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SAZETAK

Antiozonanti dodaju se automobilskim gumama tijekom vulkanizacije, radi
sprjeCavanja I usporavanja degradacije gume uzrokovane ozonom, ¢ime se pruza zastita |
sigurnost vozaca i putnika tijekom voznje automobilom. 6PPD standardni je antiozonant u
automobilskim gumama, ali kada reagira s 0zonom nastaje njegov transformacijski produkt N-
(1,3-dimetilbutil)-N'-fenil-p-fenilendiamin-kinon (6PPD-Q). 6PPD kinon ispire se s
automobilskih guma i cesta tijekom svakog hidroloskog ciklusa, §to dovodi do njegove
migracije u prirodne vode. Kada se nalazi u vodenome okoliSu pokazuje toksi¢an utjecaj na
razne ribice, raice i mikroalge, ali uzrokuje i ugibanje odredenih vrsta lososa. Mikroplastika
pronalazi se u svakodnevno koriStenim proizvodima, a zbog neadekvatnog zbrinjavanja
njezinog otpada nakon uporabe, migrira u okoli§ gdje takoder onecis¢uje prirodne vode.
Odredeni vodeni organizmi, poput ribica i ra¢ica, neselektivno konzumiraju mikroplastiku sto
uzrokuje kratkotrajne i dugotrajne posljedice na njihov organizam. Buduc¢i da mikroplastika
ima visoki stupanj adsorpcije, na povr§inu njezinih Cestica mogu se adsorbirati organske
oneciscujuce tvari iz okoliSa. Adsorpcija je nagomilavanje (akumuliranje) Cestica iz susjedne
(plinovite ili kapljevite) faze na povrSinu krute faze, cemu je uzrok djelovanje privla¢nih sila
izmedu Cestica na krutoj povrsini i Cestica iz susjedne faze. Testirana je adsorpcija 6PPD kinona
u vodenoj otopini na mikroplastiku PP O (nestareni polipropilen) i PP UV 56 (UV stareni
polipropilen). Uzorci su snimani na tekuc¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC) kojim je omoguceno odredivanje
koncentracije 6PPD kinona u vodenoj otopini prije i nakon adsorpcije. Takoder je testirana i
toksicnost Cistih otopina 6PPD kinona i1 mikroplastike te njithove mjeSavine 24 h nakon
adsorpcije na slatkovodnim ra¢i¢ima Daphnia Magna. Rezultati su pokazali da adsorpcija
6PPD kinona na mikroplastiku u oba slu¢aja slijedi Langmuirov model, odvija se u monosloju
te je raspodjela aktivnih mjesta na adsorbensu homogena. Starena mikroplastika (PP UV 56)
ima vecu adsorpcijsku ravnoteZznu konstantu 1 samim time veci afinitet za adsorpciju 6PPD
kinona, nego nestarena mikroplastika (PP 0). Takoder je ustanovljeno da je potrebna samo
cetvrtina uzorka ciste otopine 6PPD kinona da bi se postigla 50%-tna inhibicija ra¢i¢a Daphnia
Magna. lako je s usporedbom na navedenu otopinu potreban nesto veci udio uzorka vodene
otopine 6PPD kinona s PP 0 i PP UV 56 24 h nakon adsorpcije, one i dalje pokazuju toksican

utjecaj na racice.

Kljuéne rije¢i: adsorpcija, 6PPD kinon, mikroplastika, toksicnost



ABSTRACT

Antiozonants are added to car tires during vulcanization, in order to prevent and slow
down the degradation of rubber caused by ozone, which enables the protection and safety of
drivers and passengers while driving a car. 6PPD is a standard antiozonant in car tires, but when
it reacts with ozone, its transformation by-product N-(1,3-dimethylbutyl)-N'-phenyl-p-
phenylenediamine-quinone (6PPD-Q) is formed. 6PPD quinone is washed off of car tires and
roads during each hydrologic cycle, leading to its migration into natural waters. When found in
aquatic environment, 6PPD-Q shows a toxic effect on various fish, cryfish and microalgae, in
addition it's deadly for certain types of salmon. Microplastics are found in everyday products,
and due to inadequate disposal of their waste after use, they migrate into the environment where
they also pollute natural waters. Certain aquatic organisms, such as fish and crayfish,
indiscriminately consume it, which causes short-term and long-term consequences for their
organisms. Since microplastics has a high value of adsorption capacity, organic pollutants from
the environment can be adsorbed on the surface of its particles. Adsorption is accumulation of
particles from a neighbouring (gas or liquid) phase on to the surface of the solid phase, which
is caused by intermolecular forces of the particles on the solid surface and particles from the
adjacant phase. Adsorption of 6PPD quinone in aqueous solution on microplastics PP 0 (unaged
polypropylene) and PP UV 56 (UV aged polypropylene) was tested. The samples were recorded
with high performance liquid chromatography (HPLC), which enabled the determination of the
concentration of 6PPD quinone in the aqueous solution before and after adsorption. The toxicity
of blank solutions of 6PPD quinone and microplastics and their mixtures 24 h after adsorption
on the freshwater flea Daphnia Magna was also tested. The results showed that the adsorption
of 6PPD quinone on microplastics in both cases follows the Langmuir model, takes place in a
monolayer, and the distribution of active sites on the adsorbent is homogeneous. Aged
microplastic (PP UV 56) has a higher adsorption equilibrium constant and thus a higher affinity
for 6PPD quinone adsorption than unaged microplastic (PP 0). Also, it was shown that only a
quarter of a sample of blank 6PPD quinone solution is needed to achieve 50% inhibition of
water flea Daphnia Magna. Although a slightly larger fraction of the sample of the aqueous
solution of 6PPD quinone with PP 0 and PP UV 56 24 h after adsorption is required compared

to the blank solution, they still show a toxic effect on water fleas.

Key words: adsorption, 6PPD quinone, microplastics, toxicity
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1. UvOD

N-(1,3-dimetilbutil)-N'-fenil-p-fenilendiamin (6PPD) je antiozonant koji se dodaje kao
zaStita automobilskim gumama tijekom vulkanizacije, radi sprjeCavanja ozonizacijske
degradacije gume te odrzavanja njezine strukture i funkcije tijekom uporabe. Tijekom
koristenja automobilskih guma, pa zapravo i kroz cijeli njihov zivotni ciklus, izlozene su zraku,
a samim time i konstantnim reakcijama oksidacije i ozonizacije. Reakcijom 6PPD-a i ozona
nastaje transformacijski produkt N-(1,3-dimetilbutil)-N'-fenil-p-fenilendiamin-kinon (6PPD-
Q) [1]. S razvojem automobilske industrije, dolazi do sve vece uporabe automobila, a
posljedicno i do veéeg prijenosa 6PPD kinona u okolis. lako sami 6PPD ne pokazuje
zabrinjavajuci toksicni utjecaj na Zive organizme u okolisu, njegov transformacijski produkt
6PPD kinon, uz stetno djelovanje na razvoj embrija malih ribica, dokazano je smrtan za
odredene vrste lososa [2]. Mikroplastika pronalazi se u svakodnevnim proizvodima, a zbog
neadekvatnog zbrinjavanja njezinog otpada nakon koriStenja, mikroplastika migrira u okolis i
onecis¢uje prirodne vode. Odredeni vodeni organizmi, poput ribica i racic¢a, neselektivno je
konzumiraju sto uzrokuje kratkotrajne i dugotrajne posljedice na njihov organizam. Osim toga,
mogu biti izloZeni i toksi¢nim aditivima koji su dodani mikroplastici, $to ponovno ima $tetno
djelovanje na njihov sustav [3]. Mikroplastika ima visoki stupanj adsorpcije, pa se na povrsinu
njezinih Cestica mogu adsorbirati onec¢is¢ujuée tvari iz okoli$a, i time postoji mogucnost
smanjenja njihove koncentracije u vodenome okolisu, ali i toksi¢nog utjecaja na organizme u

njemu [4].



