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Ispitivanje toksiènosti i teratogenosti
metilparabena i natrijum-benzoata na
modelu zebrice (Danio rerio)

Natrijum-benzoat (E 211) i metilparaben (E 218) se zbog svog poznatog
antimikrobnog dejstva decenijama koriste u prehrambenoj, kozmetièkoj i
farmaceutskoj industriji kao konzervansi. Osim u komercijalno dostupnim
proizvodima, prisustvo ovih jedinjenja je potvrðeno u zemljištu, otpadnim i
površinskim vodama, gde mogu imati negativan uticaj na terestriène i
akvatiène organizme. Buduæi da je toksiènost kombinacije ova dva
jedinjenja na humanoj populaciji jos uvek neispitana, kao i uticaj na razvoj
humanih embriona i fetusa, cilj ovog rada je bilo odreðivanje dozno-
-zavisnog toksikološkog profila pojedinaènih jedinjenja na modelu zebrice
(Danio rerio), kao i kombinacije jedinjenja primenjenih u netoksiènim
dozama. Embrioni zebrica stari 6 sati tretirani su razlièitim koncentra-
cijama natrijum-benzoata (5, 10, 25, 50, 75 i 100 μg/mL) i metilparabena
(5, 10, 15, 20, 25 i 30 μg/mL), kao kombinacijom obe supstance u razlièitom
masenom odnosu. Test je trajao 120 sati. Tokom testa embrioni su u raz-
vojnim stadijumima od 24, 48, 72, 96 i 120 h nakon fertilizacije posmatrani
pod mikroskopom. Praæeno je njihovo pre�ivljavanje i pojava razlièitih
znakova toksiènosti (hepatotoksiènost, ototoksiènost, kardiovaskularni i
skeletni poremeæaji), kao indikatora letalnog i teratogenog uticaja.
Utvrðeno je da su ispitivane koncentracije metilparabena pokazale tok-
sièniji efekat od natrijum-benzoata, sa aspekta pre�ivljavanja tretiranih
embriona, dok je natrijum-benzoat imao izra�eniji teratogeni efekat, gde je
pojava malformacija (ototoksiènost) detektovana veæ u ranom stadijumu
embrionalnog razvoja (48 h nakon fertilizacije). Oba jedinjenja su ispoljila
dozno-zavisni hepatoksièni i kardiotoksièni efekat. S druge strane, pokazan
je toksièan efekat kombinacija ova dva jedinjenja, primenjenih u netok-
siènim dozama. Rezultati ove studije ukazuju na postojanje potencijalnog
rizika za razvoj humanih embriona istovremeno izlo�enih metilparabenu i
natrijum-benzoatu, i ukazuju na neophodnost sprovoðenja detaljnih toksi-
koloških analiza i daljih ispitivanja toksiènosti i teratogenosti drugih kon-
zervanasa koji se koriste kao dodaci hrani.
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Uvod
Rastuæa prozvodnja i konzumacija konzerviranih i preraðenih pro-

izvoda prehrambene industrije dovela je do preterane upotrebe konzerva-
nasa i aditiva. Konzervansi se dodaju kako bi se spreèile ne�eljene hemijske
promene i rast mikroorganizama, i time zadr�ale nutritivne karakterisike
prehrambenih proizvoda (Davidson et al. 2013). Natrijum-benzoat i metil-
paraben su supstance koje se veæ decenijama koriste kao konzervansi u
prehrambenim, farmaceutskim i kozmetièkim proizvodima.

Natrijum-benzoat (E 211) je so benzoeve kiseline koja se zbog svojih
poznatih antimikrobnih svojstava koristi kao konzervans. Benzoati ostva-
ruju svoj antimikrobni efekat tako što menjaju pH vrednost unutaræelijske
sredine mikroorganizama, smanjuju permeabilnost membrane i ometaju
usvajanje aminokiselina iz spoljašnje sredine. Pored ovog efekta, zapa�eno
je da benzoati u unutaræelijskoj sredini mnogih bakterija i kvasaca ometaju
aktivnost enzima ukljuèenih u metabolizam siræetne kiseline i oksidativnu
fosforilaciju (Chipley 2005). Benzoati se takoðe koriste u namirnicama i
piæima kao regulatori kiselosti. Osim u prehrambenoj industriji, natrijum-
-benzoat se primenjuje kao konzervans u farmaceutskoj industriji i kao
medicinsko stredstvo za tretiranje uroðenih poremeæaja ciklusa uree (Gaur
et al. 2018). Pokazano je da benzoati nemaju znaèajnije toksiène efekte na
ljudsku populaciju i da usled hroniènog izlaganja ne dolazi do akumulacije
ovih jedinjenja u ljudskom organizmu (WHO 2000).

