snimanje je izvodeno za
m/z vrednosti u opsegu od 60 do 600. Elementarni sastav snimljenih jona dalje je
odredivan pomocu MassLynx Elemental Composition softvera V4.1 (Micromass).
Maksimalna devijacija postavljena je na 5 ppm i kao moguce prisutni elementi odabrani

suC, H, N, O, S, Cl. Pet snimanja je kombinovano pre integracije pojedinacnih pikova.
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Tabela 3. Program gradijentnog razdvajanja tecnom hromatografijom

Vreme Hjo CH;CN @ Protok  Kriva
1 (0)

(min) mravlja Kis. 0,1% (%)
0,00 40 60 0,2 1
6,00 10 90 0,2 6
15,00 10 90 0,2 6
20,00 40 60 0,2 6
25,00 40 60 0,2 6

Temperatura rastvaranja je podesena na 250 °C a temperatura jonskog izvora na
100 °C. Azot je koriS¢en kao rasprsivac ili nebulajzer (35 I/h) i kao gas za rastvaranje
(350 I/h). Kako bi proizveo maksimalan intenzitet, optimalan napon za probe i
komponente jonskog izvora podeSen je na 3 kV za kapilarnu kolonu od nerdajuceg
Celika, 35 V napon na konusu (sample cone) i 1V ekstrakcioni napon na konusu

(extractor cone).

Tandemska masena spektrometrija (MS-MS) izvodena je u modu koliziono
indukovane disocijacije (CID, eng. Collisionally Induced Dissociation) koriste¢i argon
u kolizionoj éeliji na pritisku od 4,0 x 10° milibara. Za preliminarni "otisak prsta"
koris¢en je gradijent kolizione energije (15-35 V), a potom su koriS¢ene specificne
energije kako bi se nedvosmisleno izolovali joni proizvoda. Jon prekursor, odnosno
protonovani molekulski jon, [M+H]" je koriséen kao monitoring jon (ili lock mass) u
MS-MS ekperimentima, $to je omogucilo precizna merenja masa. Jonska formula
odredena je razgrani¢avanjem mogucih elemenata koji su prisutni i u formuli jona

prekursora, kao i podesavanjem maksimalnog odstupanja od 20 ppm u merenju mase.

4.7. Ispitivanje toksi¢nosti upotrebom test organizama

Potencijalni toksi¢ni efekat UV filtra DHHB 1 njegovih hlorovanih proizvoda

ispitan je primenom tri standardna testa ekotoksi¢nosti na test organizmima: Vibrio
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fischeri, Pseudokirchneriella subcapitata i Daphnia magna, a UV filtera BP3 i BP4

standardnim testom na test organizmu Vibrio fischeri.

4.7.1. Toksikoloski test na luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri

Toksikoloski test na luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri zasniva se na
merenju 30 min ECsy vrednosti za rastvore DHHB, 3-hloro- i 5-hloro DHHB, BP3,
BP4, 5CI-BP3 i 3,5-diCI-BP3.

Osnovni rastvori DHHB (analitickog standarda) i oba sintetisana hlorovana
proizvoda, 3-hloro i 5-hloro DHHB, pravljeni su u 1%-tnom rastvoru dimetil sulfoksida
(DMSO), pocetne koncentracije 2 mg/l. Osnovni rastvor BP4 pripremljen je u vodi,
koncentracije 1 g/l. Rastvor BP3 pripremljen je u acetonu (100 g/l) a 3,5-diCI-BP3 u
dimetil sulfoksidu (75 g/l). Konacna testirana koncentracija pripremljena je prema ISO
standardu (ISO 14442, 2006) postujué¢i maksimalnu dozvoljenu koncentraciju rastvaraca
(0,1 ml/).

Toksi¢nost DHHB, BP3 i BP4 UV filtra i njihovih hlorovanih proizvoda
testirana je standardnom 1SO metodom (ISO 11348-2, 2007) na te&no-susenoj™
luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri (LUMIStox, Dr. LANGE). Zavrsna tacka
toksi¢nosti odreduje se tako S$to se meri smanjenje luminescentne emisije bakterija
nakon inkubacije sa jedinjenjem Cija se toksi¢nost meri. Pre analiziranja uzoraka,
podesava se pH vrednost na 7 £ 0,2 sa hlorovodoni¢nom kiselinom ili natrijum
hidroksidom, i dodaje se odgovarajuca koli¢ina natrijum hlorida tako da zapreminski
udeo bude 2%, a sve u cilju sprecavanja moguc¢ih nezeljenih efekata koje mogu
uzrokovati neodgovarajuc¢i pH i koncentracije soli. Uzorak sa bakterijom Vibrio fischeri
stavljen je u dve vijale uporedo i odmah je izmerena luminescencija sa
fotomultiplikatorom LUMIStox300 luminometer (kontrolni uzorak). Nakon toga

ispitivano jedinjenje dodato je u vijalu koja sadrzi bakterije i odrzavana je temperatura

19 Tegno-susenje (liquid-drying) je alternativni proces procesu susenja pomocu vakuuma i koristi se za
konzerviranje bakterija koje su posebno osetljive na pocetnu fazu zamrzavanja kod normalnog procesa
liofilizacije. Prednost ovog procesa je u tome Sto se sprecava zamrzavanje kultura tako Sto se susenje vrsi
direktno iz te¢ne faze.
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od 15 £ 1 °C u toku 30 minuta. Zatim su od toga pravljena geometrijska razblazenja (2,
4, 8, 16, 64 i 128 puta) prema ISO standardu (ISO 11348-2, 2007). Slepa proba je
napravljena sa 2%-tnim rastvorom natrijum hlorida, a negativna kontrola sa 1%-tnim
rastvorom dimetil sulfoksida (DMSO) koji je kori$é¢en kao rastvarac. Merene su emisije
luminescencije za svaku probu nakon 30 minuta i 30 min ECsy vrednost je racunata Sa
95% pouzdanosti prema ISO standardu 11348-2, pomoc¢u programa podrzanog
kompjuterskim softverom. 30 min ECsp vrednosti ra¢unate su koriséenjem logaritamske
linearne regresije i predstavljaju koncentraciju testiranog jedinjenja koja odgovara
inhibiciji 50% luminescencije (u odnosu na kontrolnu probu) nakon 30 minuta

1zloZenosti.

4.7.2. Toksikoloski test na algama

Toksikoloski test na alge izvoden je koriiéenjem Algaltoxkit F™™ (1996) sa
zelenom algom Pseudokirchneriella subcapitata (Selenastrum capriconutum ili
Raphidocelis subcapitata) prema ISO standardu 1SO 8692, 2012. Testirana je toksi¢nost
tri odabrana jedinjenja: DHHB (analiticki standard) i sintetisani 3-hloro DHHB i 5-
hloro DHHB u koncentracionom opsegu 0,01-1 mg/l. Testovi su izvodeni u erlenmajeru
od 250 ml u medijumu pripremljenom prema ISO 8692 standardu. Odgovarajuce
zapremine rastvora ispitivanih supstanci dodate se u hranljivi rastvor kako bi se dobile
zadate koncentracije. U jednom sudu nalazi se rastvor bez ispitivane supstance i sluzi
kao kontrolni uzorak. Dodatno se jos, radi unutras$nje kontrole kvaliteta, izvodi bioesej i
na referentnu hemikaliju kalijum dihromat (K,Cr,O7). Svi uzorci sa ispitivanim
supstancama, kao i kontrolni, inkubiraju se tri dana (72 h) na temperaturi 23 + 2 °C uz
mesanje po proceduri 110 min (Innova 4340, New Brunswick Scientific, Nju Dzersi,
SAD) i kontinuirano izlaganje svetlosti od 10000 luksa kako bi se obezbedio
eksponencijalni rast algi. Inhibicija rasta algi u odnosu na kontrolnu probu odredena je
dnevnim merenjem opticke gustine (OG) na 670 nm na Lambda 14P spektrofotometru
(Perkin Elmer, Norwalk, Konektikat, SAD). Sest ponavljanja merenja vrieno je za
kontrolnu probu i po tri merenja za svaku ispitivanu koncentraciju. Po tri merenja
vrsena su za svaki uzorak. Na pocetku i na kraju eksperimenta u svim uzorcima merena
je pH vrednost uz pomo¢ staklene elektrode (pH 526 WTW, Vajlhajm, Nemacka).

Odredivana je koncentracija koja inhibira 50% rasta algi i oznacena je kao zavr$na tacka
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toksi¢nosti, a izrazava se kao ECsg analizom nelinearne regresije. 72 h ECsg vrednosti

raCunate su ISO metodom ,,povrSina ispod krive®.

4.7.3. Toksikoloski test na Daphnia magna

Toksikoloski test na Daphnia magna Straus izvoden je koris¢enjem Daphtoxkit
F™ magna prema ISO protokolu (ISO 6341, 2012). Mala jajasca D. magna su
aktivirana pranjem sa ¢esmenskom vodom i onda se legu 72 h pre testiranja na 20 + 1
°C uz kontinuirano izlaganje svetlosti na 6000 luksa. Pripremljeni su rastvori DHHB
analitickog standarda i sintetisanih 3-hloro i 5-hloro DHHB u opsegu koncentracije od
0,01-2 mg/l. Pet organizama (tek izlegle novorodencadi) izloZeno je svakom Stepenu
razblazenja u 4 ponavljanja. Rastvori bez testiranih supstanci kori$¢eni su kao kontrolni.
Nakon 24 h i 48 h inkubacije na 20 = 1 °C zabelezen je broj nepokretnih
(imobilizovanih) dafnija. Procenat nepokretnih dafnija analiziran je probit'! analizom
kako bi se odredila efektivna ECs, koncentracija koja uzrokuje 50% nepokretnih

dafnija.

Da bi se obezbedili pouzdani toksikoloski podaci, stabilnost DHHB UV filtra i
hlorovanih derivata proveravana je ispitivanjem njihove stabilnosti i fotostabilnosti
tokom vremena. Utvrdeno je da su koncentracije ovih jedinjenja bile stabilne u svim
testovima (3,8 = 0,6% od pocetne koncentracije) i svim ispitivanim rastvorima u toku
24, 48 i 72 sata trajanja eksperimenata. Koncentracije rastvora pracene su sa prethodno
opisanom HPLC metodom. Takode, pH vrednosti su se kretale od 6,86 do 6,98, $to
znai da su bile u preporu¢enom opsegu (6-9), i nisu se menjale znacajno tokom

vremena.

4.7.4. Uporedni podaci o toksi¢nosti na dafnije, mikroalge i fotobakterije

Radi poredenja dobijenih rezultata sa ostalim literaturnim podacima, razmatrane
su odabrane ekotoksikoloSke studije na benzofenonu i benzofenonskim UV filtrima.
Poredeni su podaci toksi¢nosti UV filtera radeni na dafnijama, mikroalgama i

fotobakterijama u istrazivanjima u kojima su imali slicne eksperimentalne uslove. U

1 Stepen verovatnoée na osnovu odstupanja od srednje vrednosti normalne raspodele.

68



Eksperimentalni deo

ovim istrazivanjima, organizmi su bili izloZeni dejstvu nekoliko organskih UV filtera u
razli¢itim koncentracionim opsezima od 0,005 do 70 mg/l u toku 24, 48 i 72 sata. U
okviru ovog rada testirani su rastvori koncentracija od 0,01 do 2 mg/l. Da bi se odredio
toksi¢ni potencijal DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih proizvoda i uporedio sa
ostalim benzofenonima, poredene su ECsp (ICs0) vrednosti organizama nakon izlaganja
srodnim benzofenonskim UV filtrima. Vrednost ECs, — polovina maksimalne efektivne
koncentracije, predstavlja efektivnu koncentraciju test supstance (eng. effective
concentracion) koja izaziva 50% efekta na posmatrano svojstvo test organizma,
odnosno koncentracija jedinjenja pri kojoj se ispoljava 50% njegovog maksimalnog
efekta. Vrednost 1Cso predstavlja koncentraciju na kojoj se ispoljava polovina

maksimalnog inhibitorskog dejstva.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA
5.1. Sinteze

5.1.1. Sinteza heksil 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoata (DHHB)

Prvi korak u sintezi heksil 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoata je

sinteza 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeve kiseline.

5.1.1.1. Sinteza 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeve kiseline

2-(4-Dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeva kiselina je keto-kiselina ¢ija
sinteza postoji u literaturi (Patel et al., 2005). U procesu sinteze, kao polazni reagensi
koriS¢eni su anhidrid ftalne kiseline i N,N-dietil-m-aminofenol (DEAP). Direktnim
topljenjem anhidrida ftalne kiseline na temperaturi od 130 °C dolazi do reakcije
elektrofilne aromati¢ne supstitucije, pri ¢emu se anhidrid ftalne kiseline vezuje u orto-
polozaj na prsten dietilaminofenola. Ova supstitucija povlaci otvaranje petoclanog
prstena u molekulu anhidrida ftalne kiseline i formiranje 2-(4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoeve kiseline (Sema 2). Ova reakcija predstavlja Fridel-Kraftsovu
reakciju acilovanja aromati¢nog prstena dietilaminofenola sa anhidridom ftalne kiseline.
U reakcijama Fridel-Kraftsove acilacije obi¢no se koriste Luisove kiseline kao
katalizatori. Medutim, u ovom slucaju katalizator nije bio potreban jer je DEAP
dovoljno aktivan za acilovanje sa anhidridom kiseline. Dobijena reakciona smesa bila je
intenzivno obojena crveno-ljubicasto, jer su necisto¢e bile prisutne u samom
aminofenolu. Prekristalizacijom dobijenog proizvoda iz smeSe etanola i etilacetata
dobijeno je 16,65 g (72%) 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeve kiseline; tacka
topljenja 213-215 °C (207-208 °C prema Patel et al., 2005).

