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SAZETAK RADA

Posljednjih godina povecana je emisija industrijskih otpadnih voda. S obzirom na izuzetno
Siroku industrijsku primjenu fenola, fenolni spojevi prisutni su u velikim koli¢inama u otpadnim
vodama. Prisutnost fenola u vodi moze imati toksicne ucinke kao rezultat antropogenih i
prirodnih aktivnosti. Fenoli se naj¢es¢e bioakumuliraju prirodnim procesima i mogu narusiti
bioekolosku ravnotezu. Ve¢ u niskim koncentracijama, fenoli mogu negativno utjecati na ljudsko
zdravlje, dok kratkotrajna izloZzenost visokim koncentracijama moze dovesti do trovanja. Zbog
visoke reaktivnosti fenola u vodenom mediju, koja je posljedica prisutnosti hidroksilne skupine,
fenolni spojevi stupaju u interakciju s anorganskim komponentama vodenog okoliSa 1
mikroorganizmima. Ekotoksikoloske studije provode se kako bi se procijenili ucinci fenola na
vodene organizme. U ovom radu istraZen je utjecaj ekotoksi¢nosti fenola na tri testna organizma,
morsku bakteriju Vibrio fischeri, mikroalgu Chlorella sp. i bakteriju Pseudomonas putida.
Ispitivane koncentracije fenola bile su: 100 mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L i 1
mg/L. Tijekom eksperimenata mjerena je bioluminiscencija za bakteriju Vibrio fischeri, te broj
zivih stanica (CFU) mikroalgi i bakterije Pseudomonas putida tijekom 3 dana izlaganja. Cilj
istraZivanja bio je utvrditi ekotoksi¢nost fenola na tri testna organizma. Postotak inhibicije rasta
mikroalge Chlorella sp. nakon 72 sata bio je 55,26 %, dok je inhibicija rasta Pseudomonas
putida iznosila 46,97 %. Najveca inhibicija bioluminiscencije za bakteriju Vibrio fischeri od

84,52 % uocena je pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji fenola (100 mg/L), te se moze zakljuciti

Kljuéne rije¢i: fenoli, ekotoksi¢nost, Chlorella sp., Pseudomonas putida, Vibrio fischeri



ABSTRACT

In recent years, the emission of industrial wastewater has increased. Given the extremely wide
industrial use of phenol, phenolic compounds are present in large quantities in wastewater. The
presence of phenol in water can have toxic effects as a result of anthropogenic and natural
activities. Phenols are most frequently bioaccumulated by natural processes and can disturb the
bioecological balance. Even at low concentrations, phenols can have a negative impact on human
health, while short-term exposure to high concentrations can lead to poisoning. Due to the high
reactivity of phenol in the water medium, which is due to the presence of the hydroxyl group,
phenolic compounds interact with inorganic components of the water environment and
microorganisms. Ecotoxicological studies are carried out to assess the effects of phenol on
aquatic organisms. In this work, the influence of phenol ecotoxicity on three microorganisms, the
marine bacterium Vibrio fischeri, the microalgae Chlorella sp. and the bacterium Pseudomonas
putida, was investigated. The tested concentrations of phenol were: 100 mg/L, 75 mg/L, 50
mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L and 1 mg/L. During the experiment, bioluminiscence was measured for
the bacterium Vibrio fisceri, and the number of live cells (CFU) of microalgae and the bacterium
Pseudomonas putida during 3 days of exposure. The aim of the study was to determine the
ecotoxicity of phenol on three organisms. The percentage of growth inhibition of the microalgae
Chlorella sp. after 72 hours was 55.26%, while the growth inhibition of Pseudomonas putida
was 46.97%. The maximum growth inhibition of Vibrio fischeri was 84.52% at the highest tested
concentration of phenol (100 mg/L), so it can be concluded that Vibrio fischeri is the most

sensitive of the tested microorganisms.

Key words: phenols, ecotoxicity, Chlorella sp., Pseudomonas putida, Vibrio fischeri
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1.UvOD

Porast ljudske populacije dovodi do povecane potraznje za vodom koja je neophodna za
odrzavanje svakog oblika zivota. Sve veée oneciS¢enje vode otpadom ispustenim iz razli¢itih
izvora poput kuéanstava, industrije i poljoprivrede uvelike je pridonijelo padu kvalitete i koli¢ine
pitke vode. Industrijske otpadne vode mogu sadrzavati toksi¢ne spojeve stoga su potrebne
odgovarajuce strategije obrade 1 upravljanja te ispustanja otpadnih voda u okoli§ kako bi se
izbjegli negativni u€inci na okolis 1 zdravlje ljudi. Fenolni spojevi nasiroko se koriste u razli¢itim
industrijama, ukljucuju¢i boje, gnojiva, povrSinski aktivne tvari, eksplozive, tekstil, gumu,
plastiku, sredstva za stvrdnjavanje i antioksidanse.? Oneciéenje fenolima i njegovim derivatima
dospijeva u okoli§ preko otpadnih voda ispustenih iz industrija kao $to su petrokemija, prerada
hrane, te iz proizvodnja plastike, &elika, farmaceutskih proizvoda.® Fenoli stvaraju niz derivata u
vodi putem razli¢itih kemijskih reakcija kao $to su oksidacija i dezinfekcija.* Zbog sve veéeg
porasta industrija i otpadnih voda veliki interes predstavljaju ekotoksikoloski utjecaji fenola i
njegovih spojeva u niskim koncentracijama na organizme i mikroorganizme prisutne u vodi i tlu
zbog mogucih Stetnih promjena u ekosustavu koje utjecu i na ljude. Kako bi se rijesili ekoloski i
zdravstveni problemi koje stvara industrijska otpadna voda, vazno je ispitati njenu toksi¢nost
kako bi se potencijalno toksi¢ne tvari mogle ukloniti fizikalno-kemijskim ili bioloSkim
procesom. Toksikologija kao znanost podrazumijeva proucavanje Stetnih ucinaka kemijskih,
fizikalnih ili bioloskih uzro¢nika na zive organizme i ekosustav te ukljucuje sprje¢avanje takvih
Stetnih udinaka.”> Vaznu ulogu u odrZavanju ekosustava funkcionalnim imaju mikroorganizmi.
Testovi ekotoksicnosti provode se na razliCitim organizmima za sve potencijalno Stetne tvari
kako bi se odredili potencijalno $tetni uéinci ispitivanih tvari na ljude i Zivotinje te Sam okolis.

U cilju ispitivanja ekotoksi¢nog uc¢inka fenola, u ovom su radu provedeni testovi ekotoksi¢nosti
na tri organizma: morsku bakteriju Vibrio fischeri, bakteriju Pseudomonas putida te mikroalgu
Chlorella sp. Testovi ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Vibrio fischeri su se provodili tijekom
30 min, dok je izlaganje za testove primjenom ostala dva organizma trajalo 3 dana.Mjerenjem
smanjenja bioluminiscencije bakterije Vibrio fischeri te smanjenjem ukupnog broja zivih stanica

Pseudomonas putida i Chlorella sp., utvrdivala se ekotoksi¢nost fenola.



