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SAZETAK

Dvadeset i prvo stoljece je, uz nova tehnoloSka dostignuc¢a i ubrzani razvoj industrije,
donijelo i nove probleme s kojima se zastita okoli$a i industrijska ekologija kao takve moraju
nositi. Plasti¢cne mase (polimeri) danas su prisutne na svakom koraku, a samo oneci$¢enje koje
nastaje nepravilnim gospodarenjem plastikom i plasticnim otpadom manifestira se od
makroskopskih razina (odlaganje u prirodu, naruSavanje okolisnog izgleda...) do onih
mikroskopskih (akumulacija mikroplastike (MP) u c¢itavim hranidbenim lancima okoli$nih
organizama). Kada se spominje MP-e, misli se na Cestice <5 mm koje su raznim fizikalnim
procesima nastale kao posljedica nepravilnog gospodarenja plasti¢nim otpadom. Kao takva, MP-
a je kroz niz eksperimentalnih rezultata pokazala toksi¢ni u¢inak na okoliSne organizme, ali je 1
dalje sam uc¢inak MP-a u fokusu raznih istraZivanja na globalnoj razini.

U ovome radu provedena su toksikoloska ispitivanja utjecaja MP-PVC-a veli¢ina <300 pum,
300-500 um i 500-700 um, i koncentracija 50 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L, 750 mg/L i 1000 mg/L
na inhibiciju rasta mikroalge Scenedesmus sp. na temelju promjene logaritamskog broja Zivih
stanica (log CFU). Osim logaritamskog broja Zivih stanica, pratila se potencijalna promjena
morfoloskog oblika. Rezultati ispitivanja pokazali su da je inhibicija rasta mikroalge uvelike
uvjetovana pokazateljima kao $to su veli¢ina i koncentracija ¢estica MP-PVC-a. Naime, najvecu
inhibiciju (10,50 %) pokazale su veli¢ine ¢estica <300 um i 300-500 um i koncentracije 750 mg/L

i 1000 mg/L. Promjena morfoloskog oblika nije uocena.

Kljucne rijeci: mikroplastika, poli(vinil-klorid), Scenedesmus sp., mikroalga, toksi¢nost



ABSTRACT

Along with the new technological accomplishments and accelerated development of
industry, 21% century also raised certain environmental issues that have to be further tackled by
environmental protection and industrial ecology. Plastic masses (polymers) are today present at
every turn. However, the pollution caused by improper management of plastics and plastic waste
is manifested from macroscopic levels (disposal in nature, environmental disturbance ...) to those
microscopic (accumulation of microplastics (MP) in entire food chains of environmental
organisms). MPs are considered plastic particles smaller than 5 mm that were formed by various
physical processes as a result of improper management of plastic waste. As such, MP has shown
a toxic effect on environmental organisms through a series of experimental results. However, the
effect of MPs remains the focus of various global studies.

In this work, toxicological studies of the effects of MP-PVC, which includes sizes <300
um; 300-500 um; 500-700 um and concentrations 50 mg/L; 250 mg/L; 500 mg/L: 750 mg/L; 1000
mg/L, were performed in order to inhibit the growth of microalgae Scenedesmus sp. based on the
change in the logarithmic number of living cells (log CFU). In addition to the logarithmic number
of living cells, a potential change in morphological shape was monitored. The test results showed
that the inhibition of microalgae growth is largely conditioned by indicators such as the size and
concentration of MP-PVC particles. The highest inhibition percentage (10.50%) was shown by
particle sizes <300 pm, 300-500 um and concentrations of 750 mg/L and 1000 mg/L. No change

in morphological shape was observed.

Key words: microplastics, poly(vinyl-chloride), Scenedesmus sp., microalgae, toxicity
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1. Uvod

Godinama se proizvodnja plastike stavlja u fokus promatranja javnosti i znanstvenih
struénjaka s obzirom da je sama proizvodnja u pocetcima bila osudena na velike koli¢ine Cesto
nepravilno zbrinutog otpada, a sami poceci proizvodnje plastike sezu jos u 50-e godine proslog
stoljeéa.’ Masovna proizvodnja plastike ¢ini buduénost i posljedice te proizvodnje su vrlo
nepredvidiva i nepoznata.? Ono $to se 50-ih godina 20. stolje¢a mislilo da je masovna proizvodnja,
u 21. stoljecu je dobilo novo znacenje. Od 1950. do 2015. godine godisnja proizvodnja plastike
porasla je s 2 Mt na 380 Mt, a masa ukupno proizvedene plastike procjenjuje se na 7800 t. Pola je
od toga procijenjeno na proizvodnju ostvarenu u posljednjih 15 godina. Najveéi udio u proizvodnji
plastiénih masa imaju polietilen (PE) 36%, polipropilen (PP) 21% i poli(vinil-klorid) (PVC) 12%
te plastike kao $to su poli(etilen-tereftalat) (PET), poliuretan (PUR) i polistrien (PS) (<10%
svaka).l? lako ima dobra kemijska i fizikalna svojstva, njeno zbrinjavanje, recikliranje i ponovno
koriStenje ipak je svakim danom sve potrebnije, pogotovo s obzirom na spomenuti rast
proizvodnje. Mnoge su nordijske zemlje takvu inicijativu pokazale kroz razne oblike njene obrade
i ponovnog koristenja, ali i kroz mjere predostroznosti kod samog dizajna plasti¢nih proizvoda i
proizvodnje plasti¢nih masa.’

Plastika se kada dode u vodene ekosustave raznim procesima (struje, abrazija, suncevo
zracenje, interakcije s organizmima i plovilima i sl.) smanjuje na sitnije Cestice, a kada njihova
veli¢ina postane < 5 mm naziva se mikroplastikom (MP).* MP-e kao takva najveéi problem
predstavlja rasprSena u vodenim povr§inama (mora, jezera, rijeke) gdje se akumulira u raznim
ekosustavima 1 time predstavlja kako problem zaStite okoliSa, tako i u konacnici problem za
ljudsko zdravlje. Vrlo Cesto se primarna akumulacija odvija u algama koje su hrana ve¢im
organizmima (npr. ribe), a ribe su éesto izvor hrane ljudima.*® S obzirom da se problematika MP-
a, 1ako postoji ve¢ dugo vremena, tek nedavno krenula proucavati, o njenom toksi¢cnom ucinku
zapravo se zna jako malo.® Toksikoloska su istrazivanja zbog navedenih razloga krucijalna kako
bi saznali utjecaj MP-a na razne organizme, od onih najmanjih pa i do vecih organizama kao sto
su ljudi. Istrazivanja se mogu odvijati in vitro i in vivo.% Ce3¢a je uporaba in vitro testova
toksic¢nosti, a jedan takav koriSten je u ovom radu. Tocnije, ispitivala se toksi¢nost PVC-a na
slatkovodnu mikroalgu Scenedesmus sp. (OECD 201:1984) pri razli¢itim veli¢inama i

koncentracijama PVC-a.



2. Opéi dio

2.1. (Mikro)plastika

Pojam plastike danas je opce poznat i sveprisutan zbog njene Ceste uporabe. Uz pojam
plastike u znanstvene se svrhe ¢eSc¢e Koristi izraz sintetski polimer jer plastika to doista i je. Prvi
sintetski polimer proizveo je jos 1855. Alexander Parkes, a prva pojava PV C-a datira izmedu 1838.
i 1872. godine.” Medutim, prave podetke vezuje se uz 1907. godinu kada je Leo Baekeland
proizveo bakelit, prvu pravu sintetsku, masivno proizvedenu plastiku.”® Nakon toga je doslo do
masivnog skoka u proizvodnji plastike te je od 1950. do danasnjeg dana sama proizvodnja porasla
s 2 Mt 1950. na 380 Mt 2015.2 U 21. se stoljeéu javila potreba da se sama proizvodnja i uporaba
plastike uklopi u koncept kruznog gospodarstva, a to se ostvarilo kombiniranjem izvorne i
reciklirane plastike. Nadzor takvog sustava baziran je na integraciji umjetne inteligencije i baze
podataka te provodenjem testova stabilnosti kako bi se predvidjela buduénost proizvedene
plastike. °

Nazalost, plasticni otpad koji nastaje nakon uporabe Cesto se nepravilno zbrinjava i zbog
toga ulazi u okoli§ u makro obliku. Cesta , kona¢na“ odrediita plastike postaju razna graniéna
podru¢ja vodenih povrSina (farme, rezervoari, plaze, oceanski okolis...) gdje zbog abrazije,
sunevog zraCenja i antropoloSkog utjecaja te utjecaja organizma dolazi do fragmentacije
plasti¢nog otpada koji u kona¢nici postaje MP-e. Zbog toga ta mjesta postaju ZariSta onecis¢enja

okolisa MP-om. Pojednostavljena shema ovog procesa moze se vidjeti na slici 1.41°

Nepravilno odlaganje
plasti¢nog otpada

Degradacija i formacija
mikroplastike

Akumulacija i
potencijalni
rizik

Slika 1. Nastanak mikroplastike i potencijalni problemi°



2.2. Podjela mikroplastike

Spomenuta masovna proizvodnja i uporaba plastike zbog njenih dobrih svojstava i niske
cijene i otpad koji nastaje nakon njenog koristenja prvenstveno je predstavljao problem u makro
svijetu. Medutim, potaknuta pronalaskom sitnih Cestica MP-a u ljudskom izmetu i sli¢nih
problema zapocela su razna istrazivanja na koji nacin i u kojem obliku MP-e dolazi u okoli$ i u

konacnici se akumulira u razne ekosustave. Tako razlikujemo primarnu i sekundarnu MP-e.!!