Metilparaben (E 218) je metil estar p-hidroksibenzoeve kiseline. Ovo
jedinjenje je stabilno na širokom opsegu pH vrednosti, dobro rastvorljivo u
vodi i ima širok spektar antimikrobnog dejstva zbog èega se koristi kao
konzervans u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji veæ više od 50 godina
(Soni et al. 2002). Metilparaben je najzastupljeniji antimikrobni agens u
kozmetièkim preparatima. In vivo studije pokazuju da metilparaben ima
nisku akutnu toksiènost na laboratorijskim sisarskim model sistemima, kao
i da ne dolazi do akumulacije ovog jedinjenja u organizmu. Meðutim, sko-
rija istra�ivanja ukazuju na to da toksiènost ovih konzervanasa mo�e zavi-
siti od naèina i trajanja izlaganja, kao i od korišæenog model organizma
(Dambal et al. 2017) Usled transplacentalnog transporta ovih jedinjenja
putem krvi, mogu uticati na formiranje i razviæe embriona, što ukazuje na
neophodnost ispitivanja genotoksiènosti i teratogenosti ovih jedinjenja. U
industrijskim proizvodima se neretko koriste kombinacije ovih aditiva, a
njihovo prisustvo je potvrðeno u zemljištu, površinskim i otpadnim vo-
dama, gde mogu imati negativan uticaj na terestriène i akvatiène ekosisteme
i organizme koji ih naseljavaju.

Zebrica (Danio rerio) predstavlja univerzalnu biotehnološku plat-
formu za ispitivanje toksiènosti i teratogenosti biološki aktivnih jedinjenja,
mehanizama njihovog dejstva i interakcija sa razlièitim biološkim struk-
turama. Embrioni zebrica se razvijaju u spoljašnjoj sredini, potpuno su
optièki transparentni i moguæe je vizuelno pratiti njihovu embriogenezu.
Embrionima zebrica je lako manipulisati i malformacije nastale tokom
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organogeneze su lako uoèljive. Zbog znaèajne sliènosti na molekularno-
-genetièkom, morfološkom, fiziološkom i imunonološkom nivou sa kiè-
menjacima, ukljuèujuæi i èoveka, zebrice se kostiste kao model sistem u
biologiji razviæa i molekularnoj genetici za praæenje procesa i interakcija
koji su evoluciono konzervirane meðu kièmenjaèkim vrstama (Spitsbergen
i Kent 2003). S druge strane, zebrica danas predstavlja jedan od glavnim
animalnih model sistema za ispitivanje toksiènosti jedinjenja svetskih far-
maceutskih kompanija.

Cilj ovog istra�ivanja bilo je odreðivanje dozno-zavisnog toksiko-
loškog profila natrijum-benzoata (NB) i metilparabena (MP), kao tok-
siènosti i teratogenosti kombinacije ova dva jedinjenjenja primenjenih u
netoksiènim dozama na modelu zebrice (Danio rerio).

Materijal i metode
Odrasle jedinke zebrica su èuvane u akvarijumu sa konstantnom ae-

racijom, na sobnoj temperaturi (u svetlosnom re�imu 14 h dan, 10 h mrak) i
hranjene tri puta dnevno komercijalno dostupnim suplementima. Noæ pred
mrest, muške i �enske jedinke (u odnosu 2 : 1) su izdvojene u akvarijume za
mrešæenje i ostavljene u mraku preko noæi. Jaja su sakupljena 30 minuta
nakon prve pojave svetla i prebaèena u Petri šolje sa medijumom za embri-
one (5.03 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl2 � H2O, 0.33 mM
MgSO4 �7H2O). Nakon dva sata jaja su pregledana pod invertinim mikro-
skopom i neoploðena jaja su odbaèena. Embrioni zebrica stari šest sati su
prebaèeni u mikrotitar ploèe sa 24 bunariæa i tretirani rastvorima ispitivanih
supstanci. Embrioni su inkubirani na 28°C. Korišæeni su rastvori natrijum-
-benzoata (5, 10, 25, 50, 75 i 100 μg/mL) i metilparabena (5, 10, 15, 20, 25 i
30 μg/mL) datih koncentracija. Simultano dejstvo ovih jedinjenja ispitano
je korišæenjem rastvora natrijum-benzoata i metilparabena u sledeæim
masenim odnosima: 2.5, 5, 10, 25, 30 μg/mL NB + 7.5 μg/mL MP; 2.5, 5,
10, 25, 30 μg/mL NB + 15 μg/mL MP. Test supstance su rastvorene u di-
metilsulfoksidu (DMSO), tako da finalna koncentracija DMSO u medijumu
nije bila veæa od 0.25 %. Kao negativna kontrola korišæen je 0.25% DMSO.
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Slika 1. Izgled normalnog embriona
120 h nakon fertilizacije sa
obele�enim strukturama: 1 – oko,
2 – otocist sa otolitima, 3 – mehur,
4 – notohorda, 5 – �umance, 6 – jetra,
7 – perikardijalna duplja,
8 – vilica.