2. TEORIJSKI DIO
2.1. 6PPD Kkinon
2.1.1. Nastajanje

Automobilska guma podlozna je oksidaciji i ozonizaciji, a tada postaje krta te pod
utjecajem dinamickog opterecenja, kao tijekom voznje automobilom, stvaraju se pukotine u i
na povrSini gume. Kako bi omogudili sigurnost i zastitu vozaca i putnika tijekom voznje
automobilom, automobilskim gumama potrebno je dodati antioksidanse i antiozonante [5].
Antiozonant §titi gumu od degradacije i pucanja do kojih dolazi prilikom izlaganja gume zraku

(kisiku), ozonu i temperaturnim promjenama, a samim time povecava joj i izdrzljivost [1].

N-(1,3-dimetilbutil)-N'-fenil-p-fenilendiamin  (6PPD) je antiozonant koji se dodaje
automobilskim gumama tijekom njihove proizvodnje jo§ od 1960-ih. Danas se jo$ uvijek
globalno upotrebljava u njihovoj proizvodnji, a po masi gume prisutan je od 0,4 do 2,0% [6].
6PPD jedan je od mnogih p-fenilendiamin (PPD) aditiva koji se koriste za zaStitu gume. Smatra
se vrlo optimalnim antiozonantom zbog svoje topljivosti i pokretljivosti u gumi, reaktivnosti s
ozonom i kompatibilnosti s nizom kemikalija koje se koriste prilikom proizvodnje
automobilskih guma [5]. 6PPD difundira kroz gumu do njezine povrSine, a navedeni proces
difuzije mora se dogoditi dovoljno brzo da bi 6PPD ponudio zastitu, ali i dovoljno sporo da bi
zastita trajala kroz cijeli zivotni ciklus gume. Nakon difuzije, ozon ponajprije reagira s 6PPD-
om umjesto s automobilskom gumom, te tako prevenira ozon induciranu degradaciju gume i
stvara zastitni film na njezinoj vanjskoj povrsini koji $titi gumu od daljnjeg pucanja [5]. Kada
6PPD reagira s ozonom, dolazi do radikalske reakcije nastanka 6PPD amin-oksida gubitkom

kisika, zatim se stvaraju bo¢ni lanci i u kona¢nici disocira u 6PPD kinon [7].
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Slika 2.1. Mehanizam ozonizacije PPD-a ( * predstavlja radikal) [7]

Dakle, N-(1,3-dimetilbutil)-N'-fenil-p-fenilendiamin-kinon (6PPD-Q) ne dodaje se izravno
automobilskim gumama nego nastaje kao transformacijski produkt reakcije antiozonanta

6PPD-a s ozonom. 6PPD kinon moze nastati U automobilskim gumama tijekom njihovog



proizvodenja i uporabe, takoder moZe nastati u istroSenim ¢esticama automobilskih guma koje

zaostaju na cesti, 1 tijekom starenja guma ili njihovih Cestica u okolisu [1].

QT

Slika 2.2. Struktura 6PPD kinona [7]

2.1.2. Migracija u okolis

Tijekom voznje automobilom dolazi do troSenja automobilskih guma, a istroSene Cestice
guma zaostaju na cesti. Navedene ¢estice migriraju u vodu i tla pod utjecajem vijetra te tijekom
svakog hidroloskog ciklusa (kiSa, snijeg, oluja, ...). Tijekom padanja oborina dolazi do
povrsinskog otjecanja, a Cestice se s vodom nose do prirodnih voda ili se kasnije apsorbiraju u
tla [1]. Na cesti takoder zaostaje i cestovna prasina, a te se Cestice mogu prenositi na velike
udaljenosti, pretvarati u nove i potencijalno kancerogene produkte i predstavljati rizik ako su
udahnute od strane ljudi [8]. Buduci da se 6PPD nalazi na povrSini automobilske gume, na istoj
povrsini dolazi i do nastajanja transformacijskog produkta 6PPD kinona. Dakle, tijekom
padanja kiSe ili snijega, ili Cak pranja automobila, 6PPD-Q ispire se s povrsine automobilskih
guma i prelazi u okoli§. Takoder, primijeCene su vecCe koncentracije onecis¢ujuéih tvari iz

automobilskih guma u okoli$u blizu urbanih sredina (gradovi, autoceste i sl.).

Svaka urbana sredina ima sustav odvodenja otpadnih i1 oborinskih voda (kanalizacije), ali u
kombiniranim kanalizacijskim sustavima povrsinsko otjecanje skuplja se s otpadnom vodom iz
drugih izvora (ku¢anstva, industrija itd.) i pro¢iS¢ava u postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih
voda. No, Seiwart i suradnici [1] pokazali su da 6PPD i 6PPD kinon potjecu iz povrsinskog
otjecanja i iz istroSenih Cestica automobilskih guma koje zaostaju na cesti, a ne iz drugih izvora
otpadnih voda koji se prikupljaju u kombiniranim kanalizacijskim sustavima. Ali, koncentracija
6PPD kinona je niza u dotoku postrojenja za procis¢avanje otpadnih voda, u usporedbi s
koncentracijom 6PPD kinona u vodi direktnog povrsinskog otjecanja na zemlji i cestama. To
djelomi¢no moze biti posljedica razrjedivanja otjecanja s cesta otpadnom vodom iz kuc¢anstava
I industrije u kombiniranim kanalizacijskim sustavima [1]. Takoder, koncentracija 6PPD-Q
veca je na visoko prometnim cestama nego na onim uz stambena podruéja, Sto pokazuje kako

koli¢ina prometa takoder ima utjecaj na oslobadanje transformacijskih produkata u okolis [2].



Kao ve¢ spomenuto, tijekom koristenja automobilskih guma, 6PPD reagira s 0zonom, a njegova
koli¢ina u gumama se smanjuje, odnosno on se trosi. lako se sav 6PPD ne potrosi, zbog
sigurnosnih razloga pretpostavljeni zivotni vijek automobilskih guma je 1-5 godina. Takve stare
i istroSene gume Cesto se nalaze na tzv. "grobljima automobilskih guma" gdje i dalje dolazi do

nastajanja 6PPD-Q, koji putem ocjednih voda iz guma odlazi u tla i podzemne vode [9].

2.1.3. Toksikoloski efekti

Relativna koncentracija 6PPD kinona u vodi tijekom suhog vremena iznosi 0,01-0,5 pg
L, a tijekom jedne pojave Kise ta se koncentracija poveéava 0,5-2,3 ug L, pa je ¢ak kod
obilnog padanja kiSe maksimalna zabiljezena koncentracija 2,8 pg L [1]. Maksimalne
koncentracije 6PPD-Q dosezu se u odredenom vremenskom periodu nakon prestanka padanja
oborina, ali ostat ¢e relativno konstantne satima [1]. Kao ekoloski relevantna koncentracija

&esto se uzima i promatra 1 ug L (3,35 nM) [7].