2.2.1. Primarna mikroplastika

Pod pojmom primarne MP-e smatra se sva MP-e nastala svakodnevnim koriStenjem
plasti¢nih proizvoda. Iako naizgled nevidljiva, emisija se dogada konstantno i potencijalno moze
izazvati razne ckoloSke probleme. Pod pojmom primarne MP-e Cesto se spominju pelete te
kozmeticki 1 proizvodi za osobnu njegu koji se proizvode i ulaze u okoli§ u malim koli¢inama.
Medutim, mnoga ispitivanja inicirala su postojanje $ireg raspona nastanka primarne MP-e. Osim
namjerno proizvedene MP-e (npr. proizvodi za osobnu njegu), primarna MP-e nastaje i kao
nusproizvod tokom koristenja proizvoda u svakodnevici (mikrovlakna otpustena s razne odjece,
prah nastao kao posljedica troSenja automobilskih guma, MP pustena s boja 1 sl.), ali 1 kao
posljedica slucajnog ispusStanja (peletirani suhi materijali). Smatra se da je primarna MP-e
svojevrsni oblik konstantnog otpustanja malih koli¢ina plastike u okolis.!!

Spomenuti proizvodi za osobnu njegu danas su Cesti primjer svakodnevnog ispustanja
primarne MP-e u okolis. Jednostavan primjer upravo su maske za lice koja sadrze mikrozrnca
(MP-u), a svakodnevno se nanose na lice i ispiru. Nakon ispiranja ulaze u sustav otpadnih voda i
¢esto iz njega ,,pobjegnu‘. Jednom kada dodu u okoli$ nikada ne podlijeZzu potpunoj biorazgradnji
1 akumuliraju se u okoliSu recipijenta i time stvaraju ekoloski problem. Unato¢ tome $to postoje
alternativni oblici proizvoda za osobnu njegu i koristenje ovakvih oblika se smanjuje, velik broj
stru¢njaka svakako predlaZze zabranu koristenja ovakvih proizvoda. Europska je komisija zatrazila
da ECHA (European Chemicals Agency) pripremi zabrane povezane s namjernim dodatkom MP-

e u potrosackim i profesionalnim proizvodima.l**?



2.2.2. Sekundarna mikroplastika

Kada se spominje sekundarna MP-e, misli se na MP-e nastalu fragmentacijom veceg
plasti¢nog otpada u okolisu.*!* Procjena ukupne koli¢ine plastinog otpada dugo je vremena
stvarala problem, ali je u konacnici procijenjeno da je 274 milijuna Mt plasti¢nog otpada
generirano od strane 192 obalne drzave samo tokom jedne godine (2010.) od Cega je 4,8 — 12,7
milijuna dospjelo u ocean i vodene povrSine. Najveci udio u tome ima Kina. Rijeke potencijalno
sluze kao transportni put za razne veli¢ine plasticnog otpada do oceana i jezera. Koliki problem
rijeke kao transportni putevi jesu pokazuju procjene na temelju raznih modela prema kojima 1,15
do 2,41 milijuna Mt plasti¢nog otpada dolazi do oceana i jezera samo putem rijeka.!

Makroplastika (MAP) dolazi iz raznih izvora i raznih veli¢ina, od ribarskih mreza i alata
do namjerno odbacenih plasti¢nih boca i ambalaza.'> Medutim, o tome $to ¢e se s njom dogoditi
najvise ovisi o tome u kakvom se okoliSu nade i hoce li ona tamo ostati, karakteristike plastike
(PVC, PET, PE...), vanjske sile (rezimi strujanja, sunevo zraenje...), fizicke karakteristike
okolisa (npr. reljef dna), stupanj biorazgradnje od strane organizama i u konacnosti antropogena
aktivnost.!>141°> Primjerice, ukoliko se plasti¢na vreéica nade zarobljena medu stijenama na delti
brze rijeke, zbog raznih ¢e sila do¢i do fragmentacije plastike. Isto tako, ako se neki komad MAP
zaglavi na propeleru plovila, on ¢e fragmentirati.** > Cesti izvori primarne i sekundarne MP-e

prikazani su na slici 2.

Slika 2. Cesti izvori primarne i sekundarne MP-e: a) pelete (primarna), b) maska za lice

(primarna), c) ribarske mreze (sekundarna) 1 d) plasti¢ne boce (sekundarna)



2.3. Podjela mikroplastike s obzirom na podrijetlo

S obzirom na podrijetlo, razne vrste MP-a dijele se prema MAP od koje su nastale. Tako
su neke od osnovnih vrsta MAP koje su i glavni izvori MP-a u okolisu PET, PE, PP i PVC. 1
Primjeri za pojedine MAP su plasti¢ne boce i ambalaze jela za podgrijavanje (PET); boce za
mlijeko i boce sredstava za cis¢enje (PE); tubice za margarin i pakiranja jela za mikrovalnu (PP);

boce za Sampon i obi¢ne plasti¢ne boce, razna jednokratna plastika, cijevi, podovi (PVC).1"18

2.3.1PVC

Poli(vinil-klorid) ili PVC je prilagodljiva, dugotrajna i ekonomi¢na plastika podlozna
recikliranju koja se danas nalazi u iznimno Sirokom spektru primjene. Da bi se bolje razumjela sve
veca svakidasnja uporaba PVC-a potrebno je oti¢i u povijest. Njegovo otkri¢e datira jo§ u 19.
stolje¢e kada su ga u dva navrata slu¢ajno otkrili Henri Regnault i Eugen Baumann tako $to su
novoproizvedeni plin vinil-klorid (VC) ostavili izloZzenog sun¢evom svijetlu kada je u konac¢nici
nastala bijela krutina — PVC. Medutim, smatralo ga se teskim za proizvodnju i uporabu te je
njegova komercijalna uporaba zapocela tek 20-ih godina 20-og stoljeca. U pocetku se koristio kao
izolator Zica na vojnim brodovima i kao vodootporni premaz za razne tkanine, a s vremenom,
pogotovo 1950-ih, su se pocela primjecivati razna svojstva PVC-a koja su ga ¢inila pogodnim za
razne primjene. Neka od tih svojstava su otpornost na kemikalije, koroziju 1 svijetlost zbog Cega
su ga do pocetka 1960. pocele proizvoditi ¢ak 5 tvrtki.!® Prvotno termi¢ki nestabilniji od ostalih
plastika, PVC-u su se tokom vremena poceli dodavati razni aditivi kako bi ga se ucinilo otpornim
na ekstremne temperature. Kada se to postiglo, njegova primjena je postala sve ¢esca te se poceo
koristiti 1 kao materijal za izradu cijevi za dovodenje vode kuc¢anstvima i industrijama. Od 1980-
ih pa do danas PVC ostaje jedna od najviSe proizvedenih plastika na svijetu, odmah nakon PE 1
PP, a nalazimo ga u raznim industrijama kao §to su zdravstvo, informacijske tehnologije (IT),

transport i tekstilna te gradevinska industrija.®

2.3.1.1. Stuktura, proizvodnja i svojstva PVC-a

PVC u primjeni ima raznolike strukture, a time i raznolika svojstva ovisno o nacinu
polimerizacije VC-a pomocu koje ga se proizvodi.'®?° Kako bi se u potpunosti razumjela svojstva

PVC-a, potrebno je u obzir uzeti geometrijsku izomeriju prilikom razvoja mehanizama njegove



degradacije i stabilizacije. Stereoizomerija se pojavljuje kao rezultat prisutnosti trodimenzionalne
strukture u pojedinim polimerima. Stereoizomerija esencijalna za pojedine polimere medu kojima
je 1 PVC naziva se takticnost. Ako se u usporedbu stavi takti¢nost 1 opticka izomerija, vazno je
naglasiti da ¢e fizicka svojstva optickih izomera ostati ista (osim polarizacije svijetla), dok ¢e
takti¢nost polimera utjecati fizicka i mehanicka svojstva polimera kao $to su ja¢ina, elasti¢nost i
apsorpcija svijetla te promjena faza, temperature, kristali¢nosti i mnogih drugih svojstava.*®