Figure 1. Zebrafish larva at 120 h
post fertilization with major organs
indicated: 1 – eye, 2 – otocyst with
otoliths, 3 – air bladder,
4 – notochord, 5 – egg yolk,
6 – liver, 7 – pericardial cavity,
8 – jaw.



FET (eng. fish embryo toxicity) test. Praæenje uticaja ispitivanih
supstanci na pre�ivljavanje i organogenzu embriona je trajalo 120 h, nakon
èega su embrioni anestezirani trikaninom i usmræeni. Nakon 24, 48, 72 i 96
èasova embrioni su posmatrani pod mikroskopom i praæene su morfološke
promene u razlièitim fazama embrionalnog razviæa opisane u literaturi
(Kimmel et al. 1995) uporeðene sa negativnom kontrolom. Na slici 1 je
prikazan izgled pravilno formiranog embriona zebrice 120 h nakon ferti-
lizacije. Na skici su obele�ene strukture èije je razviæe praæeno tokom testa.
Letalni i teratogeni efekti su odreðeni na osnovu standardnog OECD proto-
kola (OECD 2013). Praæeno je pre�ivljavanje embriona i uèestalost pojave
malformacija (malformacije otolita i otocista, edem perikardijalne duplje,
nekroza jetre i edem �umancetne kese, kao i skeletni deformiteti).

Rezultati i diskusija

Pre�ivljavanje embriona. Praæenje letalnog i teratogenog uticaja na-
trijum-benzoata, metilparabena i njihove kombinacije na embrione zebrica
trajalo je 120 h. U sva tri sluèaja uoèen je dozno- i vremenski-zavisan toksi-
èni efekat. Kombinacija jedinjenja u netoksiènim dozama je takoðe ispoljila
uticaj na pre�ivaljavanje i teratogenezu. Pregled toksiènog i teratogenog
efekta ispitivanih jedinjenja zabele�en nakon 114 h trajanja tretmana pri-
kazan je na slici 2. Teratogeni embrioni su oni kod kojih je uoèena neletalna
malformacija (edem perikardijalne duplje, kardiovaskularni poremeæaji,
nekroza jetre, edem �umancetne kese, malformacije otocista sa otolitima,
skeletni deformiteti). Navedene abnormalnosti ukazuju na potencijalnu
kardiotoksiènost, hepatotoksiènost i ototoksiènost ispitivanih jedinjenja.
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Slika 2. Uticaj natrijum-benzoata (NB), metilparaben (MP) i njihove kombinacije na pre�ivljavanje i
teratogenezu embriona zebrica nakon 114 h trajanja tretmana

Figure 2. Dose-dependent effect of sodium-benzoate (NB), methylparaben (MP) and their combination on the
survival rate (black – dead) and teratogenesis (grey) of zebrafish larva after 114-h exposure



Prvi teratogeni efekti uoèeni su veæ 48 h nakon fertilizacije (zaèetak
perikardijalnog edema, deformacije otolita) kod embriona tretiranih kon-
zervansima pojedinaèno. Deformacije su uoèene kod embriona tretiranih
kombinacijom konzervanasa. Na kraju testa (120 h nakon fertilizacije)
tretmani najvišim koncentracijama NB (50, 75 i 100 μg/mL) I MP (25 i
30 μg/mL) su imali letalan ishod kod 100% embriona. Kod embriona treti-
ranih ni�im koncentracijama NB i MP uoèeni su teratogeni i toksièni efekti
(slika 2). Jedino najni�e koncentracije NB i MP (5 μg/mL) nisu imale efekat
na pre�ivljavanje i embriogenezu. Tretman kombinacijom konzervanasa
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Slika 3. Morfologija embriona zebrica nakon 114 h tretmana NB, MP i kombinacijom njihovih neletalnih
koncentracija. Oznaèene su najuèestalije malformacije: perikardijalni edem, tamno i neresorbovano �umance,
nekroza jetre i deformitet vilice.