2.0PCI DIO

2.1. Koksna industrija

Velika koli¢ina otpadnih voda koje nastaju u proizvodnom procesu kemijske industrije ugljena,
kao $to su otpadne vode od rasplinjavanja te otpadne vode od ukapljivanja i koksiranja, glavni su
izvor kemijskih otpadnih voda, koje imaju veliki uinak i tesko ih je ukloniti.® Prema statisti¢kim
podacima, vise od 50 % od gotovo 18 milijardi tona industrijskih otpadnih voda koje su
ispustene 2017. godine dolazi iz kemijske industrije ugljena.” Prosje¢ni sastav otpadne vode
ukljucuje fenol u koncentraciji od 1000-1400 mg/L, amonija¢ni dusik 2000 mg/L, cijanid 7-70
mg/L, a sadrzi 1 heterociklicke spojeve poput ulja 1 piridina i policiklicke aromatske spojeve
poput bifenila i naftalena (PAH). Otpadne vode koje sadrze fenol, uglavnom sadrze fenolne
spojeve, kao $to su fenol, hidrokinon i krezol.2 Otpadne vode iz kemijske industrije ugljena koje
sadrze fenol sadrze mnoge toksicne i Stetne oneciS¢ujuce tvari, §to otezava njihovu razgradnju
biokemijskim procesom obrade. Ako otpadna voda iz kemijske industrije ugljena koja sadrzi
fenol ne moze zadovoljiti standard ispusStanja, otjecat ¢e u vodeno tijelo, $to ¢e neizbjezno
uzrokovati nepopravljivu Stetu okoliSu 1 utjecati na dugorocni razvoj Covjeka i drugtva.®
Mogucénost u¢inkovitog proc¢is¢avanja otpadnih voda koje sadrze fenol povezana je S razvojem
kemijske industrije ugljena i1 zastite okoliSa. To je postalo klju¢na briga kemijske industrije
ugljena. Otpadne vode koje sadrze kemijski fenol sadrze velik broj toksi¢nih onecis¢ujucih tvari.
Zbog svoje slozenosti, jedan proces prociS¢avanja ne moze zadovoljiti zahtjeve procis¢avanja
otpadnih voda. Potrebno je fleksibilno kombinirati razli¢ite procese procis¢avanja u kombinaciji
s karakteristikama kvalitete otpadnih voda i procesa.’® Tradicionalni postupak obrade otpadnih
voda koje sadrze fenol u kemijskoj industriji ugljena uglavnom se sastoji od tri dijela: fizikalno-
kemijska prethodna obrada, mikrobna obrada i napredna obrada.'* Otpadne vode koje sadrze
fenol iz kemijske industrije ugljena ne zadovoljavaju standard ispustanja nakon prethodne obrade

1 biokemijske obrade ve¢ je potrebna i napredna obrada.

2.2. Izvori fenola u okoliSu

Neki fenolni spojevi prisutni su u prirodi i povezani su s bojama cvije¢a i voc¢a.”” Drugi su
sintetizirani i koriste se u razli¢itim aspektima svakodnevnog zivota. U vodenim tijelima fenolni
spojevi prisutni su zbog ispusStanja oneciS¢ene otpadne vode iz industrijskih, poljoprivrednih i

kucanskih aktivnosti. Njihova prisutnost moze biti posljedica razgradnje ili razgradnje prirodne
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organske tvari prisutne u vodi, odlaganjem industrijskog i kuénog otpada u vodena tijela i
otjecanjem s poljoprivrednih zemljiita."® Oni takoder nastaju i kao posljedica prirodnih pojava.
Prirodni izvori fenolnih spojeva u onec¢is¢enju vode ukljucuju razgradnju mrtvih biljaka 1
zivotinja odnosno organske tvari u vodi. Takoder ih sintetiziraju mikroorganizmi i biljke u
vodenom okoliSu. Neki fenoli mogu nastati kao rezultat prirodnih procesa poput stvaranja fenola
i p-krezola tijekom razgradnje organske tvari ili sinteze Kkloriranih fenola od strane gljiva i
biljaka."* Fenolni spojevi mogu djelovati §tetno na organizam, &ak i pri niskim koncentracijama.
Interakcija fenolnih spojeva s mikroorganizmima, anorganskim i ostalim organskim spojevima u
vodi moze dovesti do proizvodnje supstituiranih spojeva koji mogu biti jednako toksi¢ni kao i

izvorni fenolni spojevi.®

2.2.1. Prirodni izvori
Pojava fenolnih spojeva u vodi posljedica je razgradnje mrtvih biljaka 1 Zivotinja u vodenim

tijelima. Takoder njihova pojava moze biti rezultat otjecanja s tla gdje se materijali koji se
raspadaju ispiraju u vodena tijela. Fenolni spojevi sastavni su dijelovi mnogih biljnih vrsta,
vodenih i kopnenih. Neki od tih spojeva nastaju iz aminokiselina koje su prisutne u hemicelulozi
nekih biljaka, pod ultraljubiCastim zracenjem. Na primjer, poznato je da kora vrbe sadrzi
odredenu koli¢inu salicilne kiseline.® Zelene i crvene morske alge takoder sadrze
makromolekule fenolnih spojeva, dok hidroksibenzen nastaje zbog razgradnje organske tvari.'’
Tijelo ljudi 1 Zivotinja proizvodi fenol koji se na kraju izlucuje. Tako metabolicki otpadni
proizvodi ljudi i Zivotinja takoder sadrze fenol.'® Spojevi su takoder sastavni dijelovi mnogih
prehrambenih proizvoda, ukljucujuci voce 1 povrée. Utvrdeno je da je fenol prirodno prisutan u
katranu ugljena i kreozotu. Takoder se proizvodi tijekom prirodnih pozara, te razgradnjom
benzena u atmosferi pod utjecajem ultraljubiastog zratenja.™ lzravna razgradnja ovih materijala
u vodi ili neizravno unoSenje iz otjecanja i oborina rezultira oneiS¢enjem voda. Potencijal
mikroorganizama da razgrade prirodne supstrate u fenolne spojeve, posebice hidroksibenzoat,
dobro je utvrden.”® Debaryomyces hansenii poznat je po svojoj sposobnosti pretvaranja
ferulinske kiseline u razli¢ite fenolne spojeve u prisutnosti glukoze i dusika.?® Takoder je
poznato da fermentacija biljnih ekstrakata pomocu mikroorganizama dovodi do stvaranja
razli¢itih vrsta fenolnih spojeva. Sinteza fenolnih spojeva u biljkama odvija se u klorofilu pod
utjecajem odredenih vanjskih ¢imbenika poput ultraljubicastog zracenja sunceve svjetlosti,

kationa, pesticida i mikrobne infekcije. Korijenje i izlucevine liS¢a biljaka sadrze fenolne



spojeve, koji se putem izluCevina unose u tlo. Razgradnja mrtvog liS¢a, korijenja i biljaka
takoder unosi fenolne spojeve u tlo. Otjecanje s kopna zatim ispire te spojeve u obliznja vodena
tijela.