OH OH O COOH

refluks
0o + —_—
toluen
Et;N Et,N

(@]

Sema 2. Sinteza 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeve kiseline.
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Podaci na osnovu kojih je okarakterisana struktura 2-(4-dietilamino-2-

hidroksibenzoil)benzoeve kiseline:

IR (KBr, v/em *): 3447, 2974, 2669, 2539, 1850, 1765, 1692, 1632, 1588, 1523, 1420,
1343, 1283, 1242, 1196, 1128, 1081, 1015, 928, 846, 804.

'H NMR (DMSO-dg) 8/ppm: 1,10 (t, J = 7,0 Hz, 6H); 3,39 (q, J = 7,1 Hz, 4H); 6,08 (d,
J=2,3Hz, 1H); 6,19 (dd, 1H, J =2,4i 9,2 Hz, ArH); 6,80 (d, J = 9,1 Hz, 1H); 7,38 (d,
J=6,6 Hz, 1H): 7,65 (m, 2H): 7,95 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 12,55 (s, 1H); 13,01 (s, 1H).
MS (ESI-) m/z (%) 312 (M-H", 15), 269 (14), 268 (69), 240 (10), 238 (18), 225 (17),
224 (100), 120 (5).

HRMS (ESI-) za C1gH1sNO4 (M—H"): izracunato 312,1236; izmereno 312,1235.

5.1.1.2. Sinteza heksil 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoata (DHHB)

Nakon $to je dobijena 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoeva kiselina,
bilo je potrebno da se izvede reakcija esterifikacije kako bi se kao proizvod dobio heksil
2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoat (DHHB). Prisustvo jednog ekvivalenta
N,N'-dicikloheksil-karbodiimida (drugacije cikloheksamin, DCC) u reakcionoj smesi,

omogudilo je da se jedan ekvivalent karboksilne kiseline potpuno konvertuje u estar (8).

R-COOH +R'-OH + DCC —&- > R-COO-R'+ (C,H,,~NH),CO (8)

Hassner i Alexanian (1978) dokazali su da se reakcija esterifikacije odigrava
zahvaljujuéi prisustvu dicikloheksil-karbodiimida (DCC) i 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) kao katalizatora. Prisustvo katalizatora, DMAP, omoguc¢ava da prinos estra
dostigne 94%, umesto 10% Kkoji se dobije bez katalizatora. Dicikloheksil-karbodiimid
omogucava pocetak reakcije. Karboksilna kiselina se uz pomo¢ DCC konvertuje u
anhidrid, koji sa katalizatorom formira acilpiridinijum jon. Zatim dolazi do nukleofilnog
napada alkoholnog ostatka (n-heksanola) na karbonilni ugljenik pri ¢emu nastaje estar,
odnosno DHHB (Sema 3).
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OH 0 COOH OH o) COOCgH,;

CgH430H, DCC
DMAP
Et,N Et,N

Sema 3. Sinteza 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoata (DHHB).

Dobijeni sirovi proizvod u postupku sinteze imao je roze-ljubic¢astu boju i radi
preci$¢avanja je propusten kroz kratku hromatografsku kolonu silika gela, kao eluent je
koriS¢en etilacetat. Dobijeno je 1,65 g (prinos 28%) heksil 2-(4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoata (DHHB) u vidu ulja Zute boje.

Podaci na osnovu kojih je okarakterisana struktura heksil 2-(4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoata (DHHB):

IR (KBr, cm™): 3063, 2959, 2932, 2868, 2725, 2360, 1721, 1630, 1596, 1563, 1522,
1343.

'H NMR (CDCls), dppm: 0,84 (m, 3H); 1,19 (m, 12H); 1,49 (m, 2H); 3,38 (9, J = 7,1
Hz, 4H); 4,12 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 6,04 (dd, J = 3,0; 9,0 Hz, 1H); 6,15 (d, J = 3,0 Hz,
1H); 6,89 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 7,36 (m, 1H); 7,54 (m, 2H); 8,06 (m, 1H); 12,61 (s, 1H).
3C NMR (CDCl3) dlppm: 12,7 (CHs); 14,2 (CH3); 22,6 (CH,); 25,8 (CH,); 28,4 (CH));
31,6 (CHy); 44,8 (CHy); 65,9 (CH,); 97,3 (CH); 103,8 (CH); 110,3 (C); 128,0 (CH);
129,3 (CH); 130,5 (CH); 132,1 (CH); 134,7 (CH); 140,6 (C); 154,1 (C); 165,6 (C);
166,4 (C); 198,7 (C) (Slika 32).

MS (ESI+) m/z (%): 398 (MH", 96), 384 (28), 382 (14), 297 (7), 296 (33), 150 (10),
149 (100), 77 (6).

HRMS (ESI+) za Cy4H3NO,4 (MH™): izradunato 398,2331; izmereno 398,2315.
Elementarna analiza: Izra¢unato za Cp4H31NO,4: C =72,61%, H = 7,86%, N = 3,52%;
izmereno: C =72,59%, H = 8,06%, N = 3,54%.
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Slika 32. *H NMR spektar heksil 2-(4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoata
(DHHB).

5.1.2. Sinteza hlorovanih proizvoda: heksil 2-(3-hloro-4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoata i heksil 2-(5-hloro-4-dietilamino-2-

hidroksibenzoil)benzoata

U reakciji DHHB UV filtra sa natrijum hipohloritom veoma brzo dolazi do
stvarnja hlorovanih proizvoda. Fenolni prsten DHHB UV filtra je veoma reaktivan i
veoma lako podleze elektrofilnoj aromati¢noj supstituciji. Hlor iz NaOCI se obi¢no
supstituise na polozajima 3 ili 5 (Sema 4). Ovo se obja$njava &injenicom da su te
pozicije u orto- i para-polozaju u odnosu na supstituente prvog reda, hidroksilnu i
amino grupu. Prisustvo elektron donorskih supstituenata (-OH i —NH,) u jezgru
aromati¢nih kiselina utice na aktiviranje prstena pri elektrofilnim supstitucijama, a

poznato je i da su ove dve grupe najjace orto- i para- dirigujuce grupe.

Kao proizvod u reakciji hlorovanja nastaje smesa hloro derivata DHHB UV
filtra. Razdvajanje komponenata dobijenog proizvoda vrSeno je hromatografijom na

koloni i u malim epruvetama skupljane su frakcije, kao $to je prikazano na slici 28.
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OH 0] COOC4zH ;5
Et;N I
NaOCl, HCI,
AcOH
OH 0] COOCgzH,3 OH 0] COOCgH,3
Cl e
Et,N I I EBN
3-hloro DHHB Cl 5-hloro DHHB

Sema 4. Reakcija DHHB UV filtra sa NaOCI.

Na osnovu TLC hromatograma, spajane su frakcije za koje se moglo pretpostaviti da
sadrze iste, Ciste komponente, a potom je rastvaraé uparen na rotacionom vakuum
uparivacu. Na taj nacin su dobijena dva proizvoda, jedinjenje A sa prinosom od 64 mg
(15%) i jedinjenje B sa prinosom od 43 mg (10%). Oba proizvoda bila su u vidu ulja
svetlo zuckaste boje, i na osnovu spektroskopskih i spektrometrijskih podataka

okarakterisana su kao:

Jedinjenje A, heksil 2-(3-hloro-4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoat
(3CI-DHHB):
'H NMR (CDCls) 6/ppm: 0,84 (m, 3H); 1,19 (m, 12H); 1,49 (m, 2H); 3,38 (g, J = 7,1
Hz, 4H); 4,12 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 6,39 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 6,89 (d, J = 9,0 Hz, 1H);
7,36 (m, 1H); 7,54 (m, 2H); 8,06 (m, 1H); 12,61 (s, 1H) (Slika 33).
3C NMR (CDCls) /ppm: 13,0 (CHs); 14,1 (CHs); 22,5 (CH,); 25,7 (CH,); 28,3 (CHy);
31,5 (CHy); 45,7 (CHy); 66,0 (CHy); 111,1 (CH); 113,0 (C); 114,4 (C); 127,7 (CH);
129,1 (C); 129,8 (CH); 130,6 (CH); 130,9 (CH); 132,3 (CH); 139,9 (C); 155,2 (C);
160,8 (C); 165,9 (C); 200,5 (C).
HRMS (ESI+) m/z: izradunato za C4H3CINO, (M+H™) 432,1936, izmereno 432,1946.
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Jedinjenje B, heksil 2-(5-hloro-4-dietilamino-2-hidroksibenzoil)benzoat
(5CI-DHHB):
'H NMR (CDCly) o/ppm: 0,84 (m, 3H); 1,19 (m, 12H); 1,49 (m, 2H); 3,38 (q, J=7,1
Hz, 4H); 4,12 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 6,54 (s, 1H); 7,01 (s, 1H); 7,36 (m, 1H); 7,54 (m, 2H):
8,06 (m, 1H); 12,61 (s, 1H) (Slika 34).
HRMS (ESI+) m/z: izradunato za C24H31CINO, (M+H") 432,1936, izmereno 432,1928.
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Slika 33. *H NMR spektar heksil 2-(3-hloro-4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoata (3CI-DHHB).
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Slika 34. *H NMR spektar heksil 2-(5-hloro-4-dietilamino-2-
hidroksibenzoil)benzoata (5CI-DHHB).
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5.1.3. Sinteza hloro derivata BP3

Zbog slabe rastvorljivosti BP3 UV filtra u vodi, preparativno hlorovanje vrseno
je, kao i u slu¢aju DHHB UV filtra, u organskom rastvaracu, ta¢nije u dihlormetanu. U
organskom medijumu sa N-hlorosaharinom kao hloriraju¢im sredstvom, osim glavnog
proizvoda, 5CI-BP3, nastaje i dovoljna koli¢ina 3CI-BP3 $to je omoguéilo izolovanje i
karakterizaciju ovih jedinjenja (Sema 5). Sa viskom dezinfekcionog sredstva, nastaje
takode 1 3,5-dihloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenon (3,5-diCI-BP3). Sinteza 3,5-diCl-
BP3 bice predstavljena u poglavlju 5.1.3.1.

Nakon uparavanja rastvaraca na snizenom pritisku, iz reakcione smese zaostalo
je 2,54 g zZute kristalne supstance koja se sastojala iz 5-hloro-2-hidroksi-4-
metoksibenzofenona (naziv. po IUPAC nomenklaturi  (5-hloro-2-hidroksi-4-
metoksifenil)(fenil)metanon) kao glavnog proizvoda, i oko 15% 3-hloro-izomera.
Rekristalizacijom sirovog proizvoda iz smeSe dihlormetana i petrol etra dobijen je
prinos od 1,20 g (46%) Cistog 5-hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona, tacke topljenja
113-116 °C. Tecnost nakon kristalizacije 5-hloro izomera uparena je i proizvod
precis¢en na hromatografskoj koloni. Izolovano je 232 mg (9%) cistog 3-hloro-2-

hidroksi-4-metoksibenzofenona, tacke topljenja 135-137 °C.

OH 0

H,CO

N-hlorosaharin / CH,Cl,

OH 0 OH 0O

Cl

H,CO H,CO

Cl

Sema 5. Reakcija BP3 UV filtra sa N-hlorosaharinom.
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Podaci na osnovu kojih je okarakterisana struktura (3-hloro-2-hidroksi-4-
metoksifenil)(fenil)metanona (3CI-BP3):

IR (KBr, cm™): 3439, 3055, 2959, 2852, 2689, 1621, 1579, 1504, 1443, 1416, 1347,
1292, 1177, 1145, 1079, 988, 925, 792.

'H NMR (aceton dg) 8/ppm: 4,02 (s, 3H, OCHs), 6,80 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,55 (m, 6H,
ArH), 13,0 (s, 1H, OH).

3C NMR (CDCls) 8/ppm: 56,5 (CHs), 102,4 (CH), 109,4 (C), 114,1 (C), 128,4 (CH),
128,9 (CH), 131,9 (CH), 133,3 (CH), 137,7 (C), 160,7 (C), 161,1 (C), 200,1 (C).

MS (ESI+) m/z: 265 (MH™+2, 27), 263 (MH", 74), 187 (33), 185 (100), 105 (18), 77(8).
HRMS, (ESI+) za C14H1103Cl (MH"): izradunata 263,0476; izmerena 263,0475.
Elementarna analiza: lzra¢unato za C14H11ClO3: C = 64,01%, H = 4,23%, izmereno: C

=64,06%, H = 4,22%.

Podaci na osnovu kojih je okarakterisana struktura (5-hloro-2-hidroksi-4-
metoksifenil)(fenil)metanon (5CI-BP3):

IR (KBr, Cm_l): 3447, 2978, 2944, 2637, 1626, 1603, 1572, 1488, 1440, 1371, 1346,
1266, 1208, 1149, 1055,995, 915, 829, 7809.

'H NMR (aceton dg) 8/ppm: 4,03 (s, 3H, OCH3), 6,74 (s, 1H, ArH), 7,50 (m, 3H, ArH),
7,60 (m, 3H, ArH), 12,57 (s, 1H, OH).

13C NMR (CDCl3) 8/ppm: 56,7 (OCH3), 101,2 (CH), 113,16 (C), 113,18 (C), 128,7
(CH), 129,0 (CH), 132,0 (CH), 134,2 (CH), 137,8 (C), 161,4 (C), 165,1 (C), 199,5 (C).

MS (ESI+) m/z: 265 (MH*+2, 12), 263 (MH*, 35), 187 (40), 185 (100), 149 (13), 105
(28), 97 (15), 77 (16).

HRMS, ESI (+) za C14H1,05ClI (I\/IH+): izraunata 263,0474; izmerena 263,047.