6PPD kinon dokazano je Stetan za vrstu srebrnog lososa iliti coho losos (lat. Oncorhynchus
kisutch) pri medijanu smrtne koncentracije 0,79 (x0,16) ug L™ [2], a u okolidu se zadrzava
dovoljno dugo i za ostale Stetne ucinke na druge vrste. Srebrnom lososu uzrokovan je niz
zabrinjavajuc¢ih simptoma unutar nekoliko sati izlozenosti vodi iz gradskog otjecanja koja
sadrzi 6PPD-Q. Simptomi su prvo ukazivali na nepravilno povrsinsko plivanje, raspr$ivanje
peraja, gubitak orijentacije i ravnoteze, a daljnjim izlaganjem uzrokovan je akutni stres i
hipoksija, poslije ¢ega je uslijedila smrt [5]. Nadalje, sto posto poto¢ne pastrve (lat. Salvelinus
fontinalis) uginulo je unutar 3 sata pri koncentraciji 6PPD kinona od 4,4 pg L™, dok su sve
kalifornijske pastrve (lat. Oncorhynchus mykiss) uginule nakon 60 h pri koncentraciji 1,4 ug L
1. Osim toga, obje su vrste pokazale simptome teskog disanja, uspona kraljeznice i gubitak

ravnoteze prije smrti [2].

lako pri ekologki relevantnoj koncentraciji od 1 pg L™, 6PPD kinon ne uzrokuje akutnu
toksi¢nost odraslih jedinki ribica zebrice (lat. Danio rerio), odredenih vrsta slatkovodnih racica
(lat. Daphnia magna) i mikroalga (lat. Selenastrum capricornutum), te ostalih raznih vrsta
ribica i ra¢ica [2], ali pri visSim koncentracijama izaziva razvojnu i kognitivnu toksi¢nost te
kardiotoksi¢nost [7]. Kada su u pitanju embriji i li¢inke, pri koncentracijama neznatno visim
od ekoloski relevantne, 6PPD-Q ulazi u krvozilni sustav i posljedi¢no utjece na Ziv€ani sustav
I razvoj li¢inke [2,7]. Opcenito kinoni pokazuju veliku redoks aktivnost in vivo i formiraju

reaktivne kisikove spojeve koji uzrokuju oksidacijski stres, oste¢uju DNA, proteine, lipide i

4



ostale biomolekule [2]. Varshney i suradnici [7] smatraju da su hipoaktivnost i upalni procesi

u li¢inkama ribe zebrica posljedica djelovanja oksidacijskog stresa.

Pravilnikom o grani¢nim vrijednostima otpadnih voda propisuju se grani¢ne vrijednosti emisija
oneci$¢ujucih tvari u industrijskim otpadnim vodama prije njihova ispustanja u sustav javne
odvodnje. Takoder, propisuje grani¢ne vrijednosti emisija oneciS¢ujucih tvari U svim
procis¢enim ili nepro¢is¢enim otpadnim vodama koje se ispustaju u prirodne vode na podrucju
Republike Hrvatske [10]. S obzirom na njegovo Stetno djelovanje na odredene vrste lososa,
ribica, ra¢i¢a i druge vrste vodenog Zivota, u navedenom Pravilniku 6PPD kinon nije naveden
kao oneci$¢ujuca tvar. Na podrucju Europe vrijedi Okvirna direktiva o vodama, a njome se
uspostavljaju pravila za sprjeCavanje pogorsanja stanja vodnih tijela Europske unije (EU) i
postizanje ,,dobrog stanja” europskih rijeka, jezera i podzemnih voda do 2015. [11], u kojoj

6PPD kinon takoder nije naveden kao onecis¢ujuéa tvar.



2.2. Mikroplastika
2.2.1. Nastajanje

Plastika je kemijski inertna, a proces biorazgradnje joj je vrlo spor, pa njezinim ne
adekvatnim odlaganjem nakon koristenja od strane ljudi rezultira nakupljanjem plasticnog
otpada u okolisu. U vodenom okolisu plastika prolazi kroz proces troSenja i degradacije Koji
razgraduje makrokrhotine u manje mikro- i nanokrhotine. Takva degradacija plastike
uzrokovana je kombinacijom mehanickih sila, kao valova, ali i fotokemijskih procesa
potaknutih sunc¢evom svjetlos¢u [12]. Dakle, mikroplastika time dobiva veli¢inu svega najvise
5 mm. Mikroplastika je najrasprostranjenija vrsta vodenog otpada koji se nalazi u oceanu,

jezerima i rijekama, a njezina prisutnost u vodi zabiljezena je od 1960.-ih [3].

Ovisno o izvorima i mehanizmima nastanka, mikroplasti¢ne Cestice se dijele na "primarne” i
"sekundarne”. Pod primarnu mikroplastiku podrazumijevaju se proizvodi za osobnu njegu,
industrijski ili komercijalni proizvodi i druge specijalne kemikalije s plasticnim mikrozrncima,
popratni proizvodi drugih industrijskih aktivnosti, te mikroplastika nastala kao slu¢ajno ili
namjerno izlijevanje industrijskih proizvoda. Sekundarna mikroplastika povezana je kao
sekundarni izvor onecis¢enja gdje se veci plasticni predmeti razgraduju, a naknadna degradacija
dovodi do stvaranja manjih plasti¢nih komada i njihove daljnje razgradnje. Razgradnja manjih
plasticnih komada moze biti fotooksidativna, toplinska, kemijska i mehanicka. Neki od
najcescih plasticnih polimera koji se pojavljuju u okoliSu, kao polietilen, polistiren, polipropilen
i poli(vinil-klorid), gradeni su pretezito od C-C i C-H veza, ali Cesto se uz navedene polimere
pojavljuju jos i polietilen tereftalat i poliuretanska plastika koje u glavnom lancu sadrze

heteroatome [13].

Polietilen (PE) najcesca je vrsta polimera koja se koristi za izradu igracaka, plasti¢nih vrecica,
ambalaZe i spremnika za skladiStenje [4]. Takvi se proizvodi vrlo ¢esto odbacuju nakon kratke
uporabe zbog Cega se gomilaju u okolisu. PE je podlozan foto-iniciranoj oksidativnoj
razgradnji, gdje pod utjecajem svjetlosti, topline ili kombinacije ta dva faktora u polaznom
materijalu dolazi do "pucanja" veza izmedu atoma u glavnom polimernom lancu i nastajanja
slobodnih radikala. Nastali polimerni radikali reagiraju s kisikom i stvaraju peroksi-radikalne
specije, ¢ime zapocCinje niz slozenih radikalnih reakcija koje u konacnici dovode do

autooksidacije materijala [13].

Polietilen tereftalat (PET) jedan je od najceS¢ih svjetski koriStenih i svestranih materijala.

Koristi se za ambalazu hrane, boca za pice, proizvodnju sintetickih vlakana, takoder se koristi
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u poljoprivredi, gradevini (kompoziti u kombinaciji s vlaknima) te ima i elektricnu primjenu
[14]. Budu¢i da u glavnom lancu sadrzi heteroatome, u vodenome okolisu podlozan je
hidroliti¢koj razgradnji koja uzrokuje Zutilo polimera, ali ponajviSe na degradaciju PET-a utjece

foto-inicirana oksidacija [13].

Polipropilen (PP) vrsta je termoplastike s najéeS¢om primjenom u prehrambenoj industriji gdje
sluzi kao ambalaza za razne vrste proizvoda, ali primjena joj joS seze u druge industrijske grane
medu kojima su automobilska i tekstilna [14]. Isto kao i PE, u vodenom okolisu degradacija
polipropilena na veli¢inu mikroplastike zasnovana je na foto-iniciranoj oksidaciji, ali u
glavnom lancu PP-a nalaze se tercijarni ugljikovi atomi zbog kojih je reaktivniji i podlozniji

navedenom procesu degradacije u usporedbi s polietilenom [13,15].

Tokom razgradnje PE, PP i PET polimera, molekularna tezina materijala se smanjuje i postaje
krhak te podlozniji troSenju, a zbog povecanja specifi¢ne povrsine Cestice, postaje reaktivniji

na daljnju degradaciju i stvaranje PE, PP i PET mikroplastike [13].