2.2.2. Antropogeni izvori

Fenoli antropogenog podrijetla u okoliSu su prisutni zbog aktivnosti kemijske, benzinske ili
farmaceutske industrije. Spojevi prodiru u ekosustave kao rezultat drenaze komunalne ili
industrijske kanalizacije u povrSinske vode.? Najcesc¢i antropogeni izvori fenola u prirodnoj vodi
ukljucuju katran ugljena®® i otpadne vode iz proizvodnih industrija kao §to su smole, plastika,
vlakna, ljepila, zeljezo, Celik, aluminij, koza, guma24 te otpadne vode iz proizvodnje sintetickog
goriva. Fenol se takoder oslobada iz tvornica papirne celuloze® i postrojenja za obradu drva®.
Ostala otpustanja fenola rezultat su komercijalne uporabe fenola i1 proizvoda koji sadrze fenol,
ukljucujuéi dezinficijense i medicinske pripravke. Fenol je sastavni dio mnogih kucanskih
kemikalija. Prisutan je u dezinfekcijskim sredstvima i antisepticima. Medicinski ili farmaceutski
proizvodi, poput losiona za tijelo, masti, vodice za ispiranje usta i neki oralni sprejevi
namijenjeni anesteziji 1 lijeCenju upale grla, svi sadrze fenol. On je takoder prisutan u drugim
ku¢anskim proizvodima kao $to su sapuni, igracke, boje, lakovi, parfemi i sredstva za uklanjanje
laka.?” Industrijske aktivnosti kao to su destilacija drva, upotreba klora za dezinfekciju vode,
procesi kuhanja i proizvodnja papira rezultiraju stvaranjem klorofenola.?® 1zravno ili neizravno
ispustanje otpadnih voda i priljeva iz tih industrijskih aktivnosti u vodena tijela kulminira
njihovim oneciS¢enjem fenolnim spojevima. Neki od ovih spojeva takoder se ispuStaju u
atmosferu kroz aktivnosti vozila i na kraju se ispiru u vodena tijela kao kiSnica. Fenolni spojevi
sastojci su pojedinih pesticida i insekticida. Primjena pesticida, insekticida i herbicida glavni je
izvor oneci§¢enja vode fenolnim spojevima kroz poljoprivredu. Herbicidi, fungicidi i pesticidi sa
svojim produktima razgradnje ispiru se u vodena tijela prilikomotjecanja kroz poljoprivredno
zemljiSte. Efluenti i pritoci koji proizlaze iz postrojenja za obradu komunalnog otpada i
procjedne vode s odlagaliSta komunalnog krutog otpada joS$ su jedan izvor fenolnih spojeva.
Otpadne vode iz koksne industrije karakterizira izuzetno sloZzen kemijski sastav, koji se sastoji od
organskih 1 anorganskih spojeva. Sadrzaj otpadne vode iz koksne industrije moze se podijeliti na
netopljive (suspendirane i koloidne) Cestice i otopljene organske (hidrofobne 1 hidrofilne) tvari.
Glavne onecis¢ujuce tvari otpadnih voda od koksiranja su fenoli koje nastaju razgradnjom

organskih spojeva tijekom proizvodnje koksa. Tijekom razgradnje fenola nastaje niz intenzivno



obojenih aromatskih spojeva koji otpadnoj vodi daju tamnosmedu boju. Tijekom proizvodnje
koksa dolazi do stvaranja velike koli¢ine fenola od 0,3 do 12 kg po toni proizvedenog koksa.?**
Prisutnost fenola (> 200 mg/L) u otpadnoj vodi ometa biorazgradnju tiocijanata, utjeCe na

nitrifikaciju i inhibira denitrifikaciju.

2.3.Fenoli

Fenoli su organski spojevi karakteriziranih hidroksilnom (—OH) skupinom vezanom za ugljikov
atom koji je dio aromatskog prstena.®* Fenol je takoder specifi¢no ime za njegov najjednostavniji
¢lan, monohidroksibenzen (C¢HsOH), poznat kao benzenol ili karbolna kiselina (Slika 1.). Svi

ostali ¢lanovi skupine su derivati fenola.

OH

Slika 1. Prikaz strukture monohidroksibenzena.

toCke vreliSta. Pojavljuju se kao bezbojne tekucine ili bijele krutine na sobnoj temperaturi te
mogu biti vrlo otrovni i1 kausti¢ni. Fenoli se koriste u proizvodima za kucanstvo i kao
intermedijeri za industrijsku sintezu. U niskim koncentracijama koristi se kao dezinfekcijsko
sredstvo u sredstvima za &is¢enje kucanstva i vodici za ispiranje usta.? Godine 1865. britanski
kirurg Joseph Lister promovirao je ideju sterilizacije u kirurgiji koriStenjem fenola kao
antiseptika.** S fenolom koristenim na ovaj nain, stopa smrtnosti od kirurskih amputacija je
pala, no fenol je prilicno otrovan.Koncentrirane otopine uzrokuju teske, ali bezbolne opekline
koze i sluznice. Manje toksi¢ni fenoli, kao §to je n-heksilrezorcinol istisnuli su sam fenol u

kapima protiv kaglja i drugim antisepti¢kim primjenama (Slika 2).?



OH

OH

Slika 2. Prikaz strukture 4-heksilrezorcinola.

Fenol 1 njegovi derivati imaju odredena kemijska 1 fizikalna svojstva povezana s njihovim
izvorima i sektorima primjene. Pri standardnoj temperaturi i tlaku, fenol i njegovi derivati su
aromatski organski spojevi s higroskopnom kristalnom krutom strukturom.** Butilirani
hidroksitoluen (BHT) ima mnogo manju toksi¢nost 1 ¢est je antioksidans u hrani. U industriji se
fenol koristi kao pocCetni materijal za proizvodnju plastike, te eksploziva kao Sto je pikrinska
kiselina i lijekova kao $to je aspirin. Supstituirani fenoli koriste se u industriji boja za izradu
intenzivno obojenih azo boja. Mnogi su fenolni spojevi otkriveni i koriSteni prije nego §to je
odredena njihova struktura. Stoga se za naj¢esce fenolne spojeve Cesto koriste trivijalni nazivi (t;.
vanilin, salicilna kiselina, krezol i hidrokinon).** Sustavni nazivi specificiraju stvarnu strukturu
spoja. Ukoliko je hidroksilna skupina glavna funkcionalna skupina fenola, spoj se moze nazvati
supstituiranim fenolom, s atomom ugljika koji nosi hidroksilnu skupinu. Fenoli sa samo jednim
drugim supstituentom mogu se imenovati pomoc¢u odgovarajuc¢ih brojeva ili orto, meta i para
sustava. Spojevi s drugim glavnim funkcionalnim skupinama mogu se imenovati s hidroksilnom
skupinom kao hidroksi supstituentom. Sli¢no alkoholima, fenoli imaju hidroksilne skupine koje
mogu sudjelovati u stvaranju medumolekularnih vodikovih veza odnosno fenoli teze stvaranju
jacih vodikovih veza od alkohola §to rezultira viSim taliStem i1 vi§im tockama vrenja za fenole
nego za ugljikovodike sa sli¢nim molekulskim masama.®* Sposobnost fenola da stvaraju jake
vodikove veze takoder povecava njihovu topljivost u vodi. Fenoli i njihovi derivati ¢esto postoje
u okoliSu. Oni se koriste kao komponente boja, lijekova, polimera i drugih organskih tvari.
Njihova prisutnost u ekosustavima povezana je i s proizvodnjom i razgradnjom brojnih pesticida
te nastajanjem komunalnih i industrijskih otpadnih voda. Fenoli takoder nastaju i prirodnim

procesima. Mogu biti supstituirani s atomima klora, nitrirani, metilirani ili alkilirani. Fenoli su