Elementarna analiza: Izrac¢unato za C14H11:ClO3: C = 64,01%, H 4,23%, izmereno: C =
64,01%, H = 4,18%.
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5.1.3.1. Sinteza 3,5-dihloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona (3,5-diCI-BP3)

U reakciji  5-hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona (5CI-BP3) sa N-
hlorosaharinom dobijena je ¢vrsta supstanca zute boje (Sema 6), koja je potom
rekristalisana iz smeSe dihlormetana i heksana i izolovano je 0,965 g (65%) svetlo zutih

kristala 3,5-dihloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona (tacka topljenja 98-101 °C).

OH (@] OH o]
Cl
N-hlorosaharin
CH,Cl,
H;CO H;CO
Cl Cl

Sema 6. Reakcija hlorovanja 5-hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenona.

Podaci na osnovu kojih je okarakterisana struktura (3,5-dihloro-2-hidroksi-4-
metoksifenil)(fenil)metanon (3,5-diCI-BP3):
IR (KBr, cm_l): 3442, 2870, 1620, 1595, 1475, 1422, 1328, 1247, 1165, 1078, 989.

'H NMR (CDCls) 8/ppm: 4,01 (s, 3H, OCHg), 7,56 (m, 3H), 7,65 (m, 3H, ArH), 12,74
(s, 1H, OH).

13C NMR (CDCls) 8/ppm: 61,5 (OCH3), 118,0 (C), 118,6 (C), 119,2 (C), 129,6 (CH),
130,1 (CH), 133,1 (CH), 133,6 (CH), 138,0 (C), 159,1 (C), 200,6 (C), 206,2 (C).

MS (ESI+), miz (%): 301 (MH*+4, 14), 299 (MH"+2, 36), 297 (MH", 56), 263 (20),
223 (12), 221 (71), 219 (100), 185 (32), 105 (42).

HRMS, ESI (+) za C14H1103Cl, (MH+): izraCunata 297,0085; izmerena 297,0093.

Elementarna analiza: izracunato za C14H1oCl,03: C = 56,59%, H = 3,39%, izmereno:
C =56,75%, H = 3,35%.

5.1.4.Hlorovanje BP4 UV filtra u baznoj sredini

BP4 UV filter, ili 2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska kiselina, u svojoj

strukturi sadrzi sulfonsku grupu (-SOsH) koja je elektron-privlacna i deaktivira
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aromati¢ni prsten za elektrofilnu supstituciju. S druge strane, jonizovana sulfonatna
grupa je elektron-donorska i olak8ava supstituciju. U baznoj sredini, u prisustvu
NaHCOg;, sulfonska grupa BP4 je u deprotonovanom obliku i tako je benzofenonski
prsten dostupniji za elektrofilno hlorovanje (Sema 7). Nakon filtriranja reakcione
smeSe koja je sadrzala BP4, TCCA i NaHCOg;, tankoslojnom hromatografijom je
utvrdeno da se proizvod nalazi u talogu. To implicira da je proizvod nepolarne prirode
I da ne sadrzi kiselu funkcionalnu grupu (-SOzH), u suprotnom bi bio u vodenoj fazi
zbog dodatog bikarbonata. Cvrst proizvod je rastvoren u dietil etru i ispiran sa
rastvorom NaHCO; i vodom kako bi se odstranila moguée preostala izocijanurna
kiselina. Zatim je uparen rastvara¢ i Sirov proizvod precis¢en na hromatografskoj
koloni i izolovano je 0,295 g (33%) proizvoda koji je prema tacki topljenja (135-137
°C) i protonskom NMR spektru identifikovan kao 3,5-dihloro-2-hidroksi-4-
metoksibenzofenon (3,5-diCI-BP3). Drugog proizvoda je bilo premalo da bi se uradila
potpuna karakterizacija, ali se na osnovu Rf vrednosti na TLC plo¢icama moglo
pretpostaviti da se radi o 5-hloro-2-hidroksi-4-metoksibenzofenonu (5CI-BP3). Nastali
proizvodi isti su kao i u reakciji hlorovanja BP3 UV filtra, s tim $to je glavni proizvod
isti kao u reakciji u poglavlju 5.1.3.1. gde u reakciji 5CI-BP3 sa N-hlorosaharinom
nastaje 3,5-diCI-BP3.

Dakle, u reakciji BP4 UV filtra sa trihloroizocijanurnom kiselinom u baznoj
sredini, dolazi do reakcije elektrofilne supstitucije pri ¢emu se sulfonska grupa
zamenjuje atomom hlora. U organskoj hemiji, sulfonska grupa je ve¢ poznata kao

dobra odlazeca grupa u reakcijama elektrofilne aromati¢ne supstitucije.

OH O OH O OH O

Cl
Ph TCCA, NaHCO, Ph Ph

H,0, CH4CN

MeO MeO MeO

SO4H cl cl

Sema 7. Reakcija BP4 UV filtra sa N-saharinom u baznoj sredini.
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5.1.5. Hlorovanje BP4 UV filtra u kiseloj sredini

U organskoj hemiji, sulfonska grupa se koristi kao zastitna grupa za dobijanje
monosupstituisanih fenola. U kiseloj sredini, u prisustvu hlorovodoni¢ne kiseline,
sulfonska grupa je m-dirigujuca i dolazi do supstitucije hlora iz NaOCl na aromati¢ni
prsten  2-hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonske kiseline (Sema 8). Dobijeni
proizvod je filtriran i pre¢i§¢en na hromatografskoj koloni i izolovano je 39 mg (18%)
5-benzoil-3-kloro-4-hidroksi-2-metoksibenzensulfonske  kiseline  (3CI-BP4), tacke

topljenja 160 °.
OH O OH O
Cl
NaOCl, HC|
H,O
MeO MeO
SO3H SO3zH

Sema 8. Reakcija BP4 UV filtra sa NaOCI u kiseloj sredini.

Podaci na osnovu kojih je okarakterisana struktura 5-benzoil-3-kloro-4-hidroksi-
2-metoksibenzensulfonska kiselina (3CI-BP4):

IR (KBr, Cm_1 ): 3472, 2425, 1624, 1420, 1330, 1261, 1094, 1035, 936, 816, 771, 740,
702, 638, 614.

'H NMR (aceton dg) 8/ppm: 4,08 (s, 3H, OCHs), 5,62 (s, 1H, OH), 7,67 (m, 5H, ArH),
8,21 (s, 1H, ArH), 12,92 (s, 1H, SO3H).

MS (ESI), m/z (%): 343 (M—H +2, 42), 241 (M—H™ 100), 212 (65), 165 (38), 144 (42),
141 (94), 135 (82), 114 (57), 103 (65), 89 (64), 73 (48).

HRMS izracunato za C14H10ClOgS 340,9887, nadeno 340,9890.
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5.2. Dezinfekcioni eksperimenti
5.2.1. Hlorovanje BP3 i BP4 UV filtra

Za potrebe ovog eksperimenta svi hlorovani proizvodi BP3 i BP4 UV filtra su
sintetisani i kompletno okarakterisani pomoc¢u nekoliko instrumentalnih tehnika (NMR,
IR, MS). To je bilo neophodno usled nedostatka komercijalnih proizvoda ovih
jedinjenja na trzistu. U dezinfekcionim eksperimentima ova jedinjenja su koris¢ena kao
HPLC standardi te je tako na osnovu njihovih retencionih vremena u HPLC

hromatogramima izvedena identifikacija dobijenih proizvoda.

50 - BP3
25 - k
0
T T T 1
5 10 15 20 25
120 —
3CI-BP3
80 4
40
0 T T T 1
5 10 15 20 25
—~ 50+
5 5CI-BP3
<L
£ 25
T / \
[ =
5 o
w T T T 1
5 10 15 20 25
307 3,5.diCI-BP3
20
A
0 ="
T T T 1
5 10 15 20 25
10 o
BP3+TCAA
5 | A k
0 —
T T T 1
5 10 15 20 25

Retenciono vreme (min)

Slika 35. HPLC hromatogrami BP3, tri moguca proizvoda hlorovanja,
i reakcione smese BP3 sa TCCA.

Razblazeni vodeni rastvori BP3 i1 BP4 tretirani su sa NaOCl ili TCCA na sobnoj
temperaturi, i nakon odredenog vremena reakcija je zaustavljena dodatkom NaySOs.

Zabelezena je veoma brza reakcija oba jedinjenja u kontaktu sa dezinfekcionim
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reagensima. Polazna supstanca je u oba slucaja potpuno izreagovala za manje od 15
muinuta i gotovo da nema razlike u sastavu reakcione smeSe nakom 15 minuta, jedan
sat ili 24 sata nakon postavljanja reakcije. U eksperimentima u kojima su simulirani

dezinfekcioni uslovi vodene sredine, sa dodatkom NaOCI, formirani su isti proizvodi.

Nakon reakcije sa dezinfekcionim sredstvima BP3 i BP4 UV filtera, na HPLC-
DAD hromatogramima se pojavljuju dodatni pikovi koji mogu da odgovaraju
novonastalim hlorovanim proizvodima. Poredenje hromatograma BP3, sintetisanih
hlorovanih proizvoda i reakcione smeSe BP3 i TCCA prikazano je na Slici 35. Moze se
zakljuciti da hlorovanje BP3 UV filtra sa TCCA vodi nastanku 5-hloro i 3,5-dihloro
derivata. BP3 UV filter nije identifikovan 24 sata od pocetka reakcije, §to dokazuje da je
sav BP3 izreagovao.

OH O OH

cl COPh
[c1
(J T on
H3CO HsCO

Cl COPh
BP3 3CI-BP3 ,
[cn [C1]

—_—
* oH ” H,CO

COPh I

3,5-diCI-BP3
HaCO

OH O [C]J/ﬂ' cl y OH
- SCI-BP3 cl COPh

‘ ‘ clLHC
H,CO

SO,H

Y

H,CO

[Cl] = NaOCl ili TCCA SO3H
BP4 3CI1-BP4

Sema 9. Reakcioni put BP3 i BP4 UV filtera u prisustvu dezinfekcionog sredstva
(NaOCl ili TCCA))

Hlorovanje BP4 UV filtra u neutralnoj vodenoj sredini takode vodi formiranju
5CI-BP3 i 3,5-diCI-BP3 proizvoda. Kao $to je ocekivano, nije identifikovan 3CI-BP4,
Sto ukazuje da u neutralnoj vodenoj sredini, gde je sulfonska grupa kompletno

jonizovana, verovatnije dolazi do ipso supstitucije (zamena sulfonatne grupe hlorom).
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Jedino se u strogo kiselim uslovima, gde je sulfonska grupa protonovana, 3CI-BP4

pojavljuje kao proizvod.

Na osnovu svih dobijenih rezultata zaklju¢ujemo da su BP3 i BP4 UV filtri u
prisustvu dezinfekcionih sredstava (NaOCI ili TCCA) formirali iste proizvode. Takode,
I U simuliranim uslovima prirodne vode takode nastaju isti proizvodi. Predlozeni

reakcioni put ovih UV filtera u dezinfekcionoj sredini prikazan je na Semi 9.

Ocekivani dominantni putevi u realnim uzorcima bili bi formiranje 5CI-BP3
proizvoda u reakciji BP3 i BP4 UV filtra sa hlorom, i dalje hlorovanje 5-hloro
proizvoda pri ¢emu nastaje 3,5-diCI-BP3, pa se ocekuje da se ovi derivati mogu naéi u

Zivotnoj sredini.

5.2.2. Hlorovanje DHHB UV filtra

Uzimajuci u obzir ¢injenicu da je DHHB relativno nov proizvod i da ne postoji
mnogo podataka vezanih za ponasanje ovog UV filtra u zivotnoj sredini, postojao je
interes da se ovo jedinjenje detaljno ispita. Za potrebe ovih eksperimenta bilo je
potrebno sintetisati i okarakterisati sve hlorovane proizvode, $to je ve¢ predstavljeno u

poglavlju o sintezama.

Eksperimenti hlorovanja DHHB UV filtra izvodeni su sa ciljem da se ispitaju
njegove moguce transformacije nakon $to on dospe u vodenu sredinu u kojoj je prisutan
hlor, kao Sto je bazenska voda. Ispitivanje je vrSeno sa razli¢itim koncentracijama
hipohlorita tako $to su u rastvore DHHB UV filtra redom dadati 0; 0,5; 1; 1,51 2,5
ekvivalenta hipohlorita. Zahvaljuju¢i HPLC-DAD analizi smeSe DHHB sa pola
ekvivalenta hipohlorita na sobnoj temperaturi primeceno je postepeno Smanjenje
koncentracije  DHHB UV filtra uz formiranje nekoliko proizvoda. Stepen
transformacije, kao i prinosi proizvoda, rastu s povecanjem koncentracije NaOCl u
opsegu od 0,5 do 2,5 ekvivalenta. Dva proizvoda P1 i P2, koji nisu primecéeni u
kontrolnom rastvoru DHHB UV filtra, jasno su uoceni na retencionim vremenima 11,1 i

12,8 minuta, dok je DHHB eluiran na retencionom vremenu 11,6 minuta (Slika 36).

Sva tri jedinjenja pokazuju slicne modele UV apsorpcije, naime, Sirok

apsorpcioni maksimum na oko 355 nm i takozvano apsorpciono rame na talasnim
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duzinama od 250-275 nm (zumirani spektar na slici 36). Ovo jasno ukazuje na o¢uvanje
hemijske strukture DHHB UV filtra u reakciji.

P2

DHHB

DHHB P
1 250 300 350 400

A, nm

P1

Apsorpcija na 360 nm (AU)

o- ANMJUL -

0 5 10 15 20
Retenciono vreme (min)

Slika 36. HPLC/DAD hromatogram (A=360 nm) reakcione smese
DHHB i NaOCI (2,5 ekv.)