2.2.1. Migracija u okoli$

Buduc¢i da se mikroplastika pronalazi u svakodnevnim proizvodima, najées$¢e kozmetici
(sapuni, pasta za zube, pilinzi za lice i tijelo, losioni itd.), plikom upotrebe ispire se u vodovod
1 zavr$i u postrojenju za prociS€avanje otpadnih voda gdje, zbog svoje veli¢ine, rijetko biva
otklonjena [3]. Vec¢ina mikroplastike u vodi potje¢e od sekundarnih Eestica proizvedenih
pranjem sinteticke odjece, raspadom vecih dijelova plastike (npr. stiropor, ambalaza od boca,
plasticne vrecice) te od Cestica istroSenih dijelova automobilskih guma. Takoder, Cesto se
pronalazi u okolisu zbog onecis¢enja i nepravilnog odlaganja otpada od strane ljudi, ¢ime
dospijeva do prirodnih voda putem vijetra i povrsinskog otjecanja[13]. PET je jedan od polimera
koji se najcesce reciklira diljem svijeta, ali i dalje loSe zbrinut gradski plasti¢ni otpad koji se
najvise sastoji od polietilenskih 1 polipropilenskih ambalaza te PET boca za pice, dovodi do

ogromnih koli¢ina otpada u povrsinskim vodama i na morskom dnu [16].



Slika 2.3. Migracija mikroplastike u okoli$ i utjecaj na hranidbeni lanac [3]

Jedan od faktora koji utje¢e na rasprostranjenost mikroplastike u vodenom okolisu jest gustoca
polaznog materijala. Materijali ¢ija je gustoéa manja od gustoée vode ( ~1,02 kg dm™), nalaze
se na njezinoj povrsini, dok materijali ¢ija je gustoa veca od gustoée vode nalaze se na
vodenom dnu. PE ima gustoéu 0,91-0,94 kg dm™2 i PP 0,89-0,92 kg dm te zbog toga plutaju
na povriini vode, a PET s gustoéom 1,34-1,39 kg dm™ tone pa se ¢esto moZe pronaéi na dnu
rijeka, jezera, mora i oceana. Takoder, kolonizacija mikroplastike s mikroalgama i drugim
mikroorganizmima na povrsini mikroplastike utjeCe na gustocu materijala pa tako i na njegov

transport u vodenom okolisu i na dugoro¢nu distribuciju [13].

2.2.2. Toksikoloski efekti

Vodeni organizmi poput malih ribica, raci¢a i mikroalgi, neselektivno konzumiraju
mikroplastiku, sto uzrokuje kratkotrajnu i dugotrajnu toksi¢nost za vodene organizme. Moguce
su unutarnje abrazije, vanjske i unutarnje rane, prestanak rada pojedinih funkcija, pa ¢ak i smrt.
Organizmi mogu biti izlozeni i toksi¢énim aditivima koje sadrzi mikroplastika kao
stabilizatorima, pigmentima, plastifikatorima i njihovim moguc¢im kancerogenim svojstvima
[12]. Kemikalije za koje se povijesno zna da poticu Stetne uéinke na funkcije endokrinog
sustava, ukljucujuci teske metale, organoklorne pesticide 1 naftne ugljikovodike, pronadene su
vezane za mikroplasti¢ni otpad diljem svijeta [12]. Proizvodi od PE, PP i PET mikroplastike
imaju dodane aditive i plastifikatore, koje su u vecini slucajeva toksi¢ne kemikalije. One nisu

kovalentno povezane s polimerom i stoga se mogu isprati iz mikroplastike tijekom procesa



degradacije zbog ¢ega lako ulaze u vodeni okolis i $tetno djeluju na organizme koji zive u njima

[13].

Mikroplastika ima visoki stupanj adsorpcije, pa se ha povrsinu njezinih ¢estica mogu adsorbirati
ili akumulirati i druge onecis¢ujuce tvari iz okolisa. Samim time, vodeni organizmi mogu
razli¢ito reagirati na kombiniranu izlozenost mikroplastike i onec¢is¢ujuée tvari u odnosu na
njihovo pojedinacno djelovanje. Kemijski oneciscuju¢e tvari 1 Cestice mikroplastike
zajednickim djelovanjem uzrokuju znaCajne promjene na jetri, homeostazu mozga, misica i
crijeva vodenih organizama [4]. Konzumacija tj. gutanje mikroplastike dogada se kod zivotinja
s razli¢itim strategijama hranjenja i moZe negativno utjecati na aktivnost hranjenja i nutritivhu
vrijednost, naro€ito kod vrsta koje ne mogu mijenjati svoj izvor hrane. Jedna je od posljedica
opstrukcija 1 oStecenje probavnog sustava pa ¢ak i izgladnjivanje, zatim 1 smrt Zivotinja zbog
zeludaca ispunjenih mikroplastikom. Zbog svoje male veli¢ine, ¢estice mikroplastike mogu biti
konzumirane od bilo koje strane vodenog organizma bez obzira na njihov mehanizam hranjenja,

¢ime ulaze u njihov krvozilni sustav i nakupljaju se u razli¢itim vrstama tkiva [12].



2.3. Interakcija mikroplastike i 6PPD kinona

Budu¢i da mikroplastika i 6PPD kinon migriraju u isti okoli§, za Smanjenje
koncentracije 6PPD-Q-a u njemu mozemo promatrati njegovu interakciju s mikroplastikom.
Mikroplastika ima izrazeno svojstvo lipofilnosti koje olaksava adsorbiranje onecis¢ujucih tvari
U vodenome okolisu na njezinu povrsinu [17]. Kada je koncentracija onecis¢ujucih tvari u
okolisu niska, do adsorpcije dolazi zbog jakih interakcija izmedu sila na povrSini mikroplastike
i oneciS¢ujuce tvari. Nasuprot, pri viSim koncentracijama onecis¢ujuéih tvari, adsorpcija se
uglavnom dogada zbog velikog volumena molekula koje se trebaju istaloziti. Organske
onecis¢ujuée tvari na povrSinu mikroplastike mogu se adsorbirati pomoc¢u hidrofobnih
interakcija, razdiobe, elektrostatskih interakcija i pomocu raznih medumolekulskih odnosno
nekovalentnih interakcija. Tijekom procesa adsorpcije, viSe navedenih adsorpcijskih

mehanizama djeluje zajedno [18].

Struktura i hidrofobnost klju¢ni su ¢imbenici oneciS¢ujuce tvari koji utjece na stupanj njihove
adsorpcije na mikroplastiku. Ako funkcionalna skupina, ali i sama struktura molekule organske
oneciS¢ujuce tvari ukazuje na njezinu hidrofobnost, bit ¢e veéi adsorpcijski afinitet za
adsorpciju na hidrofobnu mikroplastiku. U suprotnome, ako struktura molekule ukazuje na
njezinu hidrofilnost, bit ¢e veé¢i adsorpcijski afinitet za adsorpciju organske onecis¢ujuce tvari
na hidrofilnu mikroplastiku. Op¢enito, hidrofobne mikroplastike, kao PE 1 PP, imaju veci
adsorpcijski kapacitet za razliku od polarnih odnosno hidrofilnih mikroplastika. Mikroplastika
prolazi kroz proces degradacije tijekom kojeg neke od C-H i C-C veza u lancu polimera
oksidiraju. Ako se u polimernom lancu mikroplastike nalaze funkcionalne skupine koje sadrze
kisik, takva Cestica povecava svoju hidrofilnost ili jacaju vodikove veze izmedu mikroplastike
i onecis¢ujuce tvari. Samim time, poveéava Se adsorpcijski kapacitet mikroplastike za
hidrofilne, a smanjuje za hidrofobne organske onecis¢ujuce tvari. Takoder je tijekom adsorpcije
bitna veli¢ina specificne povrsine mikroplastike. Tijekom procesa degradacije nastaju nove i
manje Cestice mikroplastike. Generalno vrijedi da $to je veli¢ina Cestice manja, to je njezina
specifi¢na povrSina veéa. Mikroplastika s veCom specifi¢cnom povrSinom ima veci broj mjesta
za adsorpciju, a time i izrazenije svojstvo adsorpcije oneciS¢ujuce tvari na svoju povrsinu. Ali
zbog male veli¢ine Cestica mikroplastike, moze do¢i do njihove aglomeracije, Cime se smanjuje

specifi¢na povrsina Cestice i mogucénost adsorpcije [18].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Ispitivani transformacijski produkt antiozonanta

U Tablici 1. prikazani su osnovni podatci o transformacijskom produktu antiozonanta

koristenog u radu.

Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva 6PPD kinona.

. Kemijska . 1
naziv formula struktura LogKow topljivost M, g mol
s B
~-N-
ﬁ.PPD CisH2N,0; (Y W)\\ L L 5,4 metanol 208,38
Inon N \’/\N/ NN
o H
3.1.2. Kemikalije
U Tablici 2. prikazane su koriStene kemikalije prilikom rada.
Tablica 2. Popis kemikalija koristenih u radu
Naziv Molekulska formula Cistoca Proizvoda¢
Metanol CH3OH HPLC ¢&istoca Fisher Chemical, Velika Britanija
Acetonitril CHsCN HPLC ¢&istoca VWR Chemicals, Francuska
6PPD kinon C18H22N202 <99% HPC Standards GmbH,
Njemacka

3.1.3. Instrumenti, uredaji, pribor

Instrumenti 1 uredaji koriSteni prilikom rada navedeni su u Tablici 3.

Tablica 3. Popis instrumenata i uredaja koristenih u radu

Naziv

Proizvodaé

Kriomlin (CryoMill)

Retsch, Njemacka

Sito-tresilica (AS 2000 Basic)

Retsch, Njemacka

Analiticka vaga (ATX serija)

Shimadzu, Japan

Termostatirana vodena kupelj sa tresilicom

Grant Instruments, UK
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Tablica 3. (nastavak) Popis instrumenata i uredaja koristenih u radu

Naziv Proizvodaé

tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti Shimadzu, Japan
(engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) LC-20

3.2. Eksperimentalni postupak
3.2.1. Priprema mikroplastike

Mikroplastika se priprema usitnjavanjem vecih zrna plastike PP 0 i PP UV 56. PP O je
mikroplastika polipropilena koja nije starena ni reciklirana, dok je PP UV 56 mikroplastika
polipropilena koja je UV starena 56 dana. Usitnjavanje se provodi pomoc¢u kriomlina (Retsch,

Njemacka) koji se sastoji od ¢eli¢nog mlina i spremnika s teku¢im dusikom (Slika 3.1.).

Slika 3.1. Kriomlin

Kriomlin sadrzi integrirani sustav hladenja koji kontinuirano hladi posudu za mljevenje tekué¢im
dusikom prije i tijekom procesa usitnjavanja. Do usitnjavanja dolazi tijekom tri faze:
prethladenje, treskanje i meduhladenje. Za svaku fazu postavlja se odredeno vrijeme trajanja,
frekvencija odnosno broj titraja mlina u jedinici vremena, te odredeni broj ciklusa kroz koje ¢e

se navedene faze izmjenjivati. Tablica 4. prikazuje postavljene uvjete za usitnjavanje PP 0.

Tablica 4. Primjer uvjeta usitnjavanja PP 0 na kriomlinu (Retsch, Njemacka)

PP O
t/min fist
PRETHLAPENJE 20— 1. put (ostali 10) 5
TRESKANJE 30s 25 9 ciklusa
MEDUHLADENJE 2 5
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Dobivene frakcije mikroplastike stavljaju se na sito-tresilicu (Retsch, Njemacka) (Slika 3.2.)
radi izdvajanja mikroplastike reda veli¢ine 100 — 500 um. Usitnjena mikroplastika nalazi se na
situ od 500 pm, podeSavanjem amplitude i vremena trajanja treSnje, dolazi do razdvajanja
cestica mikroplastike po veliCini. Ispod sita od 500 pm nalazi se sito od 100 um, te sve Cestice
mikroplastike koje nakon separacije zaostanu na navedenom situ imaju raspon veli¢ine od 100

do 500 pm i prikupljaju se u Zeljenu frakciju.

Slika 3.2. Sito-tresilica

3.2.2. Priprema otopina za adsorpciju

Vodena otopina 6PPD kinona (c=10 uM) pripremljena je razrjedenjem iz temeljne standardne
otopine (TSO) 6PPD kinona (¢c=100,54 uM, u ¢istom metanolu). 50 mL dobivene radne otopine
doda se u bocice sa zatamnjenim staklom. U iste bo¢ice dodaju se i odvage mikroplastike (PPO,

PP UV 56; 100-500 um, y=100; 250; 500; 750; 1000 mg L™). pH otopine je 7.
3.2.3. Ispitivanje adsorpcijskog kapaciteta mikroplastike

Bocice s pripremljenim otopinama stavljaju se u termostatiranu vodenu kupelj s tresilicom

(Grant Instruments, UK) pri temperaturi od 20°C (Slika 3.3.).
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Slika 3.3. Termostatirana vodena kupelj s tresilicom

Uzorkovanje se provodilo nakon 30, 60, 90, 120, 180 min te 24 h pomoc¢u PE Sprice i
filtriranjem kroz PTFE filter (0,45 um) u posebnu ¢istu ¢asu. U prethodno oznaéene viale
dodano je 300 pL acetonitrila i 700 puL profiltriranog uzorka. Za svaki uzorak uzeti su duplikati.
Snimanje uzoraka provedeno je na tekuc¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti (engl. High

Performance Liquid Chromatography, HPLC) Shimadzu LC-20, Japan.
3.2.4. Priprema organizama za ispitivanje toksi¢nosti

U svrhu ispitivanja toksi¢nosti koristen je Daphtoxkit F magna (Microbiotest, Belgija). Medij
za uzgoj raci¢a je slatka voda koja je dobivena odvagom natrijevog hidrogenkarbonata
(m=129,5 mg), kalcijevog klorida (m=588 mg), magnezijevog sulfata (m=246,5 mg) i kalijevog
klorida (m=11,5 mg ) otopljenih u 2 L ultraciste vode. JajaSca racica se ispiru vodovodnom
vodom i stavljaju u petrijevu zdjelicu u 15 mL slatke vode. Kako bi aktivirali jajasca, odnosno
kako bi se izleglo otprilike 120 racica, potrebno je pripremljene Petrijeve zdjelice staviti u

inkubator na 25°C, 72 h prije provedbe eksperimenta toksi¢nosti (Slika 3.4.).

Slika 3.4. JajaSca ra¢i¢a Daphnia magna

Prije pripreme serije razrjedenja potrebno je u petrijevke dodati spiruline kako bi nahranili

racice.
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3.2.5. Priprema otopina za ispitivanje toksi¢nosti

Priprema geometrijskog niza razrjedenja u ¢aSama koje su oznacene od 0 do 5. Oznaka 0
predstavlja referentni uzorak, 1 nerazrijedeni uzorak u koji se dodaje slatka voda, a 5 najvece
razrjedenje. Kako bi se napravilo prvo razrjedenje pola sadrzaja iz ¢aSe 1 doda se u ¢asu 2 (1:1)

u koju je prethodno dodano 50 mL slatke vode. Zatim se isto ponavlja za ¢asu 3, 41 5.
3.2.6. Ispitivanje toksi¢nosti

Mjerenja i izracuni toksi¢nosti u vodi provedeni su sukladno medunarodnoj normi ISO 6341.
U tu svrhu testirale su se otopine navedene u Tablici 5. Najprije je odredena toksi¢nost pojedinih
komponenti, 6PPD kinona, metanola te PP 0 i 56 (veli¢ine Cestica 100-500 um) (Tablica 5.,
uzorci 1, 2, 5, 6) nakon ¢ega je istrazen ucinak kombinirane toksi¢nosti (Tablica 5., uzorci 3,
4).