Stetni ekotoksini. Ekotoksini, odnosno okolisni toksini, obuhvacaju heterogenu skupinu

kemijskih spojeva.®

2.4. Ekotoksikologija
Izraz ekotoksikologija prvi uvodi francuski toksikolog Rene Truhaut 1969. godine.

Ekotoksikologija dolazi od rije¢i ekologija i toksikologija. Nakon toga dolazi do proucavanja
negativnog utjecaja tvari na sva Ziva bica, a ne samo Covijeka.*® Ekotoksikologija je definirana
kao interdisciplinarna znanost koja obuhvaca proucavanje utjecaja kao poljedica prirodnih i
antropogenih toksi¢nih tvari na sve zive organizme, ljude, Zivotinje, biljke 1 cijeli ekosustav.
Ekotoksikologija kao znanost ukljucuje brojna podrucja: ekologiju, fiziologiju, toksikologiju,
patofiziologiju i ekofiziologiju.®” Stetni utjecaj definiran je kao svojstvo tvari da izazove
promjenu, deformaciju ili smrt u Zivom organizmu. Tvari koje mogu izazvati Stetnu reakciju,

poznate i kao toksikanti, mogu se klasificirati kao:

e otrovne tvari (prirodno prisutni ili sinteticki ksenobiotici) i

e toksini (proizvod drugih Zivih organizama koji izazivaju toksi¢ne reakcije).*®

2.5. Testovi ekotoksi¢nosti

Metode za odredivanje potencijalno toksi¢nih tvari su razliciti testovi ekotoksi¢nosti na testnim
organizmima pri ¢emu se oni izlazu onec¢is¢uju¢im tvarima kako bi se utvrdio potencijalno Stetni
utjecajana reprodukciju, rast, ponasanje, prezivljavanje 1 druge osobine.* Testovi se mogu
koristiti kako bi se definirala akutna toksi¢nost pri cemu se testni organizami izlazu ispitivanoj
tvari u kraCem vremenskom period te u svrhu definiranja kronicne toksic¢nosti kod koje su testni
organizami izloZeni ispitivanoj tvari tijekom duljeg vremenskog perioda.”® Razlikujemo jo%
jednu podjelu testova, a to je in vivo (na Zivim organizmima) i in vitro testovi (na stanicama ili
tkivima). In vivo testovi provode se za odredivanje opcenitog utjecaja na organizam, dok se in
vitro testovi provode ukoliko se Zzeli odrediti utjecaj na pojedini dio organizma. Testovi

toksi¢nosti provode se u skladu sa zakonskom regulativom.** Neki od in vitro testova su:

e bakterije (npr. Vibrio fischeri; ISO 11348:200754)*

e kvasci (npr. Saccharomyces cerevisiae ; 1SO 19040-1:201855)*
e slatkovodne i morske alge (OECD 201:1984)*

e biljke (npr. Lemna minor; 1SO 20079:2005)*
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e drugi beskraljeznjaci i embriji — manjih riba (1SO 21115:RTgill-W1).*®

Kako bi se procijenio ekololoski rizik, vaznu ulogu ima krivulja doza-odgovor. Testovi
toksi¢nosti najéesée se provode tako da se testni organizam izlaze potencijalno toksi¢nim tvarima
pri ¢emu se u odredenim vremenskim razmacima mjeri zadani parameter. Nakon toga dobiveni
se podaci kod izloZenih vrste usporeduju s podacima za neizlozebe vrste.*” Nakon dobivenih
eksperimentalnih podataka slijedi modeliranje krivulje doza-odgovor kako bi se odredila najniza
doza odnosno koncentracija tvari koja se ispituje te koja izaziva prvi u¢inak kao i najveca doza

odnosno koncentracija bez u¢inka. Pojmovi pomocu kojih se izraZavaju rezultati su:

e LCs (engl. lethal concentration) — koncentracija tvari koja je smrtonosna za 50 %
istrazivanih jedinki u testu ekotoksi¢nosti

e ECs (engl. effective concentration) — koncentracija tvari kod koje su $tetni uéinci vidljivi
kod 50 % promatranih organizama

e 1Cs (engl. inhibitory concentration) — koncentracija odredene tvari, primjerice farmaceutika,

pesticida ili druge one&idéujuce tvari), potrebna za 50 %-tnu inhibiciju biologkog procesa.*®

100
3
= s0 LOAEL
e
s NOAEL \
o LD50
o /

0 o

Y5 10 15 20 25 30 35
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Slika 3. Krivulja doza-odgovor s kljuénim paramterima®

2.6. Ekotoksi¢nost fenola
Toksi¢no djelovanje fenola proizlazi iz neodredene toksi¢nosti koja je povezana s hidrofobnoscéu
i stvaranjem organskih radikala i reaktivnih kisikovih spojeva. Fenoli pokazuju sposobnost