U cilju da se identifikuju nastali proizvodi koris¢ena je te¢na hromatografija u
kombinaciji sa masenom spektrometrijom, odnosno instrumentalne tehnike HPLC-ESI-
MS i HPLC-ESI-MS-MS. Snimanje je izvedeno u jon pozitivnom modu, s obzirom da
nije bilo znacajnog odgovora u negativnhom modu. Merene su tacne mase, dok su
molekulske formule i greSke merenja dobijene koris¢enjem softvera MassLynx V4.1
koji sluzi za odredivanje elementarnog sastava. U analizama tandemske masene
spektrometrije, ta¢na masa prekursorskog jona [M+H]" koriséena je kao lock masa
(referentna masa) za tacna merenja masa nastalih fragmentnih jona. Na slici 37 prikazan
je TIC (eng. Total lon Current) ESI+ hromatogram reakcione smese DHHB UV filtra i
NaOCI (2,5 ekv). U cilju da se dobiju korisne informacije za identifikaciju nepoznatih
proizvoda, detaljno je ispitana fragmentaciona sema polaznog jedinjenja, DHHB UV
filtra.

84



Rezultati i diskusija

1x10° . L . ' . L

P2

DHHB

P1

Relativha obilnost

0 L) 1 1
0 5 10 15 20

Retenciono vreme (min)

Slika 37. TIC rastvora DHHB UV filtra nakon reakcije sa NaOCI (2,5 ekv).

5.2.3. Analiza masenih spektara polaznog jedinjenja, DHHB

Pod primenjenim hromatografskim uslovima, DHHB UV filter eluira na
retencionom vremenu 11,6 minuta. Dva pika koja poti¢u od jona sa m/z vrednostima
398 i 420 dominiraju u masenom spektru i odgovaraju jonima [DHHB+H]" i
[DHHB+Na]". Ta¢na masa protonovanog molekula (398,2327 jedinica) je u savrsenoj
saglasnosti sa elementarnim sastavom C,4H3,NO," (greska merenja je -1,0 ppm). Vazno
je napomenuti da su joni sa m/z vrednostima 296 (1a), 233 (1h) i 149 (1b) takode
primeceni i u ESI spektru DHHB UV filtra (Slika 38). Ova ¢injenica jasno potvrduje da
se ¢ak i u uslovima manje koncentracije NaOCI polazni jon lako razgraduje pri cemu
nastaju primarni jon la i 1h. Jon 1b, $to je jasno dokazano efektom kolizione energije

(bi¢e spomenuto u daljem tekstu) nastaje iz jona 1h.

Na slici 39 predstavljen je CID spektar [DHHB+H]" dostignut upotrebom
kolizione energije od 20 eV. Postoje tri glavna produkt jona: m/z 296 (1a), 149 (1b) i 85
(1c). Osim ovih fragmenata, nekoliko manje intenzivnih, ali relativno vaznih jona sa m/z

369 (1d), 314 (le), 268 (1), 240 (1g), 233 (1h), 181 (1i), 163 (1j)i 121 (1k) takode je
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primeceno (zumirani spektar na slici 39). Ovi joni su nabrojani u tabeli 4, dok je

njihovo nastajanje objasnjeno u daljem tekstu.
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Slika 38. LC-ESI+ spektar DHHB UV filtra.
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Slika 39. Spektar koliziono indukovane disocijacije [DHHB+H]".

Zumirani spektar prikazuje jone sa malom obilnoscu.
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Tabela 4. Izmerene i izracunate mase 1 elementarni sastav prekusorskog i

fragmentacionih jona DHHB-a i njegovih proizvoda P1 i P2. Koliziona energija je

podesena na 20 eV
Ret. o
vreme Osnovni joni® Izmerepa Izra¢unata  Elementarni % £
(min) masa masa sastav 58S
[M+Na]" 420
[M+H]* 398 308,2327 | 3982331  CuHzNO,' -1,0
369 369,1917  369,1940 | CypHxNO,™ -6,2
314 314,1376  314,1392 | CigHNO," 5.1
296 296,1300 296,1287 C1sH1sNO3" +4,4
. 268 268,1344 | 268,1338  CyHiNO,' +2,2
% 11,2 240 240,1386 240,1388 CisH1sNO* -0,9
O 233 233,1169 233,1178 C1H1705" -3,9
181 181,0876 181,0865 C1oH1305" +6,1
163 163,0253 163,0269 C1oH1isNO" -9,8
149 149,0247 149,0239 CgHs05" +5,4
121 121,0302 121,0290 C;Hs0," +9,9
85 85,1005 - CeHys" -
[M+Na]" 426
[M+H]" 404 (406) 404,1670 404,1629 C,H,;NO,CI* -4,7
p1 111 302 (304) 302,0556 302,0584 C1sH1sNOSCI* -9,3
’ 274 (276) 274,0648 274,0635 C15H1sNO,CI* +4,7
223’ 163,181, 1491 Sli¢ne onima dobijenim sa DHHB UV filtrom
[M+Na]" 454
[|\/|+H]+ 432 (434) 432,1941 432,1942 C24H31NO4C|+ 0,2
403 (405) 4031512 | 4321550 | C,,H,NO,CI*  -9.4
P? 128 348 (350) 348,0993 348,1003 C18H19N04C|i -2,9
’ 330 (332) 330,0893 330,0897 C15H17NOsCI -1,2
302 (304) - 302,048  CuHuNOLI™ | -

233,149,121 85 Sli¢ne onima dobijenim sa DHHB UV filtrom

DHHB, heksil 2-[4-(dietilamino)-2-hidroksibenzoil]benzoat.

“Dodatni joni registrovani tokom fragmentacije prekursorskog jona koji sadrze izotop hlora *'Cl,
Erikazani Su u zagradama.

Tac¢ne mase sa greSkom ve¢om od 10 ppm nisu date.
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Elementarni sastav jona l1a sa tatnom masom od 296,1300 je C1gH1gNO3" (greska +4,4
ppm). Ovaj jon nastao je protonovanjem estarske grupe, a potom je usledilo heteroliticko
cepanje C-O veze i odlazak heksanola. Posledi¢ni gubitak ugljen monoksida objas$njava
nastanak fragmentnog jona 1f, C1;H1gNO," (Sema 10). Fragment 1f mozZe takode nastati iz

protonovanog molekula u jednoj fragmentacionoj reakciji.

H la 1f
o_ ) °
N\ O—R OH 0 N+
OH 0 N,
-HOR
O © QO ©
N
N -~ o NOLF Ci7H1gNO,*
) J o (22
[DHHB+H"] /2 = 206 m/z = 268
0= co_
—_— —_—
[DHHB+H']

C H Ozt C H O

) m/z = 398 CHO 8Hs503 7H502

1(‘_‘3 5137) 3 (+5.4) (+9.9)
miz = 233 m/z = 149 m/z =121

H
o 1 O __O—H
\-O0-R OH 0 N3
CH3(CHy)s" @ @ —_— @ @
1c - /\)N le
Cofts* ) [PHHB+H] Ci1gH20NOZ
(+3.4) m/z = 398 (-5.1)
m/z = 85 m/z = 314

Sema 10. Putevi fragmentacije za [DHHB+H]" gde R predstavlja heksil grupu
(-CH,CH,CH,CH,CH,CHg3). Dat je elementarni sastav, greske izmedu izmerenih i

izracunatih masa (U ppm) prikazane su u zagradama.
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Drugi fragmentacioni put moze se smatrati ftalatnim. U slucaju protonovanja
karbonilne grupe benzofenona, dolazi do nukleofilnog napada kiseonika iz estarske grupe
na atom ugljenika iz karbonilne grupe koji ima pozitivno naelektrisanje, Sto rezultira
formiranjem jona 1h. Jon 1h se dalje razlaze odlaskom molekula heksana i formiranjem
stabilnog jona 1b sa m/z vredno$éu 149,0247 i elementarnim sastavom CgHsOs", koji je
inaCe osnovni jon u spektrima dialkilftalata. Proucavanje spektralnin promena sa
promenom Kolizione energije pokazuje da povrsina pika za jon 1h naglo opada, dok za jon
1b raste sa poveéanjem kolizione energije. Stavise, na kolizionoj energiji ve¢oj od 20 eV

jon 1b se dalje fragmentiSe dajuci jon 1k (m/z 121,302) zbog gubitka ugljen monoksida.

Jon 1c (m/z 85,1017) sa elementarnim sastavom CgHi3" odgovara heksil grupi.
Proces je oCigledan i moze da ukljucuje protonovani molekul ili jon 1h kao prekursor
(Sema 10).

Jon 1d (369,1917) sa elementarnim sastavom Cx,H,7NO;" (greska mase -6,2 ppm)
nastaje gubitkom etil radikala sa atoma azota protonovanog molekula (Sema 11).

O _O—R
0. O0—R OH O XN
OH |o N |
H — >

N CHACH v 1d +
[DHHB+H"] It Ca2H27NO4

m/z = 398 (-6.2)

m/z = 369

Sema 11. Nastanak jona 1d. Prikazan je elementarni sastav i u zagradi data greska (u

ppm) izmedu izmerene i izracunate mase.

Zbog toga §to ova reakcija protivureci pravilu jona sa parom elektrona (Karni i
Mandelbaum, 1980) i u njoj nastaju radikal-katjoni, obilnost 1d jona je na prilicno niskom
nivou. U nekoliko radova prikazano je da se takva homoliti¢ka disocijacija deSava u
nekoliko konstitutivnih amina (Fitch et al., 2007; Hu et al., 2010; Xu et al., 2010; Le Fur et
al., 2013). Alternativna eliminacija kompletnog aromati¢nog dela molekula (cepanje N-Ar
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veze) se iz nekog razloga ne deSava, s obzirom da se njegov odgovarajuéi jon (m/z 73) ne

pojavljuje u spektru ni na jednoj vrednosti kolizione energije.

Jon 1g (240,1386 masenih jedinica) sa elementarnim sastavom CigHigNO™ (greska
mase 0,9 ppm) mozZe da nastane od jona 1f preuredivanjem koje prethodi gubitku ugljen
monoksida (Sema 12). Proces pocinje ciklizacijom ukljuéujuéi orto-polozaje na oba
benzenova prstena. Ciklizacija je prili¢no izrazena kada prati fragmentaciju Ph-X-Ph vrsta
(Lebedev, 2003).

OH O OH O

| H |
ﬁjﬂ ;)N;

OH
H
GO0
19

1f )
m/z = 268 ClengNO+
(-0.9)
m/z = 240

Sema 12. Fragmentacija jona 1f. Dat je elementarni sastav i u zagradama je prikazana

greSka (u ppm) izmedu izmerenih i izracunatih masa.

Jon 1j (163) ne mozZe biti pouzdano razja$njen. Nadeno je da je njegova taéna masa
m/z = 163,0253 Da, s§to dovodi do zakljucka da je njegova moguca hemijska formula
C1oH13NO". Otvorena struktura jona 1h moze biti odgovorna za nastanak jona 1i (181,0876
Da). Proces moze da podrazumeva dekompoziciju aromati¢énog prstena u 1h jonu (cikli¢ne

ili otvorene strukture) prema procesu prikazanom na Semi 13.

R

0’
+ (0]
O/ /? I
— » |O0=C=C=C—C > O=C—C:C—C\

-2 HC=CH + OR + OR
1h miz = 181
m/z = 233

Sema 13. Predlozeni proces nastanka jona 1i.
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5.2.4. Identifikacija dobijenih proizvoda

Proizvod P1 formiran je ve¢ u ranim fazama reakcije izmedu DHHB UV filtra i
NaOCl, dok se njegova koncentracija kontinuirano povecavala u toku reakcionog vremena.
Proizvod je monohlorovan, njegovo retenciono vreme je 11,1 minut i dva osnovna jona
[P1+H]" (m/z 404) i [P1+Na]" (m/z 426) primeéeni su u ESI masenom spektru (Slika 40A).

100 - A 404
Praizvod P1

233

4268

Relativna obilnost (%)
o
(o]

148

100 150 200 250 300 350 400 450

m/z
432
100+ B
é Proizvod P2
@
o]
=
= 434
o
p 50
c
2
&
@
r
454
0 : : : L
200 400
m/z

Slika 40. LC-ESI+ spektar proizvoda P1 (A) i P2 (B).
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Proizvod P2 eluira na 12,8 minuta dok se njegova koncentracija takode povecava u
toku vremena. U ESI uslovima nastaju [P2+H] * i [P2+Na] * joni sa m/z vrednostima 432 i
454. Ovaj proizvod je takode monohlorovan, $to je dokazano prisustvom jona sa m/z 432 i
434 u odnosu 3:1. Kada se masa ovog proizvoda uporedi sa masom [DHHB+H]" pokazuje
razliku od 34 masene jedinice koja odgovara masi hlora. Sa tatnom masom od 432,1941 Da
nadeno je da je elementarni sastav jedinjenja P2 CsH3NO4CI* sa procenjenom greskom
od 0,2 ppm. Za razliku od P1 i DHHB, nema drugih jona primeéenih za P2 u ESI spektru
(Slika 40B).

5.2.4.1. LC-MS-MS analiza

U cilju da se identifikuju ova dva proizvoda, izvodeni su LC-MS-MS eksperimenti.
S obzirom da su oba proizvoda monohlorovana, fragmentacija je izazvana odabirom oba
protonovana molekula sa **Cl i ¥Cl izotopima za prekursore (na primer, u skladu sa tim
m/z 404 i 406 za P1). Najobilniji proizvod joni koji su primec¢eni u CID spektru (Slika 41)
nabrojani su u Tabeli 4.