Tablica 5. Popis uzoraka koristenih u svrhu provedbe ispitivanja toksi¢nosti.

naziv Opis c(6PPD kinon), uM v (PP 0i PP 56),mgL*
TOX 1 10% MeOH u ultradistoj - -
H.O

6PPD kinon (10 uM u 10% 10 -
TOX 2 MeOH)

PP 0 (1 g L™ + 6PPD kinon 10 1000
TOX3 (10 UM u 10% MeOH)
TOX 4 PP UV 56 (1 g L?) +6PPD 10 1000

kinon (10 uM u 10% MeOH)
TOX 5 PPO(1gL? - 1000
TOX 6 PPUV 56 (1gL? - 1000

Svako pripremljeno razrjedenje od svih otopina mora biti analizirano 4 puta pa se pripremljene
serije razrjedenja prebacuju u testne ladice od 15 mL (za svaku koncentraciju 4 ladice) (Slika
3.5.). U svaku ladicu stavlja se 10 mL otopine, pocevsi od reda s oznakom X u koju se dodaje
medij odnosno slatka voda, a postupak se ponavlja za ostale ladice, kre¢uci od najrazrjedenijeg

pripremljenog razrjedenja do najkoncentriranijeg (od 5 do 1).
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Slika 3.5. Ladice sa serijom razrjedenja.

U prvu ladicu u prvom stupcu, kapalicom se stavlja oko 20 rac¢i¢a Daphnia Magna iz petrijeve
zdjelice. Zatim se 5 racica opet kapalicom prenosi u svaku ladicu u istom redu. Postupak se
ponavlja za svaki red, krecuéi se od najrazrjedenije otopine do najkoncentriranije. Pripremljene
ladice prekriju se parafilmom i poklopcem, te stavljaju na inkubaciju dva dana pri temperaturi

od 25 °C. Brojanje uginulih raci¢a se provodi nakon 24 i 48 sati.

3.3. Analiticka metoda

Uzorci uzimani tijekom ispitivanja adsorpcijskog kapaciteta mikroplastike snimani su na
teku¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) LC-20 (Shimadzu, Japan) (Slika 3.6.) kojim je omoguéeno odredivanje koncentracije
6PPD kinona u vodenoj otopini. HPLC sastoji se od dvije LC-20AD binarne pumpe, CBM-
20AL.ite kontrolera, CTO-20A termostat kolone, SIL-10AF automatskog uzorkivaca, te Rf-20A
fluorescencijskog detektora.

Slika 3.6. HPLC

16



Kao nepokretna faza koristena je kolona ShimPack Gist C18 (Shimadzu, Japan), dimenzija:
150 mm x 2.1 mm, 3 pm pri ¢emu je kolona termostatirana na 40 °C, a pokretna faza je eluirana
gradijentnim na¢inom rada (Tablica 6.) te se sastojala od otapala acetonitrila (HPLC cistoce,
VWR Chemicals, Francuska) i ultraciste vode (pripremljena upotrebom MiliPore Sigma

sustava za proc¢iS¢avanje vode, Fischer Scientific, SAD), s ukupnim protokom pokretne faze

0,2 mL min™.

Tablica 6. Gradijent pokretne faze.

t, min M-A, % M-B, %

0 90 10
3 10 90
6 10 90
12 90 10

Fluorescencijska detekcija kinona zahtijevala je dvije valne duljine, ekscitacijsku pri 306 nm te
emisijsku na 420 nm, pri ¢emu je vrijeme zadrzavanja iznosilo 5,3 min. Svaki uzorak analiziran

je u duplikatima. Volumen injektiranja uzoraka je 50 pL.
Kalibracijska krivulja odredena je za 5 to¢aka odnosno standardnih otopina kinona poznatih

koncentracija, 50; 10; 5; 1; 0,1 uM (Slika 3.7.).

y = 27,529x
R? = 0,9901

0 10 20 30 40 50
¢ (6PPD kinon), pM

Slika 3.7. Kalibracijska krivulja

3.4. Model opisa adsorpcije

Snimanjem uzoraka na HPLC-u dobivene su koncentracije 6PPD kinona u vodenoj otopini 30,
60, 90, 120, 180 min i 24 h nakon adsorpcije. Doseg adsorpcije izracunat je kao razlika

koncentracije 6PPD kinona u pocetnoj otopini te u uzorcima u odredenom vremenskom
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periodu. Budu¢i da su ispitivanja provedena u izotermnim uvjetima (pri 20°C) , cijeli proces
adsorpcije 6PPD kinona na ¢estice mikroplastike moze se prikazati adsorpcijskim izotermama.
Adsorpcijske izoterme racunate su primjenom Langmuirovog modela koji je prikazan
jednadzbom (1):

Ce 1 4 Ce (1)

de  qmKL  dm
Ce (mg L) — koncentracija molekula u ravnotezi
e (Mg g}) - koli¢ina adsorbiranih molekula na povrsini adsorbenta u bilo kojem trenutku
gm (Mg g%) - maksimalni adsorpcijski kapacitet
K. (mg g1 — Langmuirova konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom

Langmuirova adsorpcija koja je prvenstveno osmisljena za opisivanje adsorpcije plin-kruta faza
takoder se koristi za kvantificiranje i usporedbu adsorpcijskog kapaciteta razli¢itih adsorbenta.
Langmuirov model pretpostavlja da je povrsina adsorbenta homogena, a adsorbat se moze
vezati za povrSinu na odredenim mjestima 1 pod odredenim uvjetima pri ¢emu uspostavlja vezu
s adsorbentom, ali nema interakcije izmedu adsorbata i adsorbenta (prisutne van der Waalsove
privlacne sile). Druga pretpostavka je da se adsorpcija odvija u jednom sloju na vanjskoj
povrsini adsorbensa (jednoslojna adsorpcija, stvara se monosloj). Mjesta na povrsini adsorbenta
su energetski jednaka, a molekule koje su ve¢ adsorbirane ne utjecu na daljnju adsorpciju jer
nema interakcija s ostalim molekulama adsorbata. Kada je pokrivenost povrSine adsorbenta
potpuna, uspostavljena je ravnoteza. Langmuirova konstanta, K., moze se povezati s
adsorpcijskim kapacitetom tj. varijacijom podrucja i poroznosti adsorbenta, Sto bi znacilo da

velika povrSina 1 volumen pora rezultira ve¢im adsorpcijskim kapacitetom.
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4. RASPRAVA | REZULTATI
4.1. Adsorpcija 6PPD kinona na mikroplastiku u vodi

Adsorpcija 6PPD kinona u oba slucaja slijedi Langmuirov model kojim se mogu opisati
karakteristicne izoterme (Slika 4.1.), a iz danih jednadzbi pravca ra¢unaju se parametri i
konstante (Tablica 7). U skladu s pretpostavkama Langmuirovog modela, adsorpcija na
mikroplastici se odvija u monosloju, te je raspodjela aktivnih mjesta na adsorbensu homogena.

Konstanta &, je adsorpcijska ravnotezna konstanta koja se odnosi na energiju adsorpcije.

Tablica 7. Parametri Langmuirovog modela za nestarene i starene uzorke PP-a i 6PPD kinona.