Figure 3. Morphology of zebrafish larvae exposed to non-lethal concentrations of NB, MP and their
combination. The most common malformations are marked: pericardial edema (1), yolk opacity (3), hepatic
necrosis (4) and jaw deformation (2).



(25, 30 μg/mL NB + 7.5 μg/mL MP, 25, 30 μg/mL NB + 15 μg/mL MP)
pokazao je letalni efekat kod 100% embriona. Kod embriona tretiranih
kombinacijom konzervanasa sa ni�im udelom NB (2.5, 5, 10 μg/mL
NB + 7.5 μg/mL MP, 2.5, 5, 10 μg/mL NB + 15 μg/mL MP) primeæeni su
veæi mortalitet i uèestalost malformacija nego kod embriona tretiranih istim
koncentracijama NB i MP pojedinaèno. Na slici 3 je prikazana uporedna
morfologija zebrica nakon 114 h tretmana netoksiènim dozama NB i MP
pojedinaèno, kao i njihovom kombinacijom. Na skici su oznaèene najuèes-
talije malformacije (perikardijalni edem, tamno i neresorbovano �umance,
nekroza jetre i deformitet vilice). Kombinacija konzervanasa imala je efekat
na embriogenezu i pre�ivljavanje embriona zebrica što ukazuje na poten-
cijalno aditivno/sinergistièko dejstvo ovih jedinjenja.

Ototoksiènost. Prve malformacije embriona tretiranih natrijum-ben-
zoatom uoèene su veæ u fazi ranog razviæa, 48 h nakon fertilizacije u vidu
promene u velièini otocista sa otolitima u odnosu na kontrolu. Rezultati
morfometrijske analize obima otocista i velièine otolita su prikazani na slici
4. Na slici 5 prikazana je uporedna morfologija kontrolnog embriona i em-
briona tretiranih natrijum-benzoatom na kojima su oznaèeni otocisti i oto-
liti. Za razliku od viših kièmenjaka, zebrice nemaju spoljašnje i srednje uho,
te unutrašnje uho obavlja sve vestibularne i deo auditivnih funkcija (Ton i
Paring 2005). Iako se graða unutrašnjeg uha razlikuje meðu kièmenjaèkim
vrstama, molekularne osnove koje determinišu razviæe ovog organa i nje-
gova fiziologija su evolutivno konzervirani (Han et al. 2011). Otoliti pred-
stavljaju kristalne strukture proteina i kalcijum-karbonata (CaCO3) koje se
kod zebrica formiraju iznad senzornog epitela tokom perioda kasne seg-
mentacije (10-24 h nakon fertilzacije) (Kimmel et al. 1995). Nakon 48 h
kod embriona tretiranih natrijum-benzoatom (10, 25, 50, 75, 100 μg/mL)
uoèeno je znaèajno proširenje otocista i smanjenje i delokalizacija otolita u
odnosu na kontrolu. Kako formiranje ovih struktura ukljuèuje seriju pro-
cesa u unutaræelijskoj i vanæelijskoj sredini koji su vremenski i prostorno
dobro koordinisani, više faktora mo�e uticati na njihovu malformaciju. Do

276 • PETNIÈKE SVESKE 77 DEO II

Slika 4. Dozno-zavisni efekat
natrijum-benzoata na velièinu
otocista i otolita kod tretiranih
embriona zebrica 48 h nakon
fertilizacije

Figure 4. Dose-dependent effect of
sodium-benzoate on the scale of
otic vesicle and otoliths (light
grey) of zebrafish embryos at 48
hpf developmental stage