149

$ 60-

- ///
] /

c

= 85

o

3]

S 302
£ 30

T

14

0Ll dby, ad
100 200 300 400

m/z

Slika 41. CID spektar [P1+H]" prekursorskog jona (koliziona energija 20 eV).
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Prisustvo atoma hlora je jasno zapaZeno na osnovu jona sa m/z vrednostima 302 i
274. Njihove tacne mase od 302,0556 i 274,0648 jedinica potvrduju da je njihov
elementarni sastav C16H13NO3CI" i C15sH13NO,CI*, sa greskama mase od -9,3 i +4,7 ppm.
Fragmentacioni joni sa m/z 233, 149 i 85 su sli¢ni onima dobijenim u procesu fragmentacije
[DHHB+H] i identifikovani su kao 1h, 1b i 1c (Sema 14).

R 0
O OH O
0—R OH 0 N4
OH O N/, N I o B
Cl - HOR -CO
N
N |
/\’Tl - | CoeH NO* H C15H1NO,CI*
N H 16H13NO3
H [P1+H™] (-9.3) (+2.2)
m/z = 404 m/z = 302 miz =274
lh  — » 1p
m/z =233 m/z = 149
Cl
> CH3(CH2)5+
1c
/\'}l N m/z = 85
H [P1+H]

Sema 14. CID fragmentacioni put prekursorskog [P1+H]" jona (strukture jona 1h i 1b

prikazane su u Semi 10).

Uzimaju¢i u obzir ove rezultate, molekulu P1 evidentno nedostaje etil grupa a

umesto nje sadrzi atom hlora. Moguce strukture proizvoda P1 prikazane su na slici 42.
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0o OCgH 0] OCgH
OH 6113 o4 O 61113
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Slika 42. Moguce strukture proizvoda P1.

Na prvi pogled, direktna supstitucija etil grupe atomom hlora se ¢ini moguc¢om, pri
¢emu bi nastalo N-hloro jedinjenje (Slika 42 A). Medutim, pretrazivanje literature pokazalo
je da su jedinjenja ovog tipa gotovo nepoznata i veoma nestabilna, jer bi najverovatnije
doslo do eliminacije HCI 1 potom do hidrolize nastalog imina, §to ovaj put ¢ini malo
verovatnim. Verovatnije je da se atom hlora supstituiSe na polozajima 3 ili 5 na
aromati¢énom prstenu (Slika 42 B). Fenolni prsten DHHB UV filtra je ekstremno reaktivan
za elektrofilnu aromati¢nu supstituciju. Intermedijerni katjon je stabilizovan donacijom
elektronskih parova sa susedne OH ili NR; grupe. Njegova najvaznija rezonantna struktura

prikazana je u Semi 15. Reakcija odavde moZe da tede u dva pravca:

A) napadom baze na proton koji je u susedstvu hlorovog atoma, $to je uobicajeni

put elektrofilne aromati¢ne supstitucije;

B) napadom nukleofila (Luisove baze) na jako aktiviranu CH; grupu koja se nalazi
na amino (NEty) delu molekula. U ovom slucaju, elektrofilna aromati¢na supstitucija
odigrava se na neobican nacin, hlorovanjem benzenovog prstena uz eliminaciju alkil grupe
sa susedne amino grupe. U eksperimentalnim uslovima u ovom radu mogu¢i nukleofil je
hlor, kog je bilo u znacajnoj meri. Mehanizam reakcije izgleda prihvatljiv, iako ¢e biti

potreban dodatni rad da razjasni ovaj mehanizam u vise detalja.
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Sema 15. Predlozeni mehanizam nastanka proizvoda P1.

Fragmentacija protonovanog molekula P2 sa **Cl i *'Cl kao prekursora (sa
odgovaraju¢im m/z vrednostima 432 i 434) dovodi do formiranja nekoliko obilnih proizvod
jona (Tabela 4): vrednosti m/z 403, 348, 330 i 302 su karakteristi¢ne za P2, a m/z vrednosti
233, 149, 121 i 85 su sli¢ne onima koje su primeé¢ene kod DHHB i P1 (identifikovani kao

1h, 1a i 1c). Prisustvo ovih zajednickih jona jasno pokazuje da nije doslo ni do kakvih
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hemijskih promena u odgovaraju¢em delu DHHB molekula. Ta¢na masa karakteristi¢nih
fragmentacionih jona (403,1512; 348,0993; 330,0893 i 302,0992) odgovara hemijskim
formulama C22H26NO4C|+, C18H19N04C|+, ClgH17NO3C|+ i C17H17N02C|+. Prema tome,

hlorovanje se podrazumeva na fenolnom delu molekula DHHB UV filtra.

o H\ C1gH17NOCI™ (1 2 C17H17NO,CI+(+14.6)
N ~R ° OH ©
OH O| o OH (ljl N+ +
cl
O O e °' =, OO
1
N N
_~™N m/z = 302
) ) miz = 330 )
0 0 -
oH o N\~O7R oH o O
; cl
cl . N
) @ @ -CH3CH; H @ @ CarHaeNOLCIT (-9.4)
CasHyuNOLCL * \ ‘ \ _
oy =
miz = 432 ) o 1
H oH o N\O°H
& cl I c o,CI*
oL b - CgH1 18H19NO4CI™ (-2.9)
OH 0 7% — m/z = 348

Cl /\)N
OO
Sema 16. Predlozeni fragmentacioni putevi [P2+H]".

Postoje tri pozicije na prstenu dostupne za elektrofilnu supstituciju hlorom. Prema
pravilima organske hemije, ocekuje se da su najpovoljniji poloZaji za supstituciju 3 i 5,
posto su to orto- i para- polozaji u odnosu na primarne supstituente (hidroksilnu i amino
grupu). S obzirom da je nastao samo jedan proizvod, bilo je nemoguce identifikovati
njegovu strukturu isklju¢ivo na osnovu masenih spektara, 1 zbog toga je bilo neophodno
sintetisati oba izomera, dokazati njihovu strukturu i sprovesti slicne LC-MS eksperimente.
NMR spektar odgovara monohlorovanom proizvodu sa atomom hlora na poloZaju 3 na

fenolnom prstenu.
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Iako su CID spektri oba izomera bili identi¢ni, njihova retenciona vremena bila su
sasvim razli¢ita. Retenciono vreme za izomer sa atomom hlora na polozaju 3 fenolnog
prstena bilo je 12,8 min, tj. poklopilo se sa retencionim vremenom jedinjenja P2.

Zabelezeni putevi fragmentacije ovog jedinjenja sumirani su u Semi 16.

U TIC hromatogramu reakcione smese koja je sadrzala DHHB i NaOCI primecen je
i pik koji poti¢e od treceg proizvoda (P3) na 15,8 min (Slika 37). Uprkos slabom
intenzitetu, razjasnjenje strukture ovog proizvoda bilo je moguce koriS¢enjem iste
procedure kao i kod Pl i P2. Njegova tatna masa od 466,1564 jedinice odgovara
elementarnom sastavu Ca4H3oNO4Cl," (greska 2,6 ppm) u skladu sa dihlorovanjem DHHB
UV filtra. CID spektar jona [P3+H]" otkriva nastajanje proizvod jona sa m/z vrednostima od
437, 382, 364, 336, 149 i 85. Njihove mase sa greSkama navedene su u tabeli 5. Joni sa m/z
vrednostima 149 i 85 sliéni su onima dobijenim za DHHB ukazujué¢i na oCuvanje benzoil
strukture tokom reakcije sa NaOCl. Oba CI atoma su nakacena na fenolni prsten §to je jasno
dokazano prisustvom ostalih jona. Oni su formirani u istom fragmentacionom procesu kao
Sto je predlozeno i za generaciju jona 1a, 1d, 1e i 1f. Prema tome, P3 predstavlja proizvod
sa dva atoma hlora supstituisana na poloZajima tri i pet na fenolnom prstenu DHHB UV

filtra. Ovaj proces je u potpunoj saglasnosti sa pravilima organske hemije.

Tabela 5. 1zmerene i izracunate mase i elementarni sastav fragment jona P3 proizvoda u

CID eksperimentima

P3 Izmerene Elementarni Izrac¢unate Greska
o masa sastav mase (ppm)
oH o N\O7R

ol 437,1074 | CyH»sNO,CLy* 437,1161 -19,9
@ @ 382,0576 | CygH1sNOLClo' 382,0613 9,7
N 364,0442 = CygH16NO5CI," 364,0507 -17,9
cl 336,0509 | Ci7H1sNOLCL* 336,0558 -14.,6
466.1564 Da 149,0232 CgHs05" 149,0239 -4,7
’ 85,1000 CeHys" 85,1017 -20,0
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Prema tome, masena spektrometrija nedvosmisleno objasnjava prirodu proizvoda
nastalih tokom reakcije NaOCl sa DHHB UV filtrom na sobnoj temperaturi i neutralnoj pH
vrednosti. Prvobitna reakcija podrazumeva ili supstituciju vodonikovog atoma u polozaju
tri fenolnog prstena atomom hlora ili hlorovanje fenolnog prstena simultanom eliminacijom
etil grupe sa azotovog atoma (Sema 17) uz nastanak P1 i P2 na odgovarajuéi naé¢in. Oba
proizvoda imaju sli¢ne apsorpcione maksimume kao $to je pokazano na Slici 36. P2 dalje
podleze daljem procesu hlorovanja pri ¢emu nastaje P3. Pod primenjenim reakcionim
uslovima, nisu primeceni neki drugi proizvodi koji nastaju hlorovanjem ostalih delova
molekula DHHB UV filtra.

0 o
OH o N\O°R OH o N\O°R OH O

cl | cl |
OLI0 =0 0 =0 ©
- >
_—
N DHHB N /\)N

H P1

Sema 17. Reakcija DHHB UV filtra sa vodenim rastvorom NaOCI (R = -CgHy3).

5.3. Ispitivanje fotostabilnosti

Ispitivana je fotostabilnost rastvora BP3, BP4 i DHHB UV filtra, kao i njihovih
hlorovanih proizvoda. Ovi eksperimenti podeljeni su u dva seta. U okviru jednog, ispitivani
su BP3 i BP4 UV filtri i njihovi hlorovani proizvodi, a u okviru drugog DHHB i njegovi
hlorovani proizvodi. Nakon 120 minuta izlozenosti UVA zracenju, rezultati su pokazali da

UV filtri BP3 i BP4, kao i njihov hloro-proizvod, 5CI-BP3, imaju prili¢cno ujednacenu
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stabilnost i zanemarljiv je procenat smanjenja pocetne koncentracije. U sluc¢aju 3CI-BP3 taj
procenat je nesto veci, ali i dalje manji od 10%, Sto je takode beznacajno 1 moze se pripisati
greSkama merenja. Izuzetak je 3,5-diCI-BP3 koji se pokazao kao fotonestabilno jedinjenje.
Pod uslovima UVA zraéenja, stepen degradacije ovog jedinjenja bio je ve¢i od 40% u
odnosu na polaznu koncentraciju, kao Sto se moze videti na slici 43. To je, sa stanovista
zivotne sredine, najmanje povoljno, jer su eksperimenti hlorovanja pokazali da je upravo
ovo jedinjenje dominantan proizvod BP3 i BP4 UV filtra u vodenoj sredini u prisustvu
hlora. Degradacioni proizvod koji je u ovom procesu nastao, nazalost, nije identifikovan.

To predstavlja izazov i cilj za buduca istrazivanja.

100

90 i\
80 — *\
70 *\
60 - —+—BP3
{ —~—BP4
sod —*—3,5-diCI-BP3
| —+—5-CIBP3 *
w0l - 3CIBP3 \
30 T T T T T T T T T T T T T
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CIC, (%)

x

Vreme zracenja (min)

Slika 43. Fotostabilnost BP3, 5-hloro i 3,5-dihloro derivata BP3 i BP4 UV filtra

pod dejstvom UVA zracenja.

Eksperimenti ispitivanja fotostabilnosti DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih
proizvoda u rastvoru smese acetonitril-voda pokazuju da su sva ispitana jedinjenja prili¢no
stabilna pod dejstvom UVA zracenja. Na slici 44 (A, B i C) moZemo videti rezultate
spektrofotometrijskih merenja njihovih rastvora u toku eksperimenta fotodegradacije.
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Slika 44. Fotostabilnost DHHB UV filtra (A), 5-CI DHHB (B) i 3-Cl DHHB (C).
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Apsorbanca, kao ni polozaj apsorpcionih maksimuma, se ne menja sa duzinom
izlozenosti zracenju, Sto bi trebalo da znaci da se niSta znacajno ne menja ni u strukturi
ispitivanih jedinjenja. Nedavno istrazivanje (Gong et al., 2015) u kome je potvrdena
stabilnost DHHB UV filtra pod dejstvom UV zraCenja, u saglasnosti je sa rezultatima
dobijenim u ovom radu. Rezultati eksperimenata fotostabilnosti pokazuju da su ispitivani
UV filtri i njihovi hlorovani proizvodi uglavnom stabilni pod dejstvom UVA zracenja, koje
bi u laboratorijskim eksperimentima trebalo da simulira prirodnu svetlost. Medutim, u
kompleksnom okruzenju, kao Sto su prirodni vodeni sistemi ili bazenska voda, mnogi su

faktori koji uti¢u na fotohemiju organskih jedinjenja.

5.4. Odredivanje UV filtera u bazenskim vodama

U okviru ovog rada ispitivani su uzorci bazenskih voda 13 lokaliteta u Sloveniji i sa
7 lokaliteta u Srbiji. Analize su radene da se utvrdi prisustvo DHHB, BP3 i BP4 UV filtra i
njihovih hlorovanih proizvoda u bazenskim vodama. Primenjenom metodom ekstrakcije
(opisane u poglavlju 4.5) 1 analitickim postupkom opisanim u poglavlju 4.6.7. utvrdeno je
prisustvo BP3 UV filtra na dve lokacije u koncentracijama 0,3 pg/l i 1,7 pg/l. U oba
slu¢aja, bazeni su punjeni svezom gradskom vodom. Od hlorovanih proizvoda primeceno je
prisustvo 5CI-BP3 ¢ija je koncentracija bila ispod limita kvantifikacije i 3,5-diCI-BP3 u
koncentraciji 6,6 ug/l. Vrednost r’ regresione linije za BP3 bio je 0,9955 i za 3,5-diCI-BP3
0,9962.