peroksidacije, hematotoksi¢ni su 1 hepatotoksi¢ni odnosno izazivaju mutagenezu i karcinogenezu
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prema ljudima i drugim Zivim organizmima.®® Toksi¢nost fenola povezana je s dva procesa.
Jedan je nespecificirana toksi¢nost koja je povezana s hidrofobnosti pojedinog spoja, dok je
drugi stvaranje slobodnih radikala.®® Svojstvo hidrofobnosti utjete na topljivost fenola u
stani¢nim tekuc¢inama te na taj nacin utjec¢e i na moguce interakcije spoja s odredenim dijelovima
stanica 1 tkiva. Na primjer, povecanje hidrofobnosti klorofenola povezano je s povec¢anjem broja
atoma klora koji pojatava toksi¢nost pojedinog spoja.®? Jagina toksi¢nog utjecaja spoja takoder
proizlazi iz lokalizacije supstituenta. Na primjer, atom klora supstituiran u orto polozaju u
molekuli fenola smanjuje njegovu toksi¢nost, dok meta supstitucija povecava toksicno
djelovanje spoja. Fenoli, nakon prodiranja u stanicu, podlijezu aktivnoj transformaciji, uglavnom
uz sudjelovanje oksidaza unutar citokroma P450. Moguce je i povecanje toksi¢nosti pojedinih
spojeva stvaranjem elektrofilnih metabolita koji se mogu vezati i ostetiti DNA ili enzime. Stetan
utjecaj fenola i njihovih derivata odnosi se na akutnu toksi¢nost, histopatoloske promjene,
mutagenost i kancerogenost.53 Nedavno je doslo do povecane zabrinutosti znanstvenika u vezi s
ucincima izlozenosti ljudi 1 Zivotinja kemijskim spojevima u okoliSu, posebice u vodenom
okolisu. Fenolni spojevi su medu kemikalijama koje izazivaju veliku zabrinutost u tom pogledu
jer imaju tendenciju postojati u okoliSu tijekom dugog vremenskog razdoblja, nakupljati se 1
imati toksi¢ne u¢inke na ljude i Zivotinje.>* Fenol se smatra glavnom one¢isujuéom tvari zbog
svojih Stetnih 1 toksi¢nih uc¢inaka, a moze se akumulirati u zivim organizmima. Razina fenola u
pitkoj vodi 1 otpadnim vodama ogranic¢ena je medunarodnim aktom i svaka je zemlja predlozila
mnoge profitne i neprofitne agencije, kao $to su Americ¢ka agencija za zastitu okoli$a i Svjetska
zdravstvena organizacija.. Izravno ili neizravno izlaganje fenolu mozZe poremetiti metaboli¢ki
sustav u mikroorganizmu, ljudskom ili zivotinjskom. Fenol u zivi organizam ulazi kroz tri
razli¢ita puta: dermalnim kontaktom, gutanjem i udisanjem.*® Mikroorganizmi prisutni u okoliu
bili su izloZeni fenolnom onecis¢enju Sto je dovelo do brojnih studija kako bi se pronaSao niz
vrsta koje se mogu aklimatizirati, iskoristiti i razviti mehanizam za mineralizaciju fenola u ne
stetnu tvar.”® U posljednjih nekoliko desetlje¢a, Pseudomonas sp. smatran je glavnim
organizmom koji mozZe iskoristiti fenol kao jedini ugljik.”” Kafka i sur.®® ispitivali su akutnu
toksi¢nost fenola mjerenjem luminiscencije fotometrom uz koristenje Photobacterium
phosphoreum. Rezultati su pokazali da se akutna toksi¢nost fenola smanjuje sa smanjenjem
udaljenosti supstituenata na benzenskom prstenu, a niZa vrijednost akutne toksi¢nosti moZe se

naéi za spojeve sa supstitucijom u orto-poloZaju. Prisutnost atoma klora takoder je povecala
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toksi¢nost. Guerra i sur.”® proveli su ekotoksikologka ispitivanja fenola s B. plicatilis i A. salina.
Rezultati ispitivanja prikazani su u Tablici 1. zajedno s rezultatima ispitivanja koje su proveli

Kaiser i sur.® na testnom organizmu P. phosphoreum te Keen i sur.’* na D. magna. Daphnia

pokazuje visoku osjetljivost na fenol.

Tablica 1. Prikaz ECsg i LCsq vrijednosti za fenole na ispitivanim testnim organizmima.

Testni

_ Vrijeme ECso (Mg/L) LCso (Mg/L) Literatura
organizam izlaganja
P. phosphoreum 5 min 22,04 i 0
D. magna 48 h 6,60 - 2
B. plicatilis 24 h - 16,76 19
A.salina 24 h - 17,35

Aruoja i sur.®? proveli su ispitivanje na 58 supstituiranih anilina i fenola pomoéu 72-satnog testa
inhibicije rasta algi s Pseudokirchneriella subcapitata 1 15-minutnog testa inhibicije
bioluminiscencije Vibrio fischeri. Molekule su bile supstituirane s jednom, dvije ili tri skupine
odabrane izmedu -kloro, -metil ili -etil. Eksperimentalno dobivene vrijednosti ECso za mikroalge
kretale su se od 1,43 mg/L (3,4,5-trikloroanilin) do 197 mg/L (fenol), a za V. fischeri od 0,37
mg/L (2,3,5-triklorofenol) do 491 mg/L (anilin). Samo pet od 58 ispitanih kemikalija pokazalo je
inhibicijski u¢inak na mikroalge u koncentracijama >100 mg/L. Zauzeti para-polozaj imao je
tendenciju povecanja toksi¢nosti, dok je vecina orto-supstituiranih bila najmanje toksi¢na.
Rezultati su pokazali da §to je veci broj supstituenata, to je ve¢a hidrofobnost i toksi¢nost.®?
Unato¢ njihovoj toksi¢nosti, fenole mogu tolerirati 1 razgraditi brojni mikroorganizmi. U
istrazivanju koje su proveli Scragg i sur.®® pokazalo se da bakterije, gljive i smeda alga
Ochromonas danica rastu na fenolu kao jedinom izvoru ugljika i energije. Pocetni rast C.
vulgaris i Chlorella VT-1 bio je inhibiran u razli¢itim stupnjevima s fenolima koncetracija od
100-400 mg/L, no rast Chlorelle VT-1 nakon 7 dana nastavio se istom brzinom kao kontrola.®*
Inhibicija rasta Chlorelle VT-1 imala je LCso 450 mg/L, $to je bilo vise od vodene le¢e Lemna
gibba.** Toksi¢nost fenola pripisuje se poremeéaju membranskih struktura zbog hidrofobnih

interakcija.®® Raspodjela lipofilnih spojeva u membranu moZe uzrokovati znatajne promjene U
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strukturi 1 funkciji membrane. Pokazalo se da fenol povecava stupanj zasicenosti lipida
membrane u Pseudomonas putida®?®’, §to moze biti dio prilagodbe na fenol. Alternativno,
smanjenje stope rasta kada se kulturi doda fenol moglo bi biti posljedica smrti dijela stanica. To
je dokazano u kulturama Chlamydomonas angulose gdje je naftalen ubio oko 98 % stanica pri
dodatku, ali nakon 3 dana stopa rasta se vratila na onu u kontroli. Gomma i sur.®® ispitali su
utjecaj razli¢itih koncentracija fenola (200 — 1000 mg/L) na Chlorella sp. u uvjetima svjetla i

tame. Rezultati ispitivanje prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Prikaz ucinka razli¢itih koncentracija fenola na uklanjanje fenola i rast stanica

Chlorella sp. u uvjetima svjetla i tame.®

y(fenol) / mg/L Uvijeti rasta Inhibicija rasta (%) Uklanj?;i)e fenola
200 svjetlo -44,20 88,52
400 svjetlo -2,56 45,69
400 svjetlo 4,05 49,57
600 svjetlo 35,52 16,61
600 svjetlo 32,29 29,23
600 svjetlo 36,98 32,72
800 svjetlo 37,04 13,55
800 svjetlo 30,82 8,42
1000 svjetlo 25,55 7,49
200 tama -43,78 88,52
400 tama -6,33 51,51
400 tama -6,84 51,51
600 tama 36,15 17,23
600 tama 12,78 32,13
600 tama 15,85 45,93
800 tama 26,04 15,55
800 tama 15,56 18,41
1000 tama 22,56 7,86
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Visoke koncentracije fenola (> 400 mg/L) pokazale su inhibitorne uc¢inke na rast Chlorelle. Ovi
rezultati pokazuju da fenol ima ucinak hormeze na mikroalge, koji je karakteriziran niskom
dozom stimulacije i visokom dozom inhibicije. Vrijednosti inhibicije rasta dobivene u ovom
istrazivanju nisu prelazile 50 %. To implicira da je efektivna koncentracija fenola koja moze
uzrokovati 50 % inhibiciju (ECsp) na stanicama Chlorella bila iznad 1000 mg/L. U mnogim
prethodnim studijama utvrdene su sljedece vrijednosti za fenole: ECsg iznosila je 155 mg/L za
Dunaliella salina®®, 74 mg/L za Entomoneis cf punctulata’, 174 mg/L za Pseudokirchneriella
subcapitata’*, 80 mg/L za Microcystis aeruginosa, 403 mg/L za Scenedesmus quadricauda i
631,4 mg/L za Chlorella pyrenoidosa.” Postoji nekoliko biotickih i abioti¢kih ¢imbenika koji
mogu utjecati na unos 1 fikotoksi¢nost fenola, kao Sto su omjer stani¢ne povrSine 1 volumena,