Takti¢nost polimera uglavnom je vezana uz 3 osnovne strukture: izotakti¢ne (sve grupe
na istoj strani lanca), atakticne (neravnomjerna distribucija grupa) i sindiotakti¢ne (grupe,
primjerice Cl kod PVC-a su pravilno rasporedene na obje strane lanca ili njegovog segmenta s
eventualnim alternativnim rasporedom.’® Na slici 3 predocene su izotaktiéna i sindiotakti¢na
struktura PVC-a.
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Slika 3. Izotakti¢na i sindiotakti¢na struktura PVC-a'®

Osnovni nacin proizvodnje PVC-a jest radikalna polimerizacija VC-a pomocu cetiri
razlicita mehanizma (suspenzijska, emulzijska te polimerizacija u otopini i u masi). lako je ovakav
nacin proizvodnje najefikasniji, on takoder rezultira u formaciji raznih oblika izomera 1 strukturnih
defekata. Ovi su faktori iznimno vazni potrosa¢ima PVC-a jer oni Cesto izazivaju probleme s
bojom, termickom stabilno§¢u, kristali¢éno§¢u, ponasanjem prilikom vodenja procesa te konacnim
fizickim svojstvima PVC-a. Zato se prije, tokom i nakon polimerizacije dodaju razni aditivi kao
Sto su sredstva za plastificiranje, toplinski stabilizatori, lubrikanti, fileri i slicni polimeri u svrhu
tzv. kopolimerizacije. Primjerice, kopolimerizacija VC-a s imidnim monomerima i klorinacijom
PVC-a dokazana je da povecava toplinsku otpornost PVC-a.?°

Energija aktivacije za izotakti¢nu adiciju veca je u odnosu na sindiotakti¢nu, 1 to za ¢ak
500-600 cal/mol. Sindiotakti¢ni sadrzaj PVC-a dobivenog radikalnom polimerizacijom smanjuje
se s povetanjem reakcijske temperature. Termicka nestabilnost PVC-a Cesto je uzrokovana
grupama koje se u lancu ponasaju kao anomalije te je prilikom polimerizacije i kopolimerizacije

cilj stvoriti glava-rep strukturu.?



Najces¢i i najvazniji tip polimerizacije VC-a je suspenzijska radikalna polimerizacija
pomocu koje se na globalnoj razini proizvodi ¢ak 80% ukupnog PVC-a, dok se emulzijskom
proizvodi 12%, a polimerizacijom u masi 8%. Suspenzijski se PVC dobiva diskontinuiranim
postupkom u velikim reaktorima kapaciteta ¢ak 150 do 250 m® u zatvorenome sustavu. Ukapljeni
VC (smjesa svjezeg i rekuperiranog monomera) dispergira se u destiliranoj vodi uz dodatak
zaStitnih aditiva. Koli¢ine inicijalnih komponenata ovise o tipu PVC-a, veli€ini reaktora i sl.
Najces¢i aditivi koji se u ovakvu proizvodnju dodaju su omeksavala, toplinski i svjetlosni
stabilizatori, maziva, dodaci za poboljsanje preradljivosti i Zilavosti, punila i ojacavala te pigmenti
i bojila.?! Cesto koristeni stabilizatori jesu olovne soli (najvise koristene), organokositreni sapuni,
Ca/Zn organski sustavi, kadmijevi sapuni (ne koriste se od 2002.) i kapljeviti Ba/Zn i Ca/Zn
sapuni.?! Svojstva PVC-a proizvedenog pomoc¢u suspenzijske polimerizacije prikazani su u tablici

1.

Tablica 1. Svojstva suspenzijskog PVC-a?2

Svojstvo Mjerna jedinica Raspon
Suvisak VC-a u proizvodnji mag/kg 0,5-5
Mehanicke nepravilnosti max. koli¢ina 10-15
Relativna viskoznost - 1,55-3,65
Inherentna viskoznost - 0,5-1,63
Reducirana viskoznost mL/g 84-122

.. - minimalni  phr (parts per
Apsorpcija plastifikatora hundred rubber) 31
K-vrijednost (termic¢ka provodnost) | - 49-89
Stupanj polimerizacije - 520-1400
Poroznost mL/g 0,17-0,51
Otpor Qcm 101
Posebna svojstva: otpornost na abraziju, konzistentna i uska raspodjela veli¢ina Cestica,
dielektricna svojstva, odli¢ne karakteristike suhog toka, dobra sposobnost spajanja s ostalim
plastikama, visoka gustoca, visoka poroznost, nisko onecis¢enje, niski troSkovi, mehanicka
snaga, pogodno za medicinsku uporabu i koriStenje na otvorenom, homogeno otapanje,
prozirnost, brza apsorpcija plastifikatora

2.3.1.2. PVC u okoliSu

Zbog ustaljene kvalitete i visokog stupnja onecis¢enja okolisa plastikom, ona se Cesto
naziva i ,,najve¢im ekoloskim izazovom ovog stoljec¢a®. Medutim, PVC-u se u toj prici daje vrlo

malo paznje. Razlog tome $to je koli¢ina PVC-a u okolisu iznimno mala u odnosu na stupanj njene
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proizvodnje (10% ukupne). Moguéi razlog tome je da je otpad industrije u kojoj se najvise koristi
(gradevinska) Cesto velik i takvim se otpadom vrlo dobro gospodari, a Cinjenica da se PVC
proizvodi koriste dulje vrijeme doprinosi tome da je godi$nje omjer nastalog otpada i proizvodnje
u konacnici dosta malen.? Cestice se PVC-a u vodenom okolisu &esto nalaze u sedimentima rijeka
gdje zbog svoje veée gustoce (1,16 — 1,58 g/cm?®) najéesée zaostaju. Medutim, ukoliko je tok rijeke
turbulentniji moze do¢i i do transporta samih Cestica u ostale vodene okolise kao $to su jezera i
mora. Primjerice, u jezeru Rawal u Pakistanu su u sedimentima nadene vece koncentracije PVC-a
(<1 mm) nego u samoj vodi, a razlog tome je nepravilno odlaganje otpada i turisticke
aktivnosti.324

PVC u okolisu, iako ga je manje od ostale plastike, uzrokuje dodatna onecis¢enja jer mu
je zbog inicijalno slabijih svojstava krucijalno dodati brojne aditive (vise nego bilo kojoj drugoj
plastici) koji zajedno sa samom plastikom zavrSavaju u okolisu. PVC-e je izvorno termalno
nestabilan sto iziskuje dodavanje raznih toplinskih/termalnih stabilizatora u polimer u velikim
koli¢inama (oko 4% masenog udjela). Najcesc¢i su takvi stabilizatori olovo te kombinacija metalnih
1 organskih stabilizatora, a samo je olovo iznimno toksi¢no za razne vodene ekosustave 1 ljude. Uz

to, benzil butil ftalat (BBP) (ftalat koji se koristi kao plastifikator kod PVC-a) je jedan od

.....

Zivotinja.?®

2.3.1.3. Utjecaj PVC-a na zive organizme

Problematika MP-a ve¢ niz godina predstavlja jedan od glavnih fokusa istrazivanja
onecisc¢enja slatkovodnih i morskih okolisa. MP-¢e je sam po sebi heterogeni set materijala koji se
razlikuju u veli¢ini 1 obliku, ali 1 u kemijskom sastavu koji ukljucuje polimere, aditive 1
nusproizvode. Time receno, 1 dalje je velika dilema imaju li kemikalije u plastikama ili same
Cestice veci utjecaj na toksi¢nost MP-a. Jedan plasti¢ni proizvod moze sadrzavati stotine
kemikalija (antioksidansi, termicki stabilizatori, plastifikatori, bojila, ostatak monomera tokom
polimerizacije...).2% Velik broj njih je na polimerni lanac vezano slabim van der Waalsovi silama i
zbog toga vrlo lako zavrie u okolisu u kojem se nadu i postaju dostupni vodenim organizmima. 2
Primjerice, epoksi smola s PVC plasticnih proizvoda je inducirala toksti¢nost na organizam