Cinjenica da je najveéa koncentracija nadena za 3,5-diCI-BP3 u saglasnosti je sa
eksperimentalnim rezultatima, 1 ne isklju¢uje mogucénost prisustva BP4 UV filtra budu¢i da
I on daje ovo jedinjenje kao proizvod u prisustvu hlora u vodenoj sredini. Primenjena
metoda ekstrakcije ukazala je na prisustvo BP3 UV filtra i njegovih hlorovanih proizvoda
na relativno malom broju lokacija. Da bi bili sigurni u ovaj rezultat i dobili joS pouzdanije
podatke, bilo bi potrebno primeniti i neke druge metode ekstrakcije kako bi se utvrdilo
prisustvo i drugih UV filtera u uzorcima bazenskih voda, §to moze biti predmet nekog

buduceg istrazivanja.
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5.5. Toksikoloski testovi

Primarni fokus izvedenih toksikoloskih ispitivanja bilo je ispitivanje toksi¢nosti
DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih proizvoda na luminescentnoj bakteriji Vibrio
fischeri, slatkovodnoj jednocelijskoj algi Pseudokirchneriella subcapitata i slatkovodnom

ra¢i¢u Daphnia magna.

5.5.1. Rezultati toksikoloskih testova na Vibrio fischeri

Ispitivani su toksi¢ni efekti DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih proizvoda, 3-
hloro DHHB i 5-hloro DHHB, na te¢no-susenoj luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri na
osnovu ISO standarda (ISO 10706, 2000). Kao odgovor organizma meri se smanjenje
luminescentne emisije, odnosno inhibicija luminescencije nakon 30 minuta inkubacije sa
odredenim koncentracijima ispitivanih jedinjenja. Kao rezultat se obi¢no izracunava
vrednost ECso koja predstavlja efektivnu koncentraciju test supstance (eng. effective
concentracion) koja izaziva 50% efekta na posmatrano svojstvo test organizma (u ovom

slucaju inhibicije luminescencije).

Tabela 6. Inhibicija (%) luminescencije bakterije V. fischeri u rastvorima DHHB, 3-ClI
DHHB i 5-CI DHHB

Inhibicija luminescencije (%)
Koncentracija (mg/l)

DHHB 3-CI DHHB 5-CI DHHB

1 20,11+1,0 20,26 £ 0,7 20,32+2,0
0,5 16,46 £ 2,1 17,21+0,4 16,23+0,3
0,25 11,72+ 1,4 11,92+ 2,0 12,05+ 0,2
0,125 11,58+1,9 10,78 +1,4 11,34+ 0,5
0,0625 7,93 +3,2 8,06 +0,1 9,01+1,9
0,0313 558+1,0 563+1,2 589+26
0,0156 4,77 £ 3,7 4,82 +3,8 4,65+0,9



Rezultati i diskusija

Inhibicija luminescencije pri ispitivanim koncentracijama (Tabela 6) bila je isuvise
mala da bi se izracunale vrednosti ECsp nakon 30 minuta ekspozicije. Zbog toga su
odredivane 30 min ECy vrednosti, koje predstavljaju koncentraciju ispitivanih rastvora pri
kojoj dolazi do 20% inhibicije luminescencije bakterije V. fischeri nakon 30 minuta
izlozenosti. Rezultati su pokazali najveéu vrednost u slu¢aju DHHB UV filtra, mada sve tri
supstance ne pokazuju znacajne vrednosti inhibicije luminescencije na bilo kojoj

koncentraciji.

Na osnhovu rezultata prikazanih u tabeli 6, izvedena je kriva zavisnosti doza-
odgovor za DHHB UV filter, i vrednost 20% inhibicije luminescencije nakon 30 minuta
izlozenosti je EC» = 0,96 + 0,011 mg/l. Kriva doza-odgovor za DHHB data je na slici 45.

Inhibicija luminescencije (%)

T T T T T T T T T T T
0 0.2 0.4 06 08 4 10
mg/L 30 min EC, 0.96 mg/L

Slika 45. Kriva doza-odgovor za rastvor DHHB UV filtra sa luminescentnom bakterijom
Vibrio fischeri nakon 30 minuta ekspozicije.

Na osnovu dobijenih podataka, izvedene su i krive dozne zavisnosti za 3-hloro
DHHB i 5-hloro DHHB (Slika 46). Iz krive su odredene koncentracije koje dovode do 20%
inhibicije luminescencije bakterije Vibrio fischeri. ECy vrednost nakon 30 minuta
ekspozicije za 3-Cl DHHB iznosi 0,83 + 0,014 mg/l, a za 5-CI DHHB 0,85 + 0,011 mg/I.
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Inhibicija luminescencije (%)
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30 min EC,, 0,85 mg/L

Slika 46. Kriva doza-odgovor za rastvore A) 3-Cl DHHB i B) 5-ClI DHHB sa

luminescentnom bakterijom Vibrio fischeri nakon 30 minuta ekspozicije.

Na osnovu dobijenih rezultata nije primecena znacajna statisticka razlika izmedu

ECyo vrednosti 3-hloro DHHB i 5-hloro DHHB (p>0,05; 3-hloro DHHB u odnosu na 5-
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hloro DHHB). Takode se moze videti da se u poredenju sa DHHB UV filtrom vrednosti
ECy za hlorovane derivate mnogo ne razlikuju (p>0,05 u poredenju sa DHHB). To znaci
nakon procesa hlorovanja ne dolazi do promene toksi¢nost DHHB UV filtra. To se moze
objasniti Cinjenicom da se struktura polaznog jedinjenja u dezinfekcionim procesima ne
menja znacajno, odnosno da i DHHB 1 njegovi hlorovani proizvodi imaju sli¢an efekat na

luminescentnu bakteriju Vibrio fischeri.

Zakonodavstvom Evropske unije (European Commission Directive 93/67/EEC)

uspostavljene su kategorije toksi¢nosti (Prilog B). Uvedeni su termini:

» ,,veoma toksi¢no za vodene organizme* — ECso < 1 mg/I,
» ,,toksi¢no za vodene organizme* — ECso U 0Ssegu od 1-10 mg/l, i

» ,,Stetno za vodene organizme® — ECsg U opsegu od 10-100 mg/I.
Prema Hernando et al. (2007), uvedena je i dodatna kategorija:
» ,.nije §tetno za vodene organizme* za vrednosti ECsp > 100 mg/I.

Ovi podaci su dalje primenjivani u ovom istrazivanju kako bi se ispitivane

supstance klasifikovale prema odgovarajucoj kategoriji.

Kao $to je ve¢ spomenuto, za DHHB UV filter i njegove hlorovane proizvode nije
bilo moguce odrediti vrednosti ECso nakon 30 minuta ekspozicije jer je inhibicija
luminescencije pri ispitivanim koncentracijama bila isuviSe mala. Zbog toga su odredene

EC, vrednosti

Rezultati toksikoloskih testova za BP3 i BP4 na luminescentnu bakteriju Vibrio

fischeri dati su u tabeli 7.
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Tabela 7. 30 min EC vrednosti dobijene za BP3 i BP4

Jedinjenje BP3 BP4
mg/I
EC2 (30 min) 33,2 67,3
151 301
ECso (30 min) (150-152)* (300-302)*
ECgo (30 min) 268 1350

*Interval pouzdanosti 95%

Rezultati su pokazali da BP4 UV filter nije toksi¢an za bakteriju Vibrio fischeri.
Nakon 30 minuta ekspozicije 50% inhibicije luminescencije izmereno pri koncentraciji od
301 mg/l. Mala toksi¢nost BP4 UV filtra se slaze i sa nekim literaturnim podacima (JEEN
Internacionalna korporacija, 2002) gde ECs, vrednost nakon 16 h ekspozicije za BP4 iznosi

210 i 250 mg/l ispitivano na Pseudomonas putida kao test organizmu.

Zbog male rastvorljivosti BP3 UV filtra u vodi, osnovni rastvor pripremljen je u
acetonu (Health and Consumer Protection, 2006). Kada se organski rastvara¢ koristi za
pripremu rastvora, ispituje se i toksi¢nost rastvaraca u rastvoru sa najve¢om testiranom
koncentracijom (negativna kontrola). Utvrdeno je da BP3 nije toksiCan pri niskim
koncentracijama. Medutim, na viSim koncentracijama doslo je do njegovog taloZenja, tako
da nije moguce ispitati njegovu toksi¢nost u tom slucaju, jer bi tada i toksi¢nost rastvaraca

dosla do izrazaja.

Rastvorljivost 5CI-BP3 u organskim rastvara¢ima, acetonu ili etanolu, niZa je nego
rastvorljivost polaznog jedinjenja, BP3. Osnovni rastvor 5CI-BP3 pripremljen je u
dimetilsulfoksidu (DMSQO) u koncentraciji 75 g/l. Zatim su razblazivanjem sa vodom
napravljeni uzorci za testiranje razli¢itih koncentracija, ali je na koncentracijama vi$im od
50 mg/l primeceno talozenje. Medutim, na koncentracijama nizim od 50 mg/I nije primecen

toksi¢ni efekat SCI-BP3 na luminescentnu bakteriju Vibrio fischeri.
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5.5.2. Rezultati toksikoloskih testova na Pseudokirchneriella subcapitata

Ispitivani su moguc¢i $tetni efekti rastvora DHHB UV filtra i sintetisanih 3-hloro i 5-
hloro DHHB derivati u smes$i vode i acetonitrila na algu Pseudokirchneriella subcapitata.
Toksikologki test izvoden je koris¢enjem Algaltoxkit F™™ (1996) prema ISO standardu 1SO
8692, 2012. Kao mera potencijalnog toksi¢nog efekta uzeta je inhibicija rasta algi.
Odredivana je koncentracija koja inhibira 50% rasta algi. Data koncentracija oznacena je
kao mera toksi¢nosti, a izrazava se kao ECsy analizom nelinearne regresije 72 h ECs

vrednosti racunate su ISO metodom ,,povrSina ispod krive*.

Rezultati su pokazali da je planktonska alga P. subcapitata mnogo osetljivija na
DHHB (ECso= 0,01 + 0,001 mg/l) nego na njegove hlorovane proizvode, 3-CI DHHB
(ECs0= 0,117 + 0,004) i 5-ClI DHHB (ECsp= 0,181 + 0,004). Rezultati su prikazani u tabeli
8 (p<0,001; DHHB u poredenju sa oba hlorovana proizvoda).

Tabela 8. Rezultati testova toksicnosti sa planktonskom algom Pseudokirchneriella

subcapitata (Selenastrum capricornutum)

Uzl;);ak Naziv uzorka EC(5r?1§(13|2) h)
1 DHHB 0,011 + 0,001
2 3-ClI DHHB 0,117 + 0,004
3 5-CI DHHB 0,181 + 0,004

Rast algi odredivan je merenjem opticke gustine na 670 nm. Na slici 47 prikazana je
zavisnost rasta algi od promene koncentracije ispitivanih jedinjenja. MozZe se videti da
povecanje koncentracije DHHB UV filtra znacajnije inhibira rast algi u odnosu na svoje
hlorovane proizvode. Prema dobijenim vrednostima ECsy i pomenutoj kategorizaciji

toksi¢nosti, moze se re¢i da su ova jedinjenja veoma toksi¢na za algu P. subcapitata.
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Slika 47. Opticka gustina (OD) izraZena kao inhibicija rasta algi izloZenih
ratvorima razlicitih koncentracija A) DHHB; B) 3-hloro DHHB i C) 5-hloro DHHB.
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5.5.3. Rezultati toksikoloskih testova na Daphnia magna

Ispitivana je akutna toksi¢nost DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih proizvoda na
test organizam Daphnia magna koris¢enjem Daphtoxkit F™ magna prema 1SO protokolu
(ISO 6341, 2012). Nakon 24 h i 48 h inkubacije na 20 = 1 °C zabeleZen je broj nepokretnih
(imobilizovanih) dafnija. Procenat nepokretnih dafnija analiziran je probit analizom kako bi

se odredila efektivna ECsq koncentracija koja uzrokuje 50% nepokretnih dafnija.

Rezultati su pokazali da je Daphnia magna osetljivija na hlorovane proizvode
DHHB UV filtra nego na DHHB (Tabela 9; Slika 48). D. magna je posebno osetljiva na 3-
hloro DHHB nakon 24 sata izloZenosti, pri ¢emu je za 3-hloro DHHB ECs, vrednost
iznosila 0,89 + 0,025 mg/l (p<0,001; u poredenju ECso za DHHB 1,42 £ 0,021). Toksi¢ni
efekti 3-hloro DHHB-a su bili ¢ak 1 visi nakon 48 sati izlozenosti sa ECso Vrednostima od
0,38 = 0,031 mg/l i statisticki znacajnom razlikom kada se porede sa ECsy vrednostima
nakon 24 sata izloZenosti (p<0,001). U oba slucaja, nakon 24 i nakon 48 sati izloZenosti, 3-
hloro DHHB se pokazao kao bioloski potentniji nego 5-hloro DHHB (p<0,001). Moze se

zakljuciti da se u ovom slucaju toksicni efekat povecava sa procesom hlorinacije.