promena u morfologiji otocista sa otolitima mo�e doði usled poremeæaja u
strukturi transmembranskih pumpi za Ca2+ i Mg2+ koje uèestvuju u regu-
lisanju homeostaze lumena otocista i formiranju odgovarajuæe jonske
sredine za razviæe otolita (Lundberg et al. 2014). Kao objašnjenje proši-
renja otocista i smanjenja otolita Hardison et al. 2005 navode mutacije
proteina iz porodice klaudina koji grade èvrste adhezivne veze (zonula
occludens) izmeðu otocista i æelija polarizovanog senzornog epitela koji ga
okru�uje. Zbog ovih promena dolazi do poveæanog transæelijskog trans-
porta i narušavanja jonske ravnote�e u æelijama što ometa formiranje otolita
(Lundberg et al. 2014). Kod embriona tretiranih metilparabenom nisu
uoèene znaèajnije promene u graði otocista i otolita. Kod embriona treti-
ranih kombinacijom konzervanasa uveæanje otocista i smanjenje otolita je
uoèeno samo pri najvišim koncentracijama natrijum-benzoata (7.5 μg/mL
MP + 50 μg/mL NB i 15 μg/mL MP + 50 μg/mL NB). Buduæi da biohe-
mijski mehanizmi kojima NB i MP interferiraju sa prekursorima razviæa
unutrašnjeg uha zebrica nisu poznati, potrebno je sprovesti detaljne gene-
tièke i mehanistièke studije za objašnjenje dobijenih rezultata. Razviæe unu-
trašnjeg uha je kod riba povezano sa razviæem ribljeg mehura koji, iako nije
kljuèni organ za odr�avanje ravnote�e i koordinacije pokreta, doprinosi
stabilnosti tela i omoguæava plutanje u vodi (Riley i Moorman 2000). Riblji
mehur je struktura analogna pluæima kopnenih kièmenjaka (Winata et al.
2009). Kod embriona zebrica tretiranih NB su veæ u ranom embrionalnom
razviæu uoèene malformacije statoakustièkog aparata, te 96 h nakon fer-
tilizacije u ovim embrionima nije došlo do inflacije ribljeg mehura, kao što
je i oèekivano. Kod embriona tretiranih metilparabenom nije bilo vidljivih
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Slika 5. Morfologija embriona zebrica u fazi ranog razviæa (48 h nakon fertilizacije) tretiranih
natrijum-benzoatom kod kojih su uoèene promene u velièini i polo�aju otocista sa otolitima

Figure 5. Morphology of zebrafish embryos at the early development period (48 h post fertilization) exposed
to sodium-benzoate. Malformations of otic vesicle and otoliths are shown.



deformacija mehura. Rezultati dobijeni ispitivanjem ototoksiènosti hemi-
kalija na modelu zebrica mogu se ekstrapolirati na sisare, te pretposta-
vljamo da akutno izlaganje datim koncentracijama natrijum-benzoata, kao i
kombinaciji natrijum-benzoata i metilparabena u navedenom odnosu, mo�e
izazvati poremeæaje èula sluha i ravnote�e kod ljudskih embriona.

Kardiotoksiènost. Tokom embrionalnog razviæa zebrica srce se for-
mira veæ 22 h nakon fertlizacije, dok je 48 h nakon fertilizacije moguæe
uoèiti kontrakcije srca i cirkulaciju (McGrath i Li 2008). Kod embriona
tretiranih NB u najvišim koncentracijama (50 μg/mL i 100 μg/mL) veæ
ranom embrionalnom razviæu (48 h nakon fertilizacije) uoèeni su prvi znaci
kardiotoksiènosti: blago proširena perikardijalna duplja i akumulacija
eritorcita u perikardijalnoj duplji i mozgu. Kod embriona tretiranih MP svih
koncentracija uoèen je zaèetak perikardijalnog edema. Kod embriona
tretiranih kombinacijom konzervanasa koncentracija 5, 10, 25, 30 μg/mL
NB + 15 μg/mL MP uoèeno je proširenje perikardijalne duplje i akumu-
lacija eritrocita. Perikardijalni edem, kao najuèestalija manifestacija kardio-
toksiènog efekta, nastaje usled sakupljanja teènosti u perikardijalnoj duplji
što izaziva ošteæenje srèanih funkcija. Kod embriona sa perikardijalnim
edemom su u kasnijim fazama razviæa uoèene promene u ritmiènosti, kon-
traktilnosti i graði srèanog mišiæa, kao i usporena periferna cirkulacija.
Zbog sliènosti u funkcionalnim karakteristikama kardiovaskularnog si-
stema zebrica i sisara, moguæe je pretpostaviti da ovi konzervansi imaju
kardiotoksièni efekat i na embrione èoveka.