Daphnia magna. Ekstrahirane kemikalije s PVC-a pokazale su veci utjecaj na reprodukciju —

oslabile su ju, produljile proces za 3 dana te smanjile veli¢inu jedinki.?® Takoder, MP-PVC
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ponasala se kao vektor zemljanim crvima za bioakumulaciju perfluorooktan sulfonata (PFOS) i
perfluorooktanske kiseline (PFOA) ito je uzrokovalo smanjenu sposobnost razmnozavanja.?’
Jedan od reprezentativnih primjera takoder su zebrice (Danio rerio) na koje sama MP-a nije
utjecala, ali je otpustanje olova sa same MP-e tokom 24 sata uzrokovala negativan odgovor zebrica
na izlaganje istoj. PVC se u ovom slucaju ponasao kao rezervoar olova iz kojeg se olovo
kontinuirano otpustalo s plastike u okolis. 2 Iz navedenog se moze zakljugiti da je kod samog
PVC-a za organizme najve¢i problem koli¢ina aditiva koji se u njega dodaje kako bi mu se

poboljsala svojstva, 20:21.25- 28

2.3.1.4. Utjecaj PVC-a na mikroalge

MP-e su iznimno rasprostranjene u slatkovodnim okoliSima. Veliki udio istrazivanja
toksi¢nog ucinka trenutno pripada vodenim Zzivotinjama, ali je vazno istaknuti i Stetnost MP-a na
mikroalge kao $to su Scenedesmus sp. i Chlorella sp.. Primjerice, na mikroalgu Chlorella sp. PVC-
e je utjecao na nacin da je tokom vremena pri viSim koncentracijama smanjio koncentraciju
klorofila a za ¢ak 55,23%.% PVC-e kao takav inhibira fotosintezu ove mikroalge. Prvenstveno,
akumulacija unutarstani¢nih reaktivnih oblika kisika oStecuje stanic¢nu strukturu i blokira sintezu
klorofila te pritom izaziva oksidativni stres.?®?° Takoder, MP-e ima veliku aktivnu povrsinu i
snaznu sposobnost adsorpcije te s mikroalgama tvori heteroagregate koji mikroalge Cine
neaktivnima.?® U odnosu na primjer PP-e, PVC-e pokazuje veéu sposobnost inhibicije stvaranja
klorofila a, ali na samu algu ne utjece fatalno. Dakle, fotosintetska aktivnost je u mikroalgama pri
bilo kakvom okolignom stresu smanjena.?® Takoder, na aktivnost mikroalgi utjece i veli¢ina
Cestica. Naime, §to je Cestica manja ona ima vecu sposobnost tvorenja heteroagregata i na taj nacin
negativno utjece na fotosintetsku aktivnost.2>3° Sama morfologija MP-a manje je toksi¢na za
mikroalge u odnosu na kemikalije i aditive kojih u P\VC-u ima jako puno (npr. benzotiazol, ftalid,
acetofenon, kobalt, cink, olovo) koji se kontinuirano ispustaju iz MP-e zbog njihove slabe
vezanosti na MP-u.?31 Uz spomenute, to su &esto i preostali (nepolimerizirani) monomeri. Vecina
aditiva nije kovalentno vezana za povrsinu plastike te se potencijalno vrlo lako otpusta u okolis.3!
Tako je primjerice na mikroalgu Raphidoceli subcapitata apsorpcija tih aditiva utjecala na sam
rast viSe nego §to je to ¢inila sama MP-e. MP-e se tu zapravo viSe ponaSala kao vektor za prijenos
oneciséivala s MP-e na mikroalge.3! Osim navedenog, kod mikroalgi MP-e mogu utjecati i na

energetski metabolizam tako Sto utjecu na izvore energije, ali i tako §to ih pojedine mikroalge
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mogu unijeti u sustav kroz proces fagocitoze.®! Vecina efekata je privremena te se ovisno o vrsti
mikroalge oporavak u konacnici dogodio tokom razli¢itog vremena Sto zbog oja¢anja membrane,
Sto zbog reducirane povrSinske izloZenosti kroz stvaranje raznih tipova agregata izmedu samih
mikroalgi.®! Mikroalge MP-u poveéavaju gustoéu time §to od vise Cestica MP-a stvara guscée
heteroagregate, stite samu plastiku od UV zracenja koje ju potencijalno moze modificirati, zbog
vezivanja na povrsinu MP-a smanjuju joj povrSinska svojstva, a trenutno se istrazuje i potencijalan
utjecaj mikroalgi na hidrolizu MP-a. MP-¢, s druge strane, negativno ili pozitivno (efekt homeze)
utjecu na rast i morfologiju mikroalgi, smanjuju fotosintetsku aktivnost, utje¢u na kvalitetu i
koli¢inu proizvedenih masnih kiselina i lipida, te se ¢esto imaju funkciju prijenosa onecis¢ujucée
tvari na mikroalge. Na slici 4 prikazana je pojednostavljena shema medusobnog utjecaja MP-a i
mikroalgi.3!

—

. Rast i morfologija

Fotosinteza
] Masne kiseline i lipidi

Prijenos onecidéivala

Gustoca MP-e
UV zadtita
Hidroliza

Povriinska svojstva

Slika 4. Utjecaj mikroalge na MP-u (donja strelica) i obratno (gornja strelica)®!

Osim negativnog utjecaja, na mikroalgama se primijetila i pojava fenomena hormeze.
Tocnije, ovaj je fenomen baziran na konceptu doza-odgovor gdje se pri manjim koncentracijama
onecis¢ujuce tvari rast biljki, algi i mikroalgi pospjesuje, dok se pri ve¢im koncentracijama on

inhibira.31:32

2.4. (Mikro)alge

Alge predstavljaju vrlo raznolik opus drevnih biljaka koje su stvorile razne evolucijske
linije fotoautotrofskih organizama. Njihova vegetativna tijela nisu organizirana na principu

korijena 1 lisnatih stabljiki, ve¢ mnoge Zive kao zasebne stanice, kolonije, filamenti ili primitivna
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vegetacijska tijela te nemaju nikakav zilni sustav. Razlikujemo prokariotske (cijanobakterije) i
eurkariotske alge te ne pripadaju u rod biljaka. Medutim, za alge je prihvacen naziv ,,nize biljke*
zbog fotosinteze kao zajednicke karakteristike s tradicionalnim biljkama. Za prokariotske
oksifototrofe osnovna je karakterizacija osnovana na sadrzaju klorofila a i b koji nisu maskirani
kao ukrasni pigmenti.®

Kao takve, alge se u hranidbenim lancima vodenih ekosustava nalaze na samom dnu te
istovremeno Zive pod pritiskom ostalih kompetitivnih organizama.3*3® Zbog toga se uveo i pojam
alelopatije koji predstavlja osnovni princip kompeticije zbog nutrijenata, svijetla ili prostora. Ona
moze biti negativna kada se radi o ,,namjernoj* alelopatiji, dok se pozitivna promatra na principu
,oportunizma®“. Tako je dokazano i da neke mikroalge proizvode toksine zbog kompeticije sa
ostalim mikroalgama. Primjerice, Karlodinium veneficum mikroalga proizvodi karlotoksin koji
ostalim organizmima (ukljuéujuéi predatore) utjee na karakteristike plivanja.3

U primjeni, pod pojmom mikroalgi u najSirem smislu smatraju se i prokariotske
cijanobakterije i eukariotske mikroskopske alge. Sirenje ovih organizama iznimno je veliko s
obzirom da nastanjuju razne ekosustave — od hladnih arkti¢kih regija, kroz vrlo luznata i slana
podrucja do vrucih izvora i suhih podrué¢ja. One su vazni potrosaci COz i primarni proizvodaci Sto
ih ¢ini bazom hranidbenih lanaca u vodenim ekosustavima te su jedni od najefikasnijih pretvornika
solarne energije u biomasu. Svijetlost je ujedno i najvazniji faktor u rastu mikroalgi. Koli¢ina
energije fotona koju svaka stanica prima ovisi o mnogim faktorima, a u kona¢nici tek 90% fotona
koji se uhvate na potpunoj osvijetljenosti se uopce ne koriste za fotosintezu, ve¢ kao toplina 1
fluorescencija. Optimalna temperatura za rast veéine mikroalgi je izmedu 25 i 30 °C.*®°

Zbog iznimno velikog sadrzaja sirovih vlakana, vitamina, minerala i sl., mikroalge se sve
vise koriste za prehranu i kao suplementi u prehrani. Primjerice, Chlorella i Spirulina mikroalge

su na trzistu zdrave prehrane kao izvori proteina u obliku tableta, kapsula i tekuéina.*®