Tabela 9. Rezultati testova toksicnosti na vodeni organizam Daphnia magna

Uzorak . ECso (24 h) ECso (48h)
Naziv uzorka
br. mg/I mg/I
1 DHHB 1,42 +0,021 0,44 + 0,030
3 3-ClI DHHB 0,89 + 0,025 0,38 + 0,031
4 5-ClI DHHB 1,03+ 0,021 0,53 + 0,030
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Slika 48. Broj nepokretnih dafnia nakon 24 i 48 h izlozenosti A) DHHB;

B) 3-hloro DHHB i C) 5-hloro-DHHB.
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1 mg/l

2 mg/l
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5.5.4. Uporedni testovi toksi¢nosti na dafnije, mikroalge i fotobakterije

Imobilizacija dafnija i promenjen rast mikroalgi su uzeti kao mera potencijalnog
toksi¢nog efekta UV filtera na odredeni test organizam. Poredene su ECsy (ICsp) vrednosti

vodenih organizama izlozenih razli¢itim benzofenonskim UV filtrima (Tabela 10).

Tabela 10. Toksikoloski podaci koji se odnose na UV filter DHHB i njegove hlorovane

proizvode testirane na Vibrio fischeri, Pseudokirchneriella subcapitata i Daphnia magna

Jedinjenje Slalals
mal (analiti¢ki 3-hloro DHHB | 5-hloro DHHB
g standard)
Vibrio fischeri 0,85+0,011
ECa0 (30 min) 0,96 + 0,011 (2’3‘;’. J—E)%&lé) (*vs. DHHB)
Pseudokirchneriella
: 0,12 £ 0,004 0,18 £ 0,004
SE“Cbcaggaﬁ; 0.01£0001 ' (uwck ;s DHHB§ | (*** vs. DHHB)
%0 5-hloro DHHB)
Daphnia magna
0,89 + 0,025 1,03 + 0,021
ECso (24 h) 1,42 + 0,021 (***vs. DHHB i | (***vs. DHHB)
5-hloro DHHB)
0,38 + 0,031 0,53 £ 0,030
ECso (48 h) 0,44 +0,030 (***vs. 5-hloro | (* vs. DHHB)
DHHB)

Statisti¢ki znacaj: p<0,05 = *; p<0,01 = **; p<0,001 = ***
Skracenice: ECyy 1 ECso— koncentracije pri kojima se ispoljava 20%, odnosno 50% maksimalnog
efekta;

Utvrdeno je da DHHB ima najizrazeniji efekat na D. magna nakon 48 sati
izloZenosti u poredenju sa drugim testiranim UV filtrima pod istim uslovima ekspozicije.
Medutim, ovaj efekat je jo§ izrazeniji kod hlorovanih proizvoda DHHB UV filtra. U slu¢aju
planktonskih algi, testirane vrste organizama nisu iste kao u nasoj studiji. Ipak, moze se

uociti da DHHB ima sli¢no inhibitorno dejstvo na rast algi kao i BP3 UV filter nakon 72 h
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ekspozicije (ECsg vrednost za DHHB je 0,01 mg/l, a za BP3 0,014 mg/1). Medutim, oba ova
UV filtra su toksi¢nija od BP4 (>10 mg/l). Vezivanjem hlora u reakciji elektrofilne
supstitucije na benzofenonski, odnosno fenolni prsteni DHHB UV filtra, smanjuju se
toksi¢ni efekti na alge, $to se moze videti iz izracunatih ECso vrednosti za 3-hloro DHHB i
5-hloro DHHB (0,12 i 0,18 mg/l).

Cetrnaest parova ECsy vrednosti (u opsegu koncentracija od 2,35-706,54 mg/l) za
benzofenonske UV filtre procenjeno je pre i posle procesa hlorovanja kako bi se odredilo u
kojoj meri se na taj nac¢in menja njihov nivo toksi¢nosti. Primec¢eno je da, uglavhom, nema
znacajnih promena ili znacajnog smanjenja: samo je kod BP4 uoceno znacajno povecanje
toksic¢nosti (Tabela 11).

Mnogi radovi pokazuju da je toksi¢nost hlorovanih organskih jedinjenja dobijenih u
procesu hlorovanja veca nego toksi¢nost polaznog jedinjenja (Hu et al., 2002a; 2002b;
2003; 2006). Ovi radovi pokazuju sumnju da toksi¢nost moze poticati od nekog od
hlorovanih proizvoda. U literaturi je zabelezeno da hlorovanjem benzofenona moze do¢i do
znacajnog povecanja ili do smanjenja toksi¢nosti, ali takode ne mora da dode do promene
toksi¢nih efekata. Promena toksikoloSkog efekta benzofenona nakon hlorinacije zavisi od
njihove molekulske strukture, tj. pozicije, broja i tipa supstituenata, kao i stepena
transformacije (Liu et al., 2014). Sklonost transformaciji prekursora predstavlja sustinski
faktor za promenu toksi¢nosti tokom tretmana hlorinacije. U ovom radu, takode je
pretpostavljeno da proces hlorovanja moze da uzrokuje promene toksicnosti DHHB UV
filtra. Nepromenjena toksi¢nost nakon hlorovanja, kao sto je slu¢aj sa DHHB UV filtrom i
njegovim hlorovanim proizvodima testiranim na luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri,
moZe se pripisati ili niskom nivou transformacije pocetnog jedinjenja ili slicnom
toksikoloSkom efektu hlorovanog proizvoda i njegovog prekursora. U nekim sluc¢ajevima,
nepromenjena toksi¢nost nakon procesa hlorovanja moze takode biti rezultat stvaranja
novih netoksi¢nih molekula, kao Sto su siréetna ili mravlja kiselina, ili ¢ak manjih molekula

kao rezultat cepanja aromati¢nog prstena fenola (Michalowicz et al., 2007).
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Tabela 11: Pregled publikovanih ekotoksikoloskih radova na temu uticaja benzofenonskih i srodnih UV filtera i njihovih

hlorovanih derivata na dafnije, mikroalge i fotobakterije. Mereni odgovori organizma: imobilizacija, rast i reprodukcija

(koncentracija pri polovini maksimalnog efekta — ECsp; koncentracija pri polovini maksimalnog inhibitorskog dejstva — 1Cs)

Duzina
Model izloZenosti/ZavrSna
organizam tacka testa

Microcrustacean

Daphnia magna 24 hl/imobilizacija

48h/imobilizacija

Koncentracija

analita

0,63-10 mg/I
0,001-1000 mg/I
0,01-1 mg/l
0,625-10 mg/l
0,63-10 mg/I

0,5-20 mg/I
0,001-1000 mg/I
1-70 mg/l

0,01-1 mg/l

UV filter ili
DBP

BP3

DHBP

DHHB

BP3

BP3

BP1

DHBP

BP4

DHHB

Efekti

ECyp=1,24 mg/l
ECso = 24 mg/l
ECso = 1,42 mg/l
ECso =1,9 mg/I
ECsy=1,67 mg/l
ECso =7,9 mg/l
ECs =12 mg/l
ECso =50 mg/l

EC50 = 0,44 mg/l

Reference

Sieratowicz et al., 2011.
Chenetal., 2002.
Rezultati ovog rada
Fent et al., 2010.
Sieratowicz et al., 2011.
Li, 2011.

Chen et al.,2002.

Fent et al., 2010.

Rezultati ovog rada
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Tabela 11. Nastavak

Microalgae
Isochryis galbana

Scendesmus
vacuolatus

Desmodesmus
subspicatus

Isochryis galbana

Pseudokirchneriel
la subcapitata

72 hirast

24 hireprodukcija

72 hirast

72 hirast

72 hirast

5-15 pg/l

7-1740 pgll

0,06-1,0 mg/l

5-15 pg/l

0,01-1,0 mg/l

BP3

BP3

BP3

BP4

DHHB

ECs = 13,87 pgl

1C5o = 0,36 mg/l

1C50 = 0,56 mg/l

EC5O =>10 mg/l

ECso = 0,01 mg/I

Parades et al., 2014.

Rodil et al., 2009.

Sieratowicz et al., 2011.

Parades et al., 2014.

Rezultati ovog rada
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Tabela 11. Nastavak

Chlorinated by-
products

Vibrio fischeri

(Photobacterium
phosphoreum)

Daphnia magna

Pseudokirchneriel

la subcapitata

Vibrio fischeri
(Photobacterium
phosphoreum)

30 min/prezivelih

24 h/imobilizacija

48 h/imobilizacija

72 hirast

15 min/prezivelih

0,0039-1 mg/I

0,01-2 mg/l

0,01-2 mg/l

0,01-1 mg/l

0-800 mg/I

DHHB

3-hloro DHHB

5-hloro DHHB

3-hloro DHHB

5-hloro DHHB

3-hloro DHHB

5-hloro DHHB

3-hloro DHHB

5-hloro DHHB

BP4

hloro BP4

ECy = 0,96 mg/l
EC, =0,83 mg/l
EC, = 0,85 mg/l
ECs, = 0,89 mg/l
ECs = 1,03 mg/l
ECs, = 0,38 mg/l
ECs, = 0,53 mg/l
ECs, = 0,12 mg/l
ECs, = 0,18 mg/l
ECso =700 mg/l

EC50 =440 mg/l

Rezultati ovog rada

Liu et al., 2014.
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Sa druge strane, toksi¢nost hlorovanih proizvoda DHHB UV filtra (tj. 3-hloro
DHHB) je mnogo ve¢a u poredenju sa njihovim prekursorom kada se testira na test
organizam Daphnia magna. Sli¢no je u sluc¢aju povecanja toksi¢nosti BP4 nakon procesa
hlorovanja u eksperimentu sa Vibrio fischeri (Liu et al., 2014). Takve toksikoloSke
promene mogu Se pripisati prirodi supstituenata 1 efektu koji oni imaju na ukupnu
reaktivnost molekula. Ovo je takode u saglasnosti sa stanovistem da uvodenje atoma hlora
u molekul dovodi do povecanja akutne toksi¢nosti (Li, 2011). Medutim, prema nekim
literaturnim podacima (Liu et al., 2014) toksi¢nost vecine benzofenonskih UV filtera
smanjuje se nakon procesa hlorovanja, sto se obi¢no objasnjava strukturnim razlikama koje
uzrokuju razli¢ite mehanizme transformacije. Ovakva niza toksi¢nost hlorovanih
dezinfekcionih proizvoda takode je zabeleZena i u ovom istrazivanju. Inhibitorni efekat na
rast algi je jaci u slucaju kada su one izlozene DHHB UV filtru nego njegovim hlorovanim
dezinfekcionim proizvodima. Razlike izmedu DHHB UV filtra i njegovog hlorovanog
proizvoda, 3-hloro DHHB, mogu se pripisati transformacionoj aktivnosti prekursora nakon
hlorovanja. U ovom istrazivanju, mnogo je verovatnije da je razli¢it toksi¢ni potencijal
izmedu DHHB UV filtra i njegovog hloro proizvoda uzrokovan specifi¢cnim odgovorom na

odredenu vrstu (Species-specific) svakog od testiranih model organizama.

Pored toga, razmatrajuci hemijske osobine nekih transformacionih proizvoda, moze
se pretpostaviti da se veci toksi¢ni efekat moZze aktivirati pod prirodnim uslovima Zivotne
sredine. Podaci o akutnoj toksi¢nosti benzofenona mogu da se odnose na uslove Ciste vode
ili simulirane dezinfekcione uslove, medutim, posebni slucajevi povecéane toksic¢nosti, kao i
specifiCan odgovor razli¢itth organizama na odredeni UV filter potvrduju potrebu za

dodatnim istrazivanjima (Liu et al., 2014).

Uporedni prikaz toksikoloskih podataka predstavljen u ovom radu pokazuje da se
toksi¢ni potencijal benzofenonskih UV filtera vezuje za: a) razlike u vrsti, odnosno
strukturi UV filtra (kao polaznog jedinjenja); b) promenu efekta nakon hlorovanja

(promena molekulske strukture); i1 ¢) specificne efekte vrste/specie (vrsta organizma).
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6. ZAKLJUCCI

U okviru ovog rada ispitivana je stabilnost i toksi¢nost tri UV filtra benzofenonskog
tipa, DHHB, BP3 i BP4 i njihovih transformacionih proizvoda u prisustvu hlora u vodenoj
sredini. S obzirom da je DHHB UV filter relativno nov na trzistu i podataka o njegovoj
transformaciji u zivotnoj sredini i ekotoksi¢nosti ima jako malo, on je bio glavni predmet
ovog rada, a pored njega ispitivani su BP3 i BP4 kao najcesce koris¢eni benzofenonski UV
filtri.

Dezinfekcioni uslovi koji vladaju u bazenima i slicnim vodenim sistemima
simulirani su u laboratoriji dodatkom natrijum hipohlorita ili trihloroizocijanurne kiseline u
rastvore ispitivanin UV filtera na sobnoj temperaturi i pri neutralnoj pH vrednosti.
Eksperimenti su pokazali da je reakcija sa hlorom gotovo trenutna i ireverzibilna u slucaju

sva tri UV filtra.

Pracenjem reakcije DHHB UV filtra sa razli¢itim koncentracijama NaOCI utvrdeno
je da se kao glavni transformacioni put deSava zamena vodonikovog atoma atomom hlora u
reakciji elektrofilne aromati¢ne supstitucije, pri cemu kao proizvod nastaje 3-hloro DHHB.
Istovremeno se formira i proizvod P1, za koji se pretpostavlja da nastaje hlorovanjem
fenolnog prstena sa simultanom eliminacijom etil grupe sa susednog azotovog atoma.
Mehanizam nastanka proizvoda P1 izgleda prihvatljiv, iako ¢e biti potreban dodatni rad da
razjasni ovaj mehanizam u viSe detalja. U visku dezinfekcionog sredstva 3-hloro DHHB

podleze daljem procesu hlorovanja pri ¢emu nastaje dihloro proizvod, 3,5-diCl DHHB.