varijacije u prilagodbi na toksi¢ne spojeve, vrijeme izlaganja 1 uvjeti okoliga.”

2.6.1. Morska bakterija Vibrio fischeri

Vibrio fischeri je Gram negativna StapiCasta morska bakterija koja ima svojstvo
bioluminiscencije.”* Morska bakterija Vibrio fischeri najbolje je poznata kao specifiéni simbiont
u svjetlosnim organima odredenih liganja (slika 4). Odnos izmedu V. fischeri i E. scolopes
karakteriziran je dnevnim ritmic¢kim ciklusima koji kontroliraju populacijsku dinamiku bakterija.
Noc¢u dok su zivotinje u vodenom stupcu 1 hrane se, svjetlosni organ ispunjen je
bioluminiscentnom V. fischeri.” U zoru se lignje zakopaju u pijesak i izbace otprilike 90 %
bakterijske populacije u okolni okolis. Preostale bakterije u svjetlosnom organu dijele se,
stvaraju¢i svjeze bioluminiscentnu populaciju do no¢i. Odredeni bioluminiscentni sojevi V.
fischeri stvaraju korisne odnose s morskim lignjama i ribama, ali te su bakterije metabolicki
fleksibilne i stoga nisu ograni¢ene na okolinu domacina.”” Kako je Vibrio fischeri bakterija koja
se nalazi u oceanu, njen optimalan rast u laboratoriju odraZava te uvjete. Optimalan rast dogada
se na 24 °C do 28 °C u okruzenju s visokim sadrzajem soli (~20 g/L). Visoke temperature (iznad

34 °C za neke sojeve) pokazale su se smrtonosnim za bakteriju. "
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Slika 4. Lignja Euprymna scolopes s bakterijom Vibrio fischeri’”.

Bioluminiscencija je pojava koja nastaje kada zivi organizam emitira vidljivo svjetlo. Ona je
rezultat kemijske reakcije pri ¢emu se molekula luciferina oksidira odnosno reagira s kisikom 1
prelazi u oksiluciferin oslobadaju¢i svjetlost dok brzinu reakcije odreduje prisutnost enzima
luciferaze.”® Zanimanje za bioluminiscenciju V. fischeri i Vibrio harveyi dovelo je do otkri¢a
autoindukcije ili ,,quorum sensinga“ kod Gram-negativnih bakterija 1970-ih godina.”
Bioluminiscencijom bakterije uspostavljaju komunikaciju i ta je pojava nazvana quorum sensing.
Pojavom je proizvodnja svjetla kontrolirana na nacin ovisan o gustoc¢i stanica. Ukratko, tijekom
ovog procesa bakterije proizvode malu molekulu (autoinduktor) koja se nakuplja u mediju. Kada
molekula postigne odgovarajué¢u koncentraciju, inducira se ekspresija enzima luciferaze. Izvorno
se smatralo da je otkrivanje quoruma proces jedinstven za bioluminiscentne bakterije. Medutim,
pokazalo se da igra vaznu ulogu u regulaciji razli¢itih procesa u bakterijama ukljucujuci
stvaranje biofilma, patogenost, proizvodnju antibiotika i simbiozu. Svojstvo bioluminiscencije i
medustani¢ne komunikacije bakteriju ¢ini pogodnom za provedbu ekotoksikologkih ispitivanja.”
Tipi¢an oblik testa toksi¢nosti primjenom bakterije Vibrio fischeri podrazumijeva mjerenje
intenziteta bioluminijscencije prije i nakon izlaganja ispitivanoj tvari. Suspendirana kultura
bakterijskih stanica izlaze se rastu¢em nizu koncentracija ispitivanih tvari pri ¢emu su svi ostali
parametri konstantni. Tijekom eksperimenta mjeri se intenzitet luminiscencije na poc¢etku, nakon
15 te nakon 30 minuta. Rezultat su vrijednosti ECyo i ECsg koje predstavljaju volumni udio te ih
ocitava instrument. Razrjedenje uzorka moZe se napraviti prema dva niza, a to su geometrijski i
linearni niz. Metoda se Koristi za ispitivanje aerobne toksi¢nosti svih vrsta otpadnih voda te

otopina toksi¢nih tvari.®®
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2.6.2. Bakterija Pseudomonas putida

Pseudomonas putida je gram-negativna S$tapiCasta bakterija koja ne fermentira i koja se
sveprisutno susreée u okolisu (slika 5). Prosje¢na veli¢ina bakterije je 2 — 4 um.®® Moze se
susresti u razli¢itim ekoloskim stanistima. Ta je sveprisutnost povezana s izuzetno svestranim
metabolizmom, prilagodenim da izdrzi fizikalno-kemijski stres i sposobnos¢u da napreduje u
teSkim uvjetima. Zbog ovih karakteristika, postoji sve veéi interes za ovu bakteriju za
industrijsku upotrebu, a odgovarajuca istrazivanja su posljednjih godina brzo napredovala.
Potaknuto otkriéem potencijala P. putida u biorazgradnji ksenobiotika 1960-ih® stjecanje znanja

0 genetici, biokemiji i fiziologiji ovog mikroba kontinuirano napreduje tijekom posljednjih pet

desetljeca.

> 3 = NG " r—e |
.’.0/ Ly &~ N Y
1< - 7’

‘< 0. = i

‘e - \
’ /
[ ' 4
"

=X

N, T
- 7 &-‘— - ” N

, -\ v .2

Slika 5. Mikrofografija bakterije Pseudomonas putida.®*

Bakterija se kre¢e pomoc¢u bi¢a.®* Sadrzi Sirok spektar metaboli¢kih enzima, omoguéujuéi vrsti
da se prilagodi razli¢itim stanistima, uklju¢ujuéi ona povezana s tlom i vodom.* P. putida je
rijedak uzro¢nik infekcije kod ljudi.** Optimalna temperature rasta bakterije je izmedu 25 i 30
°C. Bakterija sudjeluje u bioremedijaciji voda i tla te bioakumulira teske metale.®® Takoder svoju
¢estu primjenu pronalazi za odredivanje toksi¢nosti ksenobiotika metodom inhibicije rasta (ISO
10712:1995).% Bakterije su uglavnom rasporedene pojedinacno ili u malim skupinama ili
lancima. Rastu u strogim aerobnim uvjetima u uobi¢ajenim supstratima, na kojima stvaraju
nepravilno velike kolonije proizvode¢i u vodi topljivi egzopigment koji difundira u atmosferu i
boji je u Zuto ili plavo-zeleno.’” Pseudomonas putida primjenjuje se za odredivanje toksi¢nosti
ksenobiotika primjenom metode inhibicije rasta (ISO 10712:1995).% Ispitivanjem se utvrduje

inhibicijski uc¢inak uzoraka otpadnih voda, povrsinskih voda i tvari topljivih u vodi prisutnih u ili
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na tlu. Metoda se moze Koristiti i za procjenu ekotoksikoloskih uc¢inaka tla, osobito u nepoznatim

mjestima, kompostu i otpadu no tada je potrebno pripremiti eluate.