2.4.1. Rod Scenedesmus

Zelene alge su najheterogenijih grupa fotoautotrofskih protoktista u biosferi koje imaju
iznimno Sirok raspon oblika, veli¢ina i staniSta. Kao primarni proizvodaci, zelene alge imaju veliku
vrijednost za Zemlju koja je gotovo na razini praSuma. Razlog tomu je njihova iznimna

rasprostranjenost. Sam proces fotosinteze ovisi o koli¢ini nutrijenata i dostupnost svijetla algama.
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Medu organizmima u slatkovodnim stanistima vrlo se Cesto susrecu zelene mikroalge
roda Scenedesmus sp. (razred Chloorophyceae, red Sphaeropleales, obitelj Scenedesmaceae).
Nadene su u svim klimatskim podrucjima na svijetu, a najvise u eutrofskim jezerima i barama.
Pojavljuju se kao samostalne stanice ili u cenobijama od 2 do 32, najc¢esce 4-8 stanica i u 2-3 reda
Sto je vidljivo na slici 5. Medutim, sama morfologija im je ovisna u kakvoj se okolini nalaze. U
prisutnosti organizama poput Daphnia magna dolazi do smanjenja samih kolonija zbog kemikalija
koje otpusStaju. Same kolonije najceS¢e nastaju prilikom rasta stanica, dok se zbog okolisnih
udinaka Ge$¢e nalaze u jednostaniénim oblicima.®”° RazmnoZavanje im je u veéini slucajeva
nespolno pomoéu nepokretnih spora nazvanih autospore. Ceste su komponente slatkovodnih
planktona i vrlo se Cesto koriste u istrazivanjima oneciS¢enja i fotosinteze te su zbog visokog
sadrzaja lipida potencijalni izvori za proizvodnju biodizela.*® U procesima pro¢iéavanja otpadnih
voda ove mikroalge omogucuju kisik potreban za bakterijski raspad organske tvari 1 time pomazu
uni§tavanju opasnih supstanci.®® U normalnim uvjetima, ciklus rasta im je 16 dana prije nego
postignu stacionarno stanje. Velik broj Scenedesmus mikroalgi karakterizira se na temelju brzine

rasta te akumulacije biomase i lipida.*

oy 3
o
W

Slika 5. Formiranje kolonija mikroalge Scenedesmus sp.3®

i

2.5. Ekotoksikoloski testovi

Ekotoksikologija je znanost koja se bavi prouavanjem 1 prevencijom Stetnih ucinaka
antropogenih emisija kemijskih spojeva na strukturu, funkciju i bioraznolikost ekosustava. lako
pokriva 1 prirodno ispustene kemikalije, u zadnjih nekoliko godina usmjerena je pretezno na

antropogeno djelovanje. U primjeni je danas jedna od najceS¢ih grana ekotoksikologije tzv.
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eksperimentalna ekotoksikologija koja kao cilj ima pri kontroliranim uvjetima identificirati
poveznicu izmedu izlaganja organizama kemikalijama (ili grupama kemikalija) i potencijalnog
toksiénog efekta koji se na organizmima zapazio.** Iako metode i konacni ciljevi mogu biti vrlo
raznoliki, eksperimentalna toksikologija moze provoditi nekoliko oblika testova, a to su: testovi
toksi¢nosti na jednoj vrsti (npr. alge, kopnene i vodene biljke, ribe, ptice, mikroorganizmi ...);
funkcionalni testovi toksi¢nosti (mjerenje direktnog efekta na neku funkciju ekosustava kao $to
je npr. mineralizacija ugljika ili dusika); testovi toksi¢nosti na viSe vrsta (istrazivanje efekta
kemikalija na prirodne ili umjetne skupove ili na velike kompleksne zajednice).**

Razni se testovi provode sa svrhom direktnog ili indirektnog odredivanja potencijalnog
Stetnog ucinka pojedinih kemijskih spojeva na okoli$. Direktni testovi nazivaju se in vivo testovi,
a indirektni (ili na dijelovima organizma) in vitro. In vivo testovi danas su na velikom broju
organizama (posebno kraljeznjaka) zabranjeni te se ¢e$ée provode in vitro testovi.*?43

Velik broj ekotoksikoloskih testova kao osnovnu zadacu imaju prikupiti podatke bazirane
na odgovoru nakon ekotoksikoloskog pothvata kako bi se odredila maksimalna (sigurna)
koncentracija kemijskih spojeva koji se mogu na¢i u vodi, sedimentima 1 zemlji; za evaluaciju /
monitoring otpadne vode; i za upravljanje rizikom. Takvi testovi se izvode i na vodenim i na
kopnenim organizmima, iako se vodeni organizmi koriste za puno veci raspon ekotoksikoloskih
testova. Testovi izvodeni na jednoj vrsti ¢esto su bazirani na principu odnosa doza-odgovor izmedu
materijala i bioloskog efekta na ispitivanom organizmu. Karakterizacija ovog odnosa bazirana je
na izlaganju uzoraka organizama s povecanjem razine testnog materijala i potom opaZanju
njihovih odgovora tokom vremena trajanja testa.*’ Analiticka validacija kemijskog izlaganja
pojedinim koncentracijama iznimno je vazna kod mnogo standardiziranih testnih protokola
koriStenih u regulativne svrhe. Ovo je posebno vazno kod stati¢nih ili obnovljivo-stati¢nih testova
na vodenim organizmima kod kojih se razina kemikalije ili materijala ne obnavljaju
kontinuirano.*?

Uz sam dizajn testova, vazno je promotriti i njihovo trajanje. Kod akutnih testova
promatraju se kratkorajna (sati ili dani) izlaganja i odgovori organizama unato¢ nemobilnosti,
gubitku ili ravnotezi organizama te ¢ak rastu populacije ( u slu¢aju algi). Uobicajene krajnje tocke
testova akutne toksi¢nosti su LDso i ECsp koje predstavljaju medijane smrtonosnih koncentracija
ili doza (LD), odnosno medijan efektivne koncentracije (EC). LCso je koncentracija pri kojoj testni
materijal izaziva smrtnost 50% testne populacije, dok ECso predstavlja koncentraciju koja ima
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odredeni u¢inak (npr. imobilizaciju ili inhibiciju rasta).** LOEC predstavlja najnizu dozu koja
izaziva odgovor, dok NOEC predstavlja najvisu dozu koja ne izaziva odgovor.** Izgled krivulje

doza — odgovor prikazan je na slici 6. s nazna¢enim parametrima.

100
2 50 NOEC
S
3 LOEC
\ LD50 / ED50
0 r=Wa

5 10 15 20 25 30 35

doza (mg/kg)

Slika 6. Primjer krivulje doza-odgovor s odgovarajuéim parametrima®

S druge strane, testovi kronic¢ne toksicnosti obuhvacaju one testove koji traju barem 10%
zivotnog ciklusa testnog organizma. Ova kategorija testova ukljucuje procijene punih zivotnih
ciklusa koji su standardizirani za neke vodene testne vrste (primjerice Daphnia magna ili
Ceriodaphnia dubia). Analiza regresije podataka kroni¢ne toksi¢nosti moze se koristiti da bi se
generirala koncentracija koja izaziva inhibiciju.*?

Testovi toksi¢nosti na jednoj vrsti i u in vivo i u in vitro obliku pokazali su problem zbog
potencijalnih ogranicenja u predvidanju toksi¢nih u¢inaka kemijskih spojeva na razini itavog
ekosustava. Takoder, organizmi kao reprezentativni uzorak mogu neadekvatno predstavljati
raspon osjetljivosti na kemijske spojeve koji se u prirodnom okruzenju dogada. Standardizirani
dokumenti protokola i uputa o tome kako se testovi na mikro i makro razini trebaju provoditi
stvoreni su od strane USEPA (United States Environmental Protection Agency), ASTM (American
Society for Testing Materials) i OECD (Organisation for Economic Co-operation and

Development).*2
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2.5.1. Testovi ekotoksi¢nosti na (mikro)algama

Efekti kemijskih spojeva na vodene organizme i sam fokus na njima pokazuje da je
bioakumulacija spojeva klju¢ studije vodene ekotoksikologije gdje se, u srzi, proucava sudbina
tvari koja je pod kontrolom raznih kompleksnih fizikalno-kemijskih procesa u vodama i
sedimentima te kopnenim i zraénim podru¢jima, ali i samim ekosustavima. Cesto se s ciljem
pojednostavljivanja u¢inka kemijskih spojeva na vodene ekosustave koriste pojedine vrste
organizama kao reprezentativni modeli raznih trofickih razina. To ukljucuje primarne proizvodace
(alge, biljke), primarne potroSace (organizmi koji jedu biljke/alge), sekundarne potrosace
(organizmi koji jedu primarne proizvodace) i predatori na vrhu lanca (ili tercijarni potrosaci —
velike ribe, ptice...). Spomenuti reprezentativni modeli se nakon same definicije izlazu raznim
laboratorijskim studijima s ciljem dobivanja doza-odgovor krivulja iz kojih se potom mogu
derivirati LCso, ECso, NOEC i LOEC. Ove se koncentracije koriste u modeliranju pristupa koji bi
procijenili razinu kemijskog spoja koji nema ué¢inak na vodeni ekosustav kao cjelinu.*® U tablici 2

dani su primjeri ekotoksikoloskih ispitivanja MP-PVC-a na razne mikroalge.