Langmuirov model

MP
k. q,,(mg g?) R’
PP O 4,9492 0,1282 0.9179
PPUV 56 24,4413 0,0306 0.9176
PP 0O
PP UV 56
5,00
4.00
- 4,00
© -
23,00 o 3,00
- € 2,00
i;2,00 5
Y 1,00 1,00
0,00 0,00
0,00 1,00 2.00 3,00 0,00 1,00 2.00 3,00
C,, mg Lt C., mg L*

Slika 4.1. Prikaz Langmuirove adsorpcijske izoterme adsorbiranog 6PPD kinona na PPO (lijevo) i
PP UV 56 (desno), pri temperaturi od 20 °C.

Langmuirove adsorpcijske izoterme adsorbiranog 6PPD kinona na PP 0 i PP UV 56 prikazuju
ovisnost koli¢ine adsorbiranih molekula po masi adsorbenta, ce/ge, 0 koncentraciji molekula u
ravnotezi, Ce, U obliku linearnog pravca. 1z njegovog nagiba, 1/gm, moguce je izracunati
maksimalni adsorpcijski kapacitet, gm. 1z prikaza Langmuirovih adsorpcijskih izotermi vidi se
kako su koncentracije molekula u ravnotezi tijekom adsorpcije priblizno jednake, ali ipak se
moze primijetiti njihovo smanjenje s porastom koli¢ine adsorbiranih molekula po masi

adsorbenta. Ravnoteza se uspostavlja kada je pokrivenost povrsine adsorbenta potpuna. Dakle,
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mozemo zakljuciti da dolazi do adsorpcije 6PPD kinona na starenu i nestarenu mikroplastiku,
a ravnoteza se uspostavlja $to se vise molekula adsorbira na mikroplastiku tijekom vremena,

dok se koncentracija molekula 6PPD kinona u vodenoj otopini smanjuje.

U Tablici 7. navedene su dobivene vrijednosti parametra i konstante. Maksimalni adsorpcijski
kapacitet, gm, odnosi se na mogucu maksimalnu koli¢inu koju adsorbat moze zauzeti na
adsorbentu po jedinici mase adsorbenta. Za nestarenu mikroplastiku odnosno PP 0 iznosi
0,1282 mg g%, dok za starenu mikroplastiku tj. PP UV 56 iznosi etiri puta manje, 0,0306 mg
gl. Prema tome, nestarena mikroplastika moZe adsorbirati ve¢u koli¢inu molekula 6PPD
kinona po jedinici mase. Gijsman [19] je objasnio kako UV starenjem mikroplastike dolazi do
kidanja C-H veza u lancu polimera i strukturne transformacije molekule, gdje nastali radikali
reagiraju s kisikom iz zraka ili vode, ovisno u kojem su okruzenju stareni. Tako PP UV 56 ima
vec¢u koncentraciju karbonilne skupine u svojoj strukturi u usporedbi s PP 0 koji je uopée nema.
Starena mikroplastika postaje manje hidrofobna, a na neka moguca adsorpcijska mjesta na
njezinoj povrsini adsorbira se voda zbog ¢ega joj se maksimalni adsorpcijski kapacitet za 6PPD

kinon smanjuje.

Adsorpcijska ravnotezna konstanta, k., odnosi se na energiju adsorpcije. Za nestarenu
mikroplastiku tj. PP 0 iznosi 4,9492, a za PP UV 56 iliti starenu mikroplastiku iznosi 24,4413.
Pretpostavka bi bila da ona vrsta mikroplastike s ve¢im maksimalnim adsorpcijskim
kapacitetom ima i vecu adsorpcijsku ravnoteznu konstantu, odnosno adsorbirati ¢e vise
adsorbata, ali vidljivo je ono suprotno, da starena mikroplastika ima skoro pet puta veci k. od
one za nestarenu. Znaci da je afinitet izmedu starene mikroplastike 1 6PPD kinona veci od onog
izmedu nestarene mikroplastike i 6PPD kinona, te da je PP UV 56 mikroplastika na svoju
povrsinu adsorbirala veéu koli¢inu 6PPD kinona iz vodene otopine. lako PP UV 56 ima
smanjenu hidrofobnost u usporedbi s PP 0, kao ranije navedeno, ona o¢ito nema znacajan
utjecaj na druge aspekte adsorpcije osim na smanjenje maksimalnog adsorpcijskog kapaciteta.
Razlog tako velike adsorpcijske ravnotezne konstante moguce je pronaci u specifi¢noj povrsini
i veli¢ini pora starene mikroplastike. Starenjem mikroplastike dolazi do stvaranja lokalnih
mikropukotina na njezinoj povrsini. Zbog toga nastaju male pore na starenoj mikroplastici, pa
se posljedi¢no povecava i specificna povrSina PP UV 56, koju su Zang, Liu i suradnici [20]
naveli kao kljuCan razlog vece adsorpcije hidrofobnih organskih oneci$¢ujuc¢ih tvari na UV
starenu mikroplastiku. Izmedu mikroplastike i 6PPD kinona postoje Van der Waalsove

interakcije, pa s obzirom na navedeni tip veze proces se klasificira kao fizikalna adsorpcija.
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Koeficijent korelacije, R?, za obje vrste mikroplastike iznosi priblizno 0,918, $to oznacava
dobro slaganje izmedu eksperimentalnih podataka i Langmuirovog modela te sugerira da

pojava adsorpcije pripada monoslojnoj adsorpciji na uniformnoj povrsini mikroplastike.

4.2. Toksi¢nost 6PPD Kkinona

U svrhu analize i interpretacije toksi¢nih efekata, pomoc¢u izmjerenih inhibicija izraCunate su
efektivne koncentracije koje uzrokuju 50 (EC50), 20 (EC20) te 10 (EC10) posto inhibicije
ispitivanih slatkovodnih raci¢a (Slika 4.1.). Pritom su, u svrhu obrade podataka i racunanja
ECi, ECx i ECso vrijednosti, upotrebljena matematicka funkcija doza-odgovor

(rastuca/sigmoidalna) prikazana je jednadzbom (2):

y = a1 + (az-a1)/(1 + 10(109x00"P) )

gdje su %a:- donja asimptota, 3a,- gornja asimptota, 3logxo- centar, 3p- nagib krivulje.
Matematicka funkcija doza-odgovor ukljucuje prilagodavanje matematickog modela
mjerenjima poduzetim za svaku koncentraciju i koriStenje toga za procjenu odnosa izmedu

koncentracije i mjerenja.

100 4

100
IlEC0
904 I Ec20
80 4 Il Ecs0
80 4
70 4
60 -
= < 604
T =
z § 50
B 404 e
£ < 404
i
30
20 4 20 ]
101
0 o]
TOX1  TOX2  TOX3  TOX4  TOX5  TOX6 TOX1 ~ TOX2  TOX3  TOX4  TOX5  TOXG
uzorak uzorak

Slika 4.1. Vrijednosti maksimalne izmjerene inhibicije (lijevo) i efektivne koncentracije uzoraka

(desno) 6PPD kinona i mikroplastike odredene nakon 48 h izloZenosti na Daphnia Magna

Inhibicija podrazumijeva kocenje, zaustavljanje prijenosa ziv€anih impulsa i fizioloSkih
procesa organizma, u ovom sluéaju slatkovodnog raci¢a Daphnia Magna. Maksimalnu
vrijednost inhibicije od 100% postizu uzorci TOX 3 i TOX 4, odnosno otopine 6PPD kinona s
PP 0 i PP UV 56 nakon 24 h. Najmanju maksimalnu inhibiciju, izmedu 80 i 95%, pokazuje
uzorak TOX 6 iliti PP UV 56. TOX 1, TOX 2 i TOX 5, koji su redom 10%-tna otopina MeOH
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u ultracistoj H20, otopina 6PPD kinona (10 uM u 10% MeOH), i uzorak PP 0, pokazuju
maksimalnu inhibiciju od 95%.