U procesu hlorovanja BP3 i BP4 UV filtra u neutralnoj vodenoj sredini sa
trihloroizocijanurnom kiselinom nastaju isti proizvodi, 5CI-BP3 i 3,5-diCI-BP3. S obzirom
da BP4 UV filter u svojoj strukturi sadrzi sulfonsku grupu, njegovi hlorovani proizvodi
zavise od pH vrednosti. U baznoj sredini kao glavni proizvod nastaje 3,5-diCI-BP3, 5CI-

BP3 nastaje u tragovima, a u kiselim uslovima se 3CI-BP4 javlja kao proizvod.

Rezultati ispitivanja fotostabilnosti BP3, BP4 i DHHB UV filtra i njihovih

hlorovanih proizvoda pokazali su da su ova jedinjenja prili¢no stabilna pod dejstvom UVA
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zraCenja. Izuzetak je 3,5-diCI-BP3, koji se pokazao kao najmanje stabilno jedinjenje.
Degradacioni proizvod koji je u ovom procesu nastao, nazalost, nije identifikovan. To
predstavlja izazov i cilj za neka buduca istrazivanja. Uzimajuci u obzir ¢injenicu da je 3,5-
diCI-BP3 glavni proizvod u procesu hlorovanja BP3 i BP4 UV filtera, to moze imati

negativne posledice po Zivotnu sredinu.

Rezultati ispitivanja toksi¢nost DHHB UV filtra i njegovih hlorovanih proizvoda na
luminescentnoj bakteriji Vibrio fischeri pokazali su da za DHHB UV filter vrednost EC,
iznosi 0,96 £+ 0,011 mg/l, za 3-ClI DHHB 0,83 + 0,014 mg/l, a za 5-Cl DHHB 0,85 £ 0,011
mg/l. Ovi rezultati pokazuju da nakon procesa hlorovanja ne dolazi do promene toksi¢nosti
DHHB UV filtra. Ispitivana je i toksi¢nost BP3 i BP4 UV filtra na luminescentnoj bakteriji
V. fischeri. Rezultati su pokazali da je BP4 UV filter nije toksi¢an za bakteriju Vibrio
fischeri i ECso vrednost nakon 30 minuta ekspozicije iznosi 301 mg/l. BP3 UV filter i
njegov proizvod 5CI-BP3 nisu toksi¢ni pri niskim koncentracijama, a njihov efekat na ovu
bakteriju nije bilo moguce odrediti pri viSim koncentracijama zbog slabe rastvorljivosti

ovih jedinjenja u vodi.

Slatkovodna mikroalga Pseudokirchneriella subcapitata je pokazala znacajno vecu
osetljivost na prisustvo DHHB UV filtra (ECso= 0,01 = 0,001 mg/l) nego na njegove
hlorovane proizvode. S druge strane, na vodenog raci¢a Daphnia magna veéi efekat su
imali hlorovani proizvodi, posebno 3-hloro DHHB nakon 24 sata ekspozicije i nakon 48 h
ekspozicije. U oba slucaja je toksi¢nost 3-C1 DHHB veca od toksi¢nosti 5-CI DHHB.
Generalno, na alge je vise uticalo prisustvo DHHB UV filtra, dok su dafnije uglavnom

osetljive na dejstvo 3-CI DHHB.

Uporednom studijom o toksi¢nosti razli¢itih benzofenonskih UV filtera, utvrdeno je
da DHHB ima najizrazeniji efekat na D. magna nakon 48 sati izlozenosti u poredenju sa
drugim testiranim UV filtrima pod istim uslovima ekspozicije. Medutim, ovaj efekat je jos
izrazeniji kod hlorovanih proizvoda DHHB UV filtra. U slu¢aju planktonskih algi, testirane
vrste organizama nisu iste kao u nasoj studiji. Ipak, moze se uociti da DHHB ima sli¢no

inhibitorno dejstvo na rast algi kao i BP3 UV filter nakon 72 h ekspozicije (ECso vrednost
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za DHHB je 0,01 mg/l, a za BP3 0,014 mg/l). Medutim, oba ova UV filtra su toksi¢nija od
BP4 (>10 mg/l).

Dezinfekcija bazenskih voda koris¢enjem razlicitih hlornih agenasa je najcesci
nacin odrzavanja visokog kvaliteta vode. Zbog ovoga je vazno vrsiti ne samo uopsStenu
kontrolu bazenskih voda, kako je propisano zakonom, ve¢ bi trebalo uzeti u razmatranje i
kontrolu specifi¢nih jedinjenja, kao $to su UV filtri i njihovi hlorovani proizvodi. Rezultati
ovog rada pokazali su da su neki od UV filtera nadeni u Zivotnoj sredini u relativno visokim
koncentracijama (npr. BP3 0,3 pg/l i 1,7 pg/l), ali njihovi hlorovani proizvodi u jo§ ve¢im
(3,5-diCI-BP3 6,6 pg/1). Podaci o ekotoksi¢nosti dobijeni u ovom radu takode ukazuju da
ispitivana jedinjenja imaju znacajan uticaj na vodene organizme. Osim toga, iako je
pokazano da je vecina ispitivanih jedinjenja stabilna pod dejstvom UV zracenja, treba imati
na umu da su ti rezultati dobijeni u laboratorijskim uslovima. Medutim, u kompleksnom
okruzenju, kakvi su prirodni vodeni sistemi ili bazenska voda, mnogi faktori mogu da uticu
na fotohemiju organskih jedinjenja i u reakcijama fotodegradacije mogu nastati i druge

Stetne komponente, Cesto toksi¢nije od svojih polaznih jedinjenja.

Kako upotreba proizvoda za li¢nu negu raste, rasce i potreba za daljim istrazivanjem
transformacionih procesa i toksi¢nih efekata UV filtera i njihovih proizvoda koji se

formiraju u zivotnoj sredini kako bi se nau¢no procenio njihov potencijalni ekoloski rizik.
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Prilog A. Spisak dozvoljenih UV filtera u kozmeti¢kim proizvodima

Identifikacija supstance Uslovi Napomena
Redni Tip Maksimalna za uslove
broj Hemijski naziv/INN/XAN Univerzalni naziv CAS broj EC broj proiz koncentracija u Ostalo upotrebe i
voda preparatu éuvanja
spremnom za
upotrebu
a b o d e f g h i
1 4-Aminobenzoeva kiselina PABA 150-13-0 205-753-0 5%
2 N,N,N-Trimetil-4-(2-oksoborn-3- Kamfor benzalkonijum 52793-97-2 258-19 -8 6%
ilidenmetil) anilinijum metil sulfat metosulfat
3 Benzoeva kiselina, 2-hidroksi- 3,3,5- Homosalat 118-56-9 204-260-8 10%
trimetilcikloheksil estar/Homosalate
4 2-Hidroksi-4- Benzofenon-3 131-57-7 205-031-5 10% Sadrzi
metoksibenzofenon/Oksibenzon **# benzofen
5 Premestena ili izbrisana
6 27Fenilbe_r_12imidazgl-5—s_ulf_onska kisc_alina i Fenilbenzimida}zol 27503-81-7 248-502-0 8% (kao kiselina)
njene kalijum, natrijum i trietanolamin sulfonska kiselina
soli/Ensulizol
3,3’-(1,4-Fenilendimetilen) bis(7, 7- -
o L . Tereftaliliden
7 dimetil-2-oksobiciklo-[2,2,1]hept-1-il- dikamfor sulfonska 92161-26-1, 410-960-6 10% (kao kiselina)
metanen sulfonska kiselina) i njene - 0457-82-2
h kiselina
soli/Ekamsul
1-(4-Terc-butilfenil)-3-(4- Butil
i i - - -09- - - 0,
8 metoksﬁeml)propan 13 metoksidibenzoilmetan 70356-09-1 274-581-6 5%
dion/Avobenzon **
9 alfa-(2-Oksoborn-3-iliden)-toluen-4- Benziliden kamfor 56039-58-8 6% (kao kiselina)
sulfonska kiselina i njene soli sulfonska kiselina
10 2-Cijano-3,3-difenil akrilna kiselina, 2- Oktokrilen 6197-30-4 228-250-8 10% (kao kiselina)
etilheksil estar/Oktokrilen**
11 Polimer N-{(2 i 4)-[(2-oksoborn-3-iliden) Poliakrilamidometil 113783-61-2 6%
metil]benzil}akrilamida benziliden kamfor
12 2-Etilheksil 4- Etilheksil 5466-77-3 0226-775-7 10%
metoksicinamat/Oktinoksat *** metoksicinamat
13 Etoksilisani etil-4-aminobenzoat PEG-25 PABA 116242-27-4 10%
14 Isopentil-4-methoksicinamat/Amiloksat*** | Isoamil p- 71617-10-2 275-702-5 10%

metoksicinamat

Opasni za zZivotnu sredinu = **; leoma opasni za zivotnu sredinu = ***




Prilog A. (nastavak)
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19
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21
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23

24

25

26

27

28

Opasni za zivotnu sredinu =

2,4,6-Trianilino-(p-karbo-2’-etilheksil-1’-
oksi)-1,3,5- triazin

Fenol, 2-(2H-benzotriazol-2-il)-4-metil-6-(2-
metil-3-(1,3,3,3-tetrametil-1-
(trimetilsilil(oksi)-disiloksanil)propil)
Benzoeva kiselina, 4,4-((6-((4-(((1,1-
dimetiletil)amino)karbonil)fenil)amino)-
1,3,5-triazin-2,4-diil)diimino)bis-, bis (2-
etilheksil) estar/Iskotrizinol (USAN)
3-(4-Metilbenziliden)-d-1
kamfor/Enzakamen * **

3-Benziliden kamfor

2-Etilheksil salicilat/Oktisalat

2-Etilheksil 4-
(dimetilamino)benzoat/Padimat O
(USAN:BAN)

2-Hidroksi-4-metoksibenzofenon-5-sulfonska
kiselina i njene soli/Sulisobenzon

2,2’-Metilen-bis(6-(2H-benzotriazol-2-il)-4-
(1,1,3,3- tetrametil-butil)fenol) /

Bisoktrizol

Natrijumova so of 2,2’-bis(1,4-fenilen)-1H-
benzimidazol-4,6-disulfonska kiselina) /
Bisdisulizol diso- dium (USAN)

2,2’-(6-(4-Metoksifenil)-1,3,5-triazine-2,4-
diil)bis(5- ((2-etilheksil)oksi)fenol) /
Bemotrizinol

Dimetikodietilbenzalmalonat

Titanijum dioksid

Benzoeva kiselina, 2-[4-(dietilamino)-2-
hidroksibenzoil]-heksilestar

Etilheksil triazon

Drometrizol
trisiloksan

Dietilheksil butamido
triazon

4-Metilbenziliden
kamfor
3-Benziliden kamfor

Etilheksil salicilat

Etilheksil dimetil
PABA

Benzofenon-4,
Benzofenon-5

Metilen bis-
benzotriazolil
tetrametilbutilfenol

Dinatrijum Fenil
Dibenzimidazol
Tetrasulfonat

Bis-etilheksiloksifenol
metoksifenil triazin

Polisilikon-15

Titanijum dioksid

Dietilamino
hidroksibenzoil heksil
benzoat

; Veoma opasni za Zivotnu sredinu = ***

88122-99-0

155633-54-8

154702-15-5

38102-62-4/
15087-24-8
118-60-5

21245-02-3

4065-45-6/
6628-37-1

103597-45-1

180898-37-7

187393-00-6

207574-74-1
13463-67-7/

1317-70-0/
1317-80-2

302776-68-7

402-070-1

-/253-242-6

239-139-9
204-263-4

244-289-3

223-772-2/-

403-800-1

429-750-0

426-000-4

236-675-5/
205-280-1/
215-282-2

443-860-6

5%

15%

10%

4%
2%
5%

8%

5% (kao kiselina)

10%

10% (kao kiselina)

10%

10%

25%

10% u proizvodima
za suncanje



Prilog B. Klascifikacija prema toksi¢nosti za organizme u vodi

Organizam

Ribe
Dafnije
Alge
Ribe
Dafnije
Alge
Ribe
Dafnije
Alge

Ekspozicija (h)

96
48
72

96
48
72

96
48
72

Kriterijum

EC-50
EC-50
IC-50

EC-50
EC-50
IC-50

EC-50
EC-50
IC-50

Koncentracija

(mg/l)

<1
<1
<1

>1-<10
>1-<10
>1-<10

veoma
toksic¢an

toksican
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Kao istraziva¢ pripravnik Centra za hemiju, Instituta za hemiju, tehnologiju i
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Izjava o autorstvu

Potpisana Gorica Veselinovi¢
broj indeksa DH 04/2010

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

wIspitivanje stabilnosti i toksi¢nost UV filtera benzofenonskog tipa i njihovih

transformacionih proizvoda u prisustvu hlora u vodenoj sredini*

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da surezultati korektno navedeni i
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cop, Tecenwdn



Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske
verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: Gorica Veselinovi¢

Broj indeksa: DH 04/2010
Studijski program: Doktor hemijskih nauka

Naslov rada: ,,Ispitivanje stabilnosti i toksi¢nost UV filtera benzofenonskog tipa i njihovih
transformacionih proizvoda u prisustvu hlora u vodenoj sredini*

Mentori: dr Branimir Jovan&iéevié i dr Polonca Trebse

Potpisana: Gorica Veselinovi¢

Izjavljujem da je §tampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predala za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 19.12.2016.
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Prilog 3.
Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

wIspitivanje stabilnosti i toksi¢nost UV filtera benzofenonskog tipa i njihovih
transformacionih proizvoda u prisustvu hlora u vodenoj sredini“

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlu¢ila.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda
U Beogradu, 19.12.2016.
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