Tablica 2. Ekotoksikoloska ispitivanja MP-PVC-a na razne mikroalge.

Naziv Veli¢ina Koncentracija ZabiljezZeni u¢inci

mikroalge PVC [pm] | PVC [mg/L]

Chlorella 111-216 |5-500 Smanjena fotosintetska aktivnost, smanjen

pyrenoidosa sadrzaj klorofila, s porastom koncentracije
MP-e raste efekt inhibicije rasta mikroalge 2

Microcystis 111-216 |5-500 Smanjena fotosintetska aktivnost, smanjen

flosaquae sadrzaj klorofila, s porastom koncentracije
MP-e raste efekt inhibicije rasta mikroalge 2

Chlorella sp. 74 200 Inhibicija rasta mikroalge, smanjen sadrzaj
klorofila #’

Phaeodactylum | 74 200 Inhibicija rasta mikroalge, smanjen sadrzaj

tricornutum klorofila*’

Skeletonema 1 50 Smanjena fotosintetska aktivnost, smanjen

costatum sadrZaj klorofila %8

15



3. Eksperimentalni dio
3.1. Materijali
3.1.1. Mikroplastika

Toksiéni ué¢inak MP-PVC-a odredivao se pomoc¢u mikroalge Scenedesmus sp. MP-e je
dobivena usitnjavanjem makroplastike (MAP). Za dobivanje PVC-a usitnjavana je jednokratna

plasti¢éna ambalaza prikazana na slici 7 na kojoj se nalazila oznaka za PVC.

Slika 7. PVC-e jednokratna plasti¢na ambalaza.

3.1.2. Testni organizmi

Za ispitivanje toksi¢nosti PVC-a koristila se slatkovodna mikroalga Scenedesmus sp.
Mikrofotografija mikroalge snimljena je u nultom danu i prikazana je na slici 8. Koristena kultura
pohranjena je u zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog inzenjerstva i

tehnologije, Sveucilista u Zagrebu.
&

@
R '%o?‘ﬁ

el
& )

Slika 8. Mikrofotografija mikroalge Scenedesmus sp. snimljena u nultom danu, P=400x.
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3.1.3. Kemikalije i mediji

e Bazalni medij

Bazalni medij (BM), Bold Modified Basal Freshwater Nutrient Solution, Sigma, Ujedinjeno
Kraljevstvo, koristio se za uzgoj kulture Scenedesmus sp. te kao medij za postavljanje pokusa.
Pripremao se prema uputama proizvodaca na na¢in da se 20 mL BM-a dodalo na 1 dm?®
deionizirane vode. pH-vrijednost BM-a podesena je pomocu otopine NaOH koncentracije 0,1
mol/dm3. Na ovaj nadin pripremljeni BM prije upotrebe se sterilizirao.

e Etanol

Etanol masenog udjela 70% Kkoristio se za sterilizaciju MP-a prije postavljanje pokusa s

Scenedesmus sp.

3.2. Mjerni instrumenti i oprema

e Za usitnjavanje MAP koriSten je blender Philips, a za prosijavanje mikroplastike
upotrjebljen je uredaj za treSenje sita W.S. Tyler RX-86 Sieve shaker, USA, i sita istog
proizvodaca, veli¢ine pora 300 pm, 500 pm 1 710 pm.

e Za mijeSanje bazalnog mehanizma prilikom podeSavanja pH-vrijednosti Kkoristila se
magnetna mjesalica WiseStir® MSH-20A, Svicarska.

e Zavaganje s vecom preciznoS¢u upotrebljavala se vaga Sartorius AG, Njemacka.

e Za prethodno steriliziranu mikroplastiku koristen je membranski lijevak uz vakuum
pumpu, i sterilni celulozno nitratni (C/N) membranski filteri Ahlstrom ReliaDisc™,
promjera pora 0,45 um.

e Za provedbu eksperimenta Koristila se tresilica proizvodata LAUDA-GFL Gesellschaft
model 3005.

e S ciljem odredivanja broja zivih stanica algi (CFU) upotrebljena je Thomina komorica.

e Zasterilizaciju bazalnog medija, Cistog staklenog posuda, te oneciS¢enog posuda, koriSten
je autoklav Sutjeska, Jugoslavija.

e U svrhu aeriranja alge Scenedesmus sp. koriStena je aeracijska pumpa Tetracec, a za

osvjetljenje alge koristila se lampa.
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e U pokusima s Scenedesmus sp., pHvrijednost se odredivala pH-elektrodom SenTix® 940,
a koncentracija otopljenoga kisika kisikovom elektrodom FDO® 925 pomocu prijenosnog
mjeraca WTW Multi 340i. Instrument je prije svake upotrebe kalibriran.

e Opticka gustoée odredena je na spektofotometru Hach, Model DR/2400, SAD.

e Mikroalga Scenedesmus sp., mikroskopirana je pomocu svjetlosnog mikroskopa (Olympus
BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan).

e Alga Scenedesmus sp., mikroskopirana je pomocu svjetlosnog mikroskopa (Olympus
BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan) opremljenog kamerom za snimanje
mikrofotografija (Olympus DP 10 kamera).

3.3. Metode rada
3.3.1. Priprema mikroplastike

MAP-PVC-e prikazana na slici 1, prvotno je usitnjena Skarama na manje komade te se
zatim usitnjavala u blenderu uz dodatak mokrog leda. Usitnjene Cestice PVC-a susile su se na
zraku 24 — 48 h pri sobnoj temperaturi, te su se zatim prosijavale mehanicki koristeci sita odredenih
pora u svrhu dobivanja Cestica veli¢ine: <300 um, 300 — 500 um i 500 — 710 um.

U svrhu sterilizacije PVC-a, odredene mase PVC-a izvagane su u Erlenmayerove tikvice
od 100 mL u koje se dodao 70 % etanol te su tikvice stavljene na rotacijsku tresilicu tijekom 10
min pri 160 o/min i sobnoj temperaturi. Cestice PVC-a su izdvojene iz etanola i isprane sterilnom
deioniziranom vodom primjenom vakuum filtracije uz sterilnu tehniku rada. PVC-e zaostao na
sterilnom membranskom filtru (0,45 um) se uz pomo¢ sterilne Zlice i pincete prebacio u sterilne

tikvice volumena 250 mL za postavljanje pokusa.

3.3.2. Odredivanje toksi¢nosti mikroplastike koristenjem alge Scenedesmus sp.

Proveden je eksperiment kojim se odredivala toksi¢nost PVC-a na mikroalgi
Scenedesmus sp.. Eksperiment se provodio na rotacijskoj tresilici 3 dana pri 160 okretaja/min u
tikvicama volumena 250 mL, odnosno radnog volumena Vg = 100 mL. Na slici 9 prikazan je

shematski prikaz pripreme PVC-a i postavljanje eksperimenta.
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Usitnjavanje PVC-a Prosijavanje Vaganje Sterilizacija Membranska filtracija Postavljanje pokusa

Slika 9. Shematski prikaz pripreme PVC-a i postavljanje eksperimenta za odredivanje
toksi¢nosti PVC-a primjenom mikroalge Scenedesmus sp.

Prije postavljanja eksperimenta uzgojila se mikroalga Scenedesmus sp. u bazalnom
mediju (BM) uz kontinuiranu aeraciju i interval svjetlosti 16:8 (svjetlo:mrak) tijekom 14 dana. *°
Broj zivih stanica mikroalgi (CFU) iznosio je nakon 14 dana 1,3-10° stmL. CFU (st/mL)
odredivao se izravnim brojanjem u Thominoj komorici, na nacin da su se stanice mikroalge brojale

unutar 3 kvadrata, a ukupan broj zivih stanica odredio se prema formuli 1.1:

_m-n-16-104

K (1.1)

gdje N predstavlja ukupan broj stanica u 1 mL, m ukupan broj pobrojanih stanica, n recipro¢nu

vrijednost razrjedenja, 10* korekciju volumena i K broj kvadrata u kojima je izvrseno brojanje.
Na slici 10 prikazan je svjetlosni mikroskop opremljen kamerom za snimanje mikrofotografija

koji se koristio u eksperimentu za 0. i 3. dan u svrhu pracenja morfoloskih promjena stanica

mikroalge.