Generalno kod svakog uzorka najveca efektivna koncentracija postize se kod 50% inhibicije
(EC50), zatim 20 (EC20) i onda 10 (EC10) posto inhibicije. Najvecée efektivne koncentracije
koje uzrokuju 50, 20 i 10% inhibicije slatkovodnih ra¢i¢ca Daphnia Magna ima uzorak PP UV
56 (TOX 6). On postize ECso kod ¢ak 80% uzorka, EC2 kod 50% uzorka, a EC1o kod 25%
uzorka. ECsp takoder je dosta izrazen kod PP 0 (TOX 5) gdje kod 55% uzorka postize 50%
inhibicije. Najmanju vrijednost ECso ima TOX 2 (otopina 6PPD kinona (10 uM u 10% MeOH))
koja iznosi 25% uzorka. EC2o se kod ostalih uzoraka toksi¢nosti kre¢e izmedu 20 i 25% uzorka,
jedino kod TOX 2 (otopina 6PPD kinona) izmedu 10 i 15% uzorka. EC10 najmanja je za TOX
31 TOX 4 (mjesavina otopine 6PPD kinona i PP 0 te PP UV 56 nakon 24 h) gdje iznosi 5%,
dok je za ostale uzorke izmedu 10 i 20% uzorka. Navedene vrijednosti prikazane su i tabli¢éno
(Tablica 8.)

Tablica 8. Prikaz vrijednosti efektivne koncentracije uzorka 6PPD kinona i mikroplastike odredene

nakon 48 h izloZenosti na Daphnia Magna

naziv opis EC1o (% uzorka) EC20 (% uzorka) ECso (% uzorka)
TOX 1 10% MeOH u ultracistoj 15-20 20-25 30-35
H.O
TOX 2 6PPD kinon (10 uM u 10% 10 10-15 25
MeOH)
TOX 3 PP 0 (1 g L?) + 6PPD kinon 5 20-25 30
(10 uM u 10% MeOH)
TOX 4 PP UV 56 (1gL%) +6PPD 5 20-25 30-35
kinon (10 uM u 10% MeOH)

TOX5 PPO(LgL™Y) 10-15 20-25 55-60
TOX 6 PP UV 56 (1 g L-l) 25-30 50 80

Iz navedenog moze se zakljuciti kako je za otopinu 6PPD kinona (10 pL u 10% MeOH)
potrebna najmanja koli¢ina (=25%) uzorka da bi se postigla efektivna koncentracija kod 50%
inhibicije Daphnie Magne, dok su za uzorke starene i nestarene mikroplastike potrebne vece
koli¢ine (>50%) uzorka kako bi se postigla efektivna koncentracija od 50% inhibicije. Dakle,
sama otopina 6PPD kinona pokazuje isti toksi¢ni utjecaj pri manjim koncentracijama kao i
uzorci mikroplastike pri ve¢im koncentracijama. To pokazuje kako PP 0 i PP UV 56 nemaju
znacajan toksicni utjecaj, ali zato 6PPD kinon (10 uL u 10% MeOH) pokazuje znacajne
toksikoloske efekte pri malim koncentracijama. Ovim putem se takoder moze dokazati kako je
doslo do adsorpcije 6PPD kinona na mikroplastiku usporedbom ECsg uzoraka TOX 2, TOX 3
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1 TOX 4. Mjesavina otopina 6PPD kinona 1 mikroplastike imat ¢e vecu vrijednost efektivne
koncentracije za 50% inhibicije nego sama otopina 6PPD kinona zbog procesa adsorpcije.
Adsorbiranjem 6PPD-Q na mikroplastiku smanjuje se koncentracija 6PPD kinona u otopini te
je potrebna veca koli¢ina uzorka za postizanje inhibicije. Izmedu dva uzorka otopine 6PPD
kinona sa starenom i nestarenom mikroplastikom nakon 24h, vidljivo je potrebna vecéa koli¢ina
uzorka (=35%) 6PPD kinona sa starenom mikroplastikom (PP UV 56) da bi se postigla
efektivna koncentracija kod 50% inhibicije Daphnie Magne, nego od one otopine 6PPD kinona
sa nestarenom mikroplastikom (PP 0). Dakle, 6PPD kinon bolje adsorbira na povr$inu starene
mikroplastike, PP UV 56, a posljedi¢no uzrokuje ve¢e smanjenje koncentracije 6PPD kinona u
vodenoj otopini, ¢ime donekle smanjuje i njegov toksi¢ni efekt. Varshney i suradnici [7]
promatrali su toksi¢ni utjecaj 6PPD kinona na li¢inke ribica Danio Rerio, te su zakljucili kako
10 uM otopina 6PPD kinona uzrokuje upalu probanog sustava, smanjenje veli¢ine ociju,
usporeni rad srca i smanjenu aktivnost kretanja. Takoder su Brinkmann i suradnici [21] testirali
toksi¢nost 6PPD kinona na razli¢itim vrstama slatkovodnih riba. Ustanovili su da koncentracije
od 4 nM (0,004 uM) uzrokuju smrt kod dvaju vrsta pastrve nakon 96 h, a sve koncentracije vise
od 10 nM (0,01 uM) uzrokuju inhibitorne procese kod ostale dvije vrste ispitivanih riba. Dakle,
otopina 6PPD kinona ne uzrokuje inhibiciju samo u ra¢i¢ima Daphnie Magne, nego i u raznim

drugim slatkovodnim organizmima.
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ZAKLJUCAK

Testirana je adsorpcija 6PPD kinona u vodenoj otopini na dvije vrste mikroplastike, PP
0 i PP UV 56. Adsorpcija 6PPD kinona u oba slucaja slijedi Langmuirov model, adsorpcija na
mikroplastici se odvija u monosloju te je raspodijela aktivnih mjesta na adsorbensu homogena.
Kao rezultat dobivene su karakteristicne Langmuirove adsorpcijske izoterme, a iz danih
jednadzbi i1 pravca racunaju se parametri i konstante adsorpcije. Maksimalni adsorpcijski
kapacitet, qm, PP 0 veci je od maksimalnog adsorpcijskog kapaciteta PP UV 56. Starena
mikroplastika sadrzi kisikov atom u svoj strukturi, pa na neka moguc¢a mjesta adsorpcije na
njezinoj povrsini moze do¢i do adsorpcije vode umjesto 6PPD kinona, rezultiraju¢i manjim
maksimalnim adsorpcijskim kapacitetom. Nasuprot tome, PP UV 56 ima vecu adsorpcijsku
ravnoteznu konstantu, ki, u odnosnu na PP 0. Starena mikroplastika ima manje pore i vecu
specificnu povrSinu zbog lokalnih mikropukotina uzrokovanih UV starenjem, §to pogoduje
vecoj adsorpciji 6PPD kinona na njezinu povrSinu. Dakle, 6PPD kinon ima ve¢i afinitet za
adsorpciju na starenu mikroplastiku. Rije¢ je je fizikalnoj adsorpciji zbog prisutnih Van der

Waalsovih interakcija izmedu adsorbata i adsorbenta.

Takoder je testiran i toksi¢ni efekt 6PPD kinona i mikroplastike. Pokazano je kako PP 0 i PP
UV 56 ne pokazuju znatan toksi¢an utjecaj na slatkovodne rac¢ice Daphnie Magne, dok otopina
6PPD kinona (10 uM u 10% MeOH) pokazuje kako je dovoljna samo Cetvrtina uzorka da bi se
postigla 50%-tna inhibicija ra¢i¢a. Vodena otopina 6PPD kinona sa PP 0 i PP UV 56 24h nakon
adsorpcije i dalje pokazuje toksi¢an utjecaj na Daphnie Magne, ali potreban je veéi udio uzorka

za postizanje 50%-tne inhibicije u usporedbi s otopinom 6PPD kinona (10 uM u 10% MeOH).
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