Hepatotoksiènost. Kombinacija konzervanasa ispoljila je hepato-
toksièni efekat na embrione zebrica, koji se vizuelno manifestovao u vidu
tamne, nerazvijene jetre. Kako se u jetri sintetišu enzimi ukljuèeni u kata-
bolizam lipida deponovanovih u �umancetu, usled ošteæenja jetre došlo je
do retencije �umanceta. Na kraju tretmana uoèeni su tamno, neresorbovano
�umance i edem �umancetne kese kod embriona. Zebrice predstavljaju pri-
kladan model sistem za prouèavanje hepatotoksiènosti razlièitih kseno-
biotika zbog velike sliènosti u graði i funkciji jetre izmeðu zebrica i sisara
(Hinton i Couch 1998). Hepatogeneza i histopatologija poremeæaja kao što
su holestaza, masna jetra i neoplazma su takoðe komparibalne (He et al.
2013). U jetri zebrica su prisutni enzimi homologi enzimima citohroma
P450, koji su u organizmu sisara zadu�eni za metabolizam toksina (ibid.).
Buduæi da se ovi konzervansi metabolišu u jetri, a kasnije izluèuju putem
mokraæe, moguæe je da je akumulacija sporednih metabolita ovih biohe-
mijskih procesa ili njihova inteakcija sa fiziološki znaèajnim enzimama
dovela do ošteæenja funkcija jetre embriona.

Zakljuèak
Rezultati ukazuju da metilparaben ima toksièniji efekat od natrijum-

-benzoata, sa aspekta pre�ivljavanja embriona, dok su kombinacije oba
jedinjenja primenjena u netoksiènim dozama pokazala toksièni i teratogeni
efekat na embrione zebrica. U sva tri sluèaja uoèen je dozno- i vremen-
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ski-zavisan toksièni efekat. Natrijum-benzoat ispoljio je ototoksièno dej-
stvo veæ u ranom embrionalnom razviæu (48 h nakon fertilizacije). Tretman
pojedinaènim supstancama, kao i njihovom kombinacijom, pokazao je
kardiotoksièan i hepatotoksièan efekat. Dati rezulatati ukazuju na neop-
hodnost detaljnih toksikoloških analiza ovih jedinjenja i njihovog simul-
tanog dejstva, kao i ispitvanja toksiènosti ostalih jedinjenja koja se koriste
kao konzervansi i aditivi u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetièkoj
industriji i mehanizma pomoæu kojih ostvaruju ovakve efekte. Rezultati
pokazuju moguæi teratogeni efekat na embrione ljudi ukoliko su istovre-
meno izlo�eni uticaju i natrijum-benzoata i metilparabena.
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Marija Stefanoviæ

Toxicity and Teratogenicity Evaluation of Food
Preservatives Methylparaben and Sodium-Benzoate in
the Zebrafish (Danio rerio) Model

Numerous chemically different compounds are used as additives in the
food and cosmetic industry, and their toxicity has not been fully elucidated,
particularly when used together. Among them, methylparaben and so-
dium-benzoate have been used for decades as additives in the food, drug
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and cosmetic industry, due to their antimicrobal activity. Also, these addi-
tives can often be present together in food and cosmetic products. Since
contamination with this compounds has previously been documented in
soil, waste and surface waters, they could affect the development of terres-
trial and aquatic organisms, as well as humans. As the toxicity of the combi-
nation of these compounds has not yet been explored in the human
population, particularly their effect on human fetal development, the aim of
this study was to determine the dose-dependent toxicological profile of
each individual compound in the zebrafish (Danio rerio) model, as well as
the combination of these compounds applied at non-toxic doses. The
zebrafish embryos were treated at the 6 hours post fertilization (hpf) stage
with different concentrations of the tested compounds and their mixture,
and inspected daily for survival and appearance of teratogenic malforma-
tions (hepatotoxicity, cardiovascular and skeletal disorders) in a period up
to 120 hpf. The results obtained in this study revealed the dose-dependent
mortality and teratogenicity of both compounds, where methylparaben ap-
peared more toxic than sodium-benzoate. On the other hand, sodium-ben-
zoate caused ototoxic defects already in early embryonic development (by
48 hpf). Both compounds were hepatotoxic and cardiotoxic. Moreover,
hepatotoxicity and cardiotoxicity have been detected in the embryos upon
the combined application of non-toxic doses of both compounds. Taken to-
gether, the results of this study suggest a potential risk for human embryo
development in pregnant women exposed to methylparaben, sodium-ben-
zoate and their combinations, and strongly indicate a need for detailed toxi-
cological analyses of other additives which can be found in food products.
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