Slika 10. Svjetlosni mikroskop opremljen kamerom za snimanje mikrofotografija.
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Na slici 11 a) prikazana je uzgojena mikroalga, aeracijska pumpa i lampa. Pocetni CFU
suspenzije mikroalge koristene u eksperimentu iznosio je 2,1-10° st/mL, odnosno pocetna opticka
gusto¢a u BM-u iznosila je 0,043, a odredivala se spektofotometrijski pri valnoj duljini od 670
nm.>° Slika 11 b) prikazuje postavljanje eksperimenta. Tikvice prikazane na slici 11 b) sadrzavale
su suspenziju Scenedesmus sp., BM i PVC. Pokus je proveden prema OECD 201:1984°! te je za
eksperiment bila postavljena i slijepa proba (SP) koja nije sadrzavala PVC.

Slika 11. a) Fotografija uzgojene mikroalge Scenedesmus sp. uz lampu i aeracijsku pumpu, b)

eksperiment za odredivanje toksi¢nosti PVC-a primjenom mikroalge Scenedesmus sp.

Uz CFU vrijednost, pri postavljanju pokusa pratilo se nekoliko pokazatelja — opti¢ka
gusto¢a (OG), pH-vrijednost, temperatura i koncentracija otopljenoga kisika. Poc¢etni uvjeti pri
postavljanju eksperimenta prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Pocetni uvjeti za odredivanje toksi¢nosti PVC-a primjenom mikroalge Scenedesmus
sp.

Vrsta MP-e PVC
ymp / mg/L 50; 250; 500; 750; 1000
Veli¢ina MP-e / um <300; 300-500; 500-710
pH-vrijednost / - 7,96
y (02)o/ mg/L 8,45
log CFUo / - 5,32
OGo/ - 0,04
T/°C 23,5
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U eksperimentu su odredivane vrijednosti logaritamskog broja zivih stanica, log CFU, za
pocetne uvjete (Tablica 3) te tijekom 3 dana u intervalima od 1 dan. Na pocetku i na kraju
eksperimenta odredivane su pH — vrijednosti, koncentracije otopljenog kisika i temperatura. Za
svaku se veli¢inu PVC-a racunao iznos inhibicije rasta mikroalge koriste¢i log CFU slijepe probe
I uzorka. Inhibicija spomenutog rasta izrazavala se u obliku postotka (%), a raunala se prema
formuli:

INH = log CFU (kontrola) —log CFU (uzorak) < 100% 5
B log CFU (kontrola) ° (1.2)

gdje log CFU (kontrola) predstavlja logaritamski broj Zivih stanica mikroalge u slijepoj probi, a

log CFU (uzorak) logaritamski broj zivih stanica mikroalge u tikvici s uzorkom, tj. s PVC-om.
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4. Rezultati

4.1. Odredivanje toksi¢nosti mikroplastike primjenom mikroalge Scenedesmus sp.

Postupkom opisanim u poglavlju 1.3.2. uzgojena je mikroalga Scenedesmus sp. koja se

koristila u eksperimentu. Tijekom eksperimenta se pratila promjena broja zivih stanica (CFU) te

pocetna i krajnja vrijednost pH — vrijednosti i koncentracije otopljenoga kisika. Dobiveni rezultati

promjene log CFU prikazani su graficki na slikama 12 — 14, a ukupna promjena pH — vrijednosti,

koncentracije otopljenoga kisika te temperature u tablici 4. Slika 15 prikazuje inhibiciju rasta

mikroalge Scenedesmus sp. za svaku veli¢inu ¢estica PVC-a.

Tablica 4. pH-vrijednost, koncentracija otopljenoga kisika i temperatura nakon 3 dana provodenja

eksperimenta toksi¢nosti PVC-a primjenom mikroalge Scenedesmus sp. za sve uzorke i slijepu

probu.
Veli¢ina PVC-a/ um | ymp / mg/L pH vrijednost /- | y(O2)/ mg/L T/ °C
--* --* 7,94 9,06 21,1
50 7,94 8,93 22,2
250 7,94 9,06 22,6
500-710 500 7,94 9,08 22,6
750 7,93 9,04 22,1
1000 7,93 9,04 22,2
50 7,94 8,9 22,8
250 7,94 8,91 22,7
300-500 500 7,92 8,75 23,1
750 7,92 8,96 23,2
1000 7,92 8,85 22,4
50 7,91 8,78 22,8
250 7,9 8,69 22,7
<300 500 7,89 8,77 22,2
750 7,89 8,77 22,1
1000 7,9 8,72 22,5

*SP — nije sadrzavala cestice PVC
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Slika 12. Promjena logaritamskog broja zivih stanica mikroalge Scenedesmus sp. za uzorak
PVC-a veli¢ine Cestica 500 — 710 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 250 mg/L, c) 500 mg/L i d)

1000 mg/L i za kontrolu tijekom 3 dana.
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Slika 13. Promjena logaritamskog broja zivih stanica mikroalge Scenedesmus sp. za uzorak

PVC-a veli¢ine Cestica 300 - 500 pm, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 250 mg/L, c) 500 mg/L, d)
750 mg/L i e) 1000 mg/L za kontrolu tijekom 3 dana.
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Slika 14. Promjena logaritamskog broja zivih stanica mikroalge Scenedesmus sp. za uzorak
PVC-a veli¢ine Cestica < 300 um, koncentracije: a) 50 mg/L, b) 250 mg/L, ¢) 500 mg/L, d) 750

mg/L i e) 1000 mg/L za kontrolu tijekom 3 dana.
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Slika 15. Inhibicija rasta mikroalge Scenedesmus sp. s obzirom na razli¢ite koncentracije pri

veligini PVC-a: @) 500-710 [Jm, b) 300-500 [Jm i ¢) <300 [Im.
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5. Rasprava

U provedenom se eksperimentu ispitivao utjecaj MP-PVC-a na slatkovodnu mikroalgu
Scenedesmus sp.. Nacin provedbe i praceni pokazatelji detaljno su opisani u poglavlju 3.
Eksperimentalni dio.

5.1. Analiza eksperimenta

U eksperimentu je odredivana toksi¢nost MP-a koriStenjem slatkovodne mikroalge
Scenedesmus sp.. Mikroalga je bila izloZzena PVC-u tijekom 3 dana, a pocetni uvjeti prikazani su
u tablici 2. Ispitivan je direktan utjecaj PVC-a veli¢ine ¢estica <300 um; 300-500 um; 500-710
um na inhibiciju rasta mikroalge. Tijekom pokusa nisu zabiljezene morfoloske promjene stanica
mikroalge. Usporedbom pocetnih (Tablica 2) i kona¢nih uvjeta (Tablica 3) moze se zamijetiti da
se pH — vrijednosti, koncentracije otopljenog kisika i temperature nisu znac¢ajno mijenjale.

Nakon 3 dana je u svim tikvicama u kojima se eksperiment provodio zapazen rast
mikroalgi. Usporedbom svih grafova moze se primijetiti slican trend promjene broja stanica
tijekom vremena. Tijekom promatranja mikroskopske slike Scenedesmus sp. mogla se primijetiti
tendencija grupiranja u kolonije od najéesée 2 do 8 stanica.>®

Slike 12 — 14 prikazuju promjenu logaritamskog broja stanica Scenedesmus sp. pri
veli¢inama Cestica PVC-a <300 pum; 300-500 um; 500-710 um te koncentracija 50 mg/L; 250
mg/L; 500 mg/L; 750 mg/L; 1000 mg/L u usporedbi sa slijepom probom tijekom 3 dana. Svi
rezultati prikazuju sli¢an trend promjene logaritamskog broja stanica mikroalge Scenedesmus sp.
tijekom eksperimenta. Nakon prvog dana pri svim veli¢inama i niskim koncentracijama (50 mg/L)
doslo je do blagog rasta mikroalge, osim pri veli¢ini 500-710 um kada se ta pojava mogla uociti 1
pri visim koncentracijama (500 mg/L). Nakon drugog dana uglavnom se moze uociti nagli pad, a
nakon tre¢eg dana ili prestanak rasta (isti broj) ili blagi porast logaritamskog broja stanica.