2.6.3. Mikroalga Chlorella sp.

Jednostani¢ne mikroalge roda Chlorella prisutne su u vodi, zraku i tlu (slika 6). S obzirom na
fizioloske i morfoloske promjene koje se javljaju kao odgovor na staniste, tesko je identificirati
rod mikroalgi. Razmnozavaju se nespolnim putem stvaranjem spora. Chlorella sp. je
jednostavna, jednostani¢na vrsta zelenih algi kuglastog oblika.?® Zbog sveprisutnosti u okolisu
,Jjednostavnosti rada, svojstva obavljanja fotosinteze i brzog razmnoZzavanja Cesto se koristi kao

testni organizam u testovima toksi¢nosti kojima se ispituje utjecaj raznih ksenobiotika.*
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Slika 6. Vrste mikroalgi roda Chlorella: a) Chlorella vulgaris®™, b) Chlorella sorokiniana®, c)

Chlorella minutissima® d) Chlorella variabilis®.
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Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalgi provodi se na nafin da se eksponencijalno rastuce
kulture mikroalgi izlazu razli¢itim koncentracijama ispitivane toksicne tvari pri odredenim
uvjetima i pri tome se odreduje inhibicija rasta tijekom odredenog vremena. Ukupni broj stanica
mikroalgi odreduje se brojanjem u Thominoj komorici koja se sastoji od predmetnice i
pokrovnice te se poklapanjem predmetnice pokrovnicom zatvara to¢no odredeni volumen koji je
osnova za preracunavanje ukupno broja stanica na 1 mL. Testni uzorci sadrze ispitivanu tvar u
odgovaraju¢im koncentracijama, bazalni medij te suspenziju mikroalgi pocetnog ukupnog broja
zivih stanica. Zatim se uzorci homogeniziraju pomocu rotacijske tresilice. Temperaturu je
potrebno odrzavati u rasponu od 21 do 25 °C. Ukupni broj zivih stanica mikroalge odreduje se u

24., 48. 1 72 satu nakon postavljanja eksperimenta.
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.Materijali

3.1.1.Fenoli

Za provedbu testova ekotoksiCnosti pripremljena je temeljna otopina fenola koncentracije yr=
150 mg/L. 1z temeljne otopine napravljene su radne otopine sljede¢ih koncentracija: 100 mg/L,
75 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L i 1 mg/L.

Slika 7. Koncentracije fenola koristene za provedbu testova ekotoksi¢nosti.

3.1.2. Testni mikroorganizmi
Za provedbu ispitivanja ekotoksi¢nosti fenola koriSteni su sljede¢i testni organizmi: morska
bakterija Vibrio fischeri, mikroalga Chlorella sp. (slika 2.) i bakterijska kultura Pseudomonas

putida. Navedene kulture pohranjene su u zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju.

o

a) b) c)

Slika 8. Testni mikroorganizmi: a) morska bakterija Vibrio fischeri b) mikroalga Chlorella sp.
snimljena svjetlosnim mikroskopom opremljenim kamerom (P = 400x) c) bakterija

Pseudomonas putida.
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3.2.Mediji i kemikalije

3.2.1. Podloga za odrzavanje bakterije Vibrio fischeri

Cvrsta hranjiva podloga za uzgoj bakterije pripremljena je otapanjem sastojaka prikazanih u
Tablici 3. Sastojci su se otapali u 1 L deionizirane vode, a nakon bubrenja agara, podloga se
zagrijavala do vrenja. Prije upotrebe podloga se sterilizirala vlaznom sterilizacijom u autoklavu
pri 1l atm, 121 °C tijekom 15 min. Kultura se uzgajala u Petrijevim zdjelicama pri temperaturi od
20 °C.

Tablica 3. Prikaz sastava ¢vrste hranjive podloge za uzgoj morske bakterije Vibrio fischeri.

Tvar m/g

NaCl 30,0
Glicerol 10,0
CaCOg3 5,0
Pepton 5,0
Kvascéev ekstrakt 3,0
Agar 15,0

3.2.2.0topina za resuspenziju
Hranjiva izoosmotska otopina za resuspendiranje bakterijske kulture Vibrio fischeri pripremljena
je otapanjem tvari navedenih u Tablici 4, u 1 litri deionizirane vode. Zatim se otopina prokuhala i
ohladila. pH-vrijednost otopine je namjestena u rasponu 6,8 - 7,2, sto se postiglo dodavanjem 1
M NaOH ili HCI prema potrebi.

Tablica 4. Sastav otopine za resuspenziju morske bakterije Vibrio fischeri.

Tvar m/g
NaCl 20,0
KH,PO4 0,2
CaCl, 0,5
MgSO, 0,2
Glukoza 10,0
Rafinoza 10,0
Glicerol 0,5mL
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3.2.3. Medij za uzgoj mikroalgi — bazalni medij

Za uzgoj mikroalge Chlorella sp., pripremljen je bazalni medij sastava prikazanog u Tablici 5
(po 1 L), cijaje pH-vrijednost bila podesena na 8,023.

Tablica 5. Prikaz sastava bazalnoga medija za uzgoj mikroalgi Chlorella sp.

Tvar m/ mg
NH,CI 15
MgClz*GHzo 12
C&C'z*ZHzO 18
MgSO,*7H,0 15
KH,PO, 1,6
FeCls*6H,0 0,08
Na,EDTA*2H,0 0,1
H3BO; 0,185
MnCI2*4HZO 0,415
ZnCl, 3*107
CoCl,*6H,0 1,5*107
CuChL*2H,0 107
Na,Mo0O,*2H,0 7*10°
NaHCO, 50

3.2.4. Mineralni medij

Mineralni medij koristio se za pripremu suspenzije bakterijske kulture Pseudomonas putida.
Pripremao se prema uputama ISO 1072:1995.% Spojevi, prikazani u tablici 6, pripremali su se u
1 L deionizirane vode. pH — vrijednost mineralnog medija podesila se¢ na 7,019 pomo¢u 1 M

NaOH, te je mineralni medij prije upotrebe steriliziran.

Tablica 6. Sastav mineralnog medija za provedbu testa ekotoksi¢nosti primjenom bakterije

Pseudomonas putida.