U slucaju najvece veli¢ine Cestica nakon drugog i tre¢eg dana nije se pojavilo smanjenje
logaritamskog broja stanica u odnosu na pocetni logaritamski broj stanica (5,32), ve¢ se nakon
prvobitnog rasta, logaritamski broj stanica vratio na 5,32. Pri veli¢ini estica 500-710 pm najveéi
rast mikroalge u odnosu na pocetni logaritamski broj stanica pokazala je koncentracija PVVC-a 50
mg/L u prvom danu §to je vidljivo na slici 12 a) gdje je logaritamski broj stanica porastao s 5,32

na 5,84. Pri velic¢ini ¢estica 300-500 pm najveci rast mikroalge u odnosu na pocetni logaritamski
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broj stanica bio je takoder u prvom danu pri najnizoj koncentraciji PVC-a (50 mg/L) gdje je
logaritamski broj stanica porastao s 5,32 na 5,72 $to je vidljivo na slici 13 a). Isti trend moze se
primijetiti i kod najmanje veli¢ine ¢estica (<300 um) gdje je najveci porast takoder u prvom danu
s porastom logaritamskog broja stanica s 5,32 na 5,72, vidljivo na slici 14 a). U drugom danu je
i kod srednjih (300-500 pum) i kod najmanjih (<300 pm) veli¢ina Cestica doslo do pada
logaritamskog broja stanica mikroalgi s pocetnih 5,32 na 5,20 pri koncentraciji 1000 mg/L $to je
vidljivo na slikama 13 e) i 14 ¢). Nakon tre¢eg dana doslo je do istog pada (s 5,32 na 5,2) pri
koncentracijama 750 i 1000 mg/L, §to je vidljivo na slikama 12 d) i €) te 13 d) i €). Na svim
grafovima se tijekom tri dana moze zamijetiti usporavanje rasta pri srednjim i visokim
koncentracijama (250 mg/L, 500 mg/L; 750 mg/L; 1000 mg/L) PVVC-a. Ovi rezultati u skladu su s
najvecom osjetljivoséu mikroalge Scenedesmus sp. na srednje i male veli¢ine Cestica pri srednjim
i visokim koncentracijama.>® Uvidom u navedeno moZe se uociti obrazac djelovanja PVC-a na
Scenedesmus sp. Naime, $to je veli¢ina Cestica PVC-a manja, to ona uzrokuje vecu inhibiciju rasta
mikroalge, pogotovo pri srednjim i vi§im koncentracijama.2%52:5°%

Na slici 15. prikazana je inhibicija rasta mikroalge pri razli¢itim veli¢inama i
koncentracijama ¢estica PVC-a: a) 500-710 um, b) 300-500 pm i ¢) <300 pm. Iz grafova se moze
zamijetiti da razlicite veli¢ine PVC-a I njegove razli¢ite koncentracije razli¢ito utjecu na inhibiciju
rasta Scenedesmus sp. Kod najvecih se Cestica (500-710 um) najveéi postotak inhibicije (8,43 %)
javlja se kod koncentracije 1000 mg/L (Slika 15 a) te se taj postotak smanjuje prema nizim
koncentracijama. Isti trend pojavljuje se kod veli¢ina Cestica 300-500 pm i <300 um gdje se
najveci postoci inhibicije javljaju kod koncentracija 750 i 1000 mg/L (10,50 %), ali razli¢ito
opadaju prema nizim koncentracijama $to je vidljivo na slikama 15 b) i ¢). Kod srednje veli¢ine
Cestica pad je puno nagliji odnosno kod najmanjih veli¢ina inhibicija i dalje ostaje dosta visoka 1
pri koncentraciji od 500 mg/L (8,43 %). Sto su Gestice manje dolazi do veée i brze inhibicije, a ona
raste s porastom koncentracije i tokom vremena izlozenosti (Slika 15) $to je u skladu s
literaturom.>>* Postojanje inhibicije uvjetovano je i ¢injenicom da u laboratorijskim uvjetima
mikroalge imaju ograni¢enu dostupnost prirodnog svijetla, a S obzirom na literaturu razmatra se i
inhibicija rasta s obzirom na veli¢inu Cestica odnosno moguce je da vece Cestice PVC-a zaklanjaju
svjetlost mikroalgama pa na taj nacin negativno utjecu na fotosintezu i doprinose inhibiciji.>*8
Iz dobivenih rezultata lako je primjetljivo da razlicite koncentracije i veli¢ine PVC-a

imaju razli¢it utjecaj na mikroalgu. To se poklapa s nizom istrazivanja u kojima je dokazano da
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toksic¢ni u¢inak na mikroalge postoji, ali on ovisi o vrsti, koncentraciji i veli¢ini ¢estica MP-a te
vrsti organizma odnosno mikroalgi na kojoj se istrazivanje provodi.>**® Pretpostavlja se da ée
kontinuiranim izlaganjem Scenedesmus sp. bilo kojoj vrsti MP-a do¢i do smanjenja broja stanica,
a kolika ¢e takva inhibicija biti ovisi o koncentraciji MP-a. Manje koncentracije MP-a nemaju
tendenciju agregiranja, te se zbog toga lakSe adsorbiraju na mikroalge, smanjuju im mobilnost te
time i rast.®® S obzirom da je Scenedesmus sp. nepokretljiva mikroalga mozZe se pretpostaviti da
male koncentracije MP-a minimalno utjeu na njezin rast. °® Izlozenost razli¢itim vrstama MP-a
moze uzrokovati fizicka oSteCenja, pucanje stani¢nih stjenki i struktura te u konac¢nici dovesti do
smrti mikroalgi.3®°’

S obzirom na dobivene rezultate i sve navedeno moze se zakljuciti da se toksi¢ni uéinak
PVC-a na Scenedesmus sp. povecava smanjenjem veli¢ine Cestica i pove¢anjem koncentracije i da
su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se mogao utvrditi tocan mehanizam djelovanja Cestica na

mikroalgu.
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6. Zakljucak

Odli¢na svojstva 1 niska cijena svakim danom povecavaju primjenu plastike u industriji,
ali 1 svakodnevici. Iznimno velike koli¢ine plastike koje nastaju stvaraju problem po pitanju
gospodarenja istom te se svakim danom moze sve vise svjedoCiti rastu¢oj alarmantnosti
nepravilnog gospodarenja plasti¢cnim otpadom. MAP kao takva je jo§ od pocetka njene masovne
proizvodnje i distribucije stvarala probleme, a u zadnjih nekoliko desetljeca sve se veca pozornost
daje MP-u i njenom toksi¢nom ucinku za okolis. Ona je danas prisutna u raznolikim ekosustavima
te su novija istrazivanja pokazala koliku opasnost ona, iako sitna i neprimjetna, moze izazvati u
Zivom svijetu.

Cilj eksperimenta bio je odrediti toksi¢nost MP-PVC-a primjenom slatkovodne
mikroalge Scenedesmus sp. Nakon provedbe pokusa i usporedbe rezultata dobivenih usporedbom
raznih koncentracija i veli¢ina PVC-a, moze se zakljuciti da toksic¢an utjecaj PVC-a na ispitivanu
mikroalgu postoji. Najveca inhibicija rasta Scenedesmus sp. iznosila je 10,50%, a pojavila se pri
veli¢ini Cestica <300 pm i 300-500 um pri koncentracijama MP-e 750 mg/L i 1000 mg/L.

Dobiveni su rezultati direktni pokazatelji da su i koncentracija i veli¢ina Cestica znacajni
¢imbenici toksi¢nosti MP-a jer analogno smanjenju Cestica i poveéanju koncentracije povecava se
postotak inhibicije rasta mikroalge. Na temelju navedenih ¢injenica moze se zakljuciti da se
toksi¢nost PVC-a poveCava smanjenjem veli¢ina Cestica i poveéanjem njihove koncentracije.
Medutim, ovo je podrucje dosta slabo istrazeno te ¢e buduca istrazivanja morati pokazati na koji
se tocno nacin toksi¢nost PVC-a manifestira unutar zivog svijeta kako bi se precizniji zakljucci

mogli donijeti.
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7. Kratice

ASTM - American Society for Testing Materials

BM — bazalni medij

CFU — broj zivih stanica (eng. Colony Forming Units)

ECso — efektivna konectracija koja je izazvala u¢inak na 50% populacije
EDso — efektivna doza koja je izazvala uc¢inak na 50% populacije
INH - inhibicija

ISO — International Organization for standardization

LCso — letalna koncentracija koja je izazvala smrt kod 50% populacije
LDso — letalna doza koja je izazvala smrt kod 50% populacije
LOEC — najniza koncentracija tvari s vidljivim Stetnim u¢inkom
MAP — makroplastika

MP — mikroplastika

Mt — metricka tona

NOEC — najvisa koncentracija tvari bez vidljivog Stetnog uc¢inka
OECD - Organization for Economic Cooperation and Development
OG — opticka gustoca

T — temperatura, "'C

t — vrijeme (sat;h/dan;d)

USEPA - United States Environmental Protection Agency

UV — ultraljubicasto zracenje

#/MP — masena koncentracija mikroplastike, mg/L

AO2) — masena koncentracija kisika, mg/L
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