Tvar m/g
NaNO; 0,5
K,HPO, 0,12
KH,PO, 0,06

MgSO4*7H,0 0,2
CeHsFeO- 5*10™
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3.2.5. Hranjivi agar
Hranjivi agar koriSten je za uzgoj bakterijske kulture Pseudomonas putida. Hranjivi agar
pripremljen je otapanjem 18 g ve¢ gotove hranjive podloge u mineralnom mediju. pH vrijednost

podloge iznosila je 7,3.

3.3. Mjerni instrumenti i oprema
Za provedbu i pracenje testa ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Vibrio fischeri koristeni su

sljedeci uredaji:

e Mijerni uredaj LUMIStox 300 u kombinaciji s inkubacijskim blokom LUMIStherm,
Dr. Lang mjerenje luminiscencije bakterije Vibrio fischeri
e Termostat INKO, Zagreb, Hrvatska - uzgajanje bakterijske kulture Vibrio fischeri

e poluautomatske pipete - za pripremu razrjedenja

Slika 9. Mjerni instrumenti: a) Luminometar LUMIStox 300, b) termometar
LUMIStherm, Hach-Lange GmbH

Za provedbu testa ekotoksi¢nosti primjenom Chlorella sp. koristeni su sljede¢i mijerni

instrumenti i oprema:

e Erlenmeyerove tikvice ukupnog volumena 100 mL

e Aeracijska pumpa Tetratec u svrhu aeriranja alge te za osvjetljenje alge
koristila lampa

e Svjetlosni mikroskop (Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan)
opremljen kamerom za snimanje mikrofotografija (Olympus DP 10 kamera)
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e Thomina komorica u svrhu odredivanja ukupnog broja zivih stanica mikroalgi
(CFU)

e pH elektroda SenTix® 940

e kisikova elektroda FDO® 925 za mjerenje koncentracije otopljenoga Kisika
pomocu prijenosnog mjeraca WTW Multi 340i

e elektroda za vodljivost

e rotacijska tresilica Heidolph unimax 1010, Heidolph inkubator 1000,

Njemacka

Za provedbu testa ekotoksi¢nosti primjenom Pseudomonas putide koriSteni su sljede¢i mjerni

instrumenti i oprema:

e termostat Termomedicinski aparati, Hrvatska za uzgoj bakterijske kulture

e pH-elektroda SenTix® 940, kisikova elektroda FDO® 925

e spektrofotometar Hach, Model DR/2400, SAD za odredivanje opticke gustoce

e homogenizator EV-100, Tehnica, Slovenija za homogeniziranje priredenih
decimalnih razrjedenja

e svjetlosni mikroskop (Olympus BX50, Olympus Optical Co. Ltd., Japan)

opremljen kamerom za snimanje mikrofotografija (Olympus DP 10 kamera).

Autoklav Sutjeska, Jugoslavija koriSten je za sterilizaciju bazalnog i mineralnog medija, hranjive

podloge, Cistog staklenog posuda te oneciS¢enog posuda.
3.4.Metode rada

3.4.1. Test ekotoksi¢nosti primjenom Vibrio fischeri

Odredivanje ekotoksi¢nosti fenola provodilo se primjenom morske bakterije Vibrio fischeri
pra¢enjem inhibicije fizioloskog svojstva bioluminiscencije. Provedba eksperimentalnog dijela
rada ukljuivala je precjepljivanje na ¢vrstu hranjivu podlogu i inkubaciju na 20 °C, 24-48 h.
Prije pocetka provodenja ispitivanja bilo je potrebno podesiti pH-vrijednost uzorka izmedu 6 i
8,5 pomoc¢u 1 M NaOH ili HCI. Resuspenzija bakterije provodena je na nain da se uSicom eze
zahvatila Cista kulture povlacenjem u duljini oko 1 cm te ju se resuspendiralo u epruveti sa

c¢epom koja je do 2/3 napunjena otopinom za resuspenziju. Nakon toga, epruveta sa ¢epom
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stajala je pola sata u termostatu pri 15 °C, kako bi se bakterijska kultura aktivirala. U radu je
najprije mjerena luminiscencija bakterijskih suspenzija bez Cistih aktivnih supstanci spojeva, a
potom se sljedeéi pravilo linearnog ili geometrijskog niza dodavala otopina fenola ispitivanih
koncentracija. Prije provodenja testa ekotoksi¢nosti potrebno je provjeriti po¢etnu luminiscenciju
pripremljene bakterijske suspenzije, pri ¢emu ona treba iznositi minimalno 1000 da bi test mogao

zapoceti. Test ekotoksi¢nosti proveden je prema linearnom i geometrijskom nizu.

Postupak provedbe testa ekotoksi¢nosti prema linearnom nizu:

1. U prvu Kivetu stavilo se 2/3 kivete 2 %-tne otopina NaCl, u zadnju 2/3 uzorka
razrijedenog onoliko puta, koliko smo utvrdili u screeningu. U predzadnju kivetu stavilo
se 1 mL 2 %-tne otopine NaCl, a u sve ostale kivete stavilo se po 1,5 mL 2 %-tne otopine
NacCl.

2. U A nizu napravio se niz zeljenih razrjedenja na nac¢in koji je prikazan na Slici 4.

3. U sve ostale kivete B i C niza stavilo se po 0,5 mL inokuluma.

Razrijedenje : 1 16 12 8 [ 4 3 2 1.5 1
1,5mL 1.5mL

. RN R
, \_/Q\_/\_/b

0,5mL 1,5mL 1,5mL

B O

O

O o0 O O O O O O
O o0 O O O O O O
3 4 5 6 7 8 9

-0
~ O

10

Slika 10. Shematski prikaz pripreme razrjedenja ispitivane tvari prema linearnom nizu.

Postupak provedbe testa ekotoksi¢nosti prema geometrijskom nizu:

1. U prvu Kivetu stavilo se 2/3 kivete 2 %-tne otopina NaCl, u zadnju 2/3 uzorka

razrijedenog onoliko puta, koliko smo utvrdili u screeningu.
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2. U A nizu napravio se niz zeljenih razrjedenja pocevsi od najmanjeg do najveceg, tako da

se po 1,5 mL dobro homogeniziranog uzorka prebacio iz kivete u kivetu (slika 5).

3. U sve ostale kivete B i C niza stavilo se po 0,5 mL inokuluma.

Razrijedenje - 1 256 128 64 32 16 ] 4 2 1
1.5mL
A O\ O+ OO+ O+ O+ O+ 0O+0O=+0
0,5 mD
B o0 O O O O O O O O
c O o o o O o0 o o O O
1 2 3 4 5 ] T 8 § 10

Slika 11. Shematski prikaz pripreme razrjedenja ispitivane tvari prema geometrijskom nizu.

Test se provodio tijekom 30 minuta pri ¢emu je mjerena luminiscencija za kontrolu i za svako

pripremljeno razrjedenje. Nakon zavrSetka testa izracunata je inhibicija prema formuli :

Lukontrola - Luuzorak "

INH = 100

Lukontrola

pri ¢emu je INH inhibicija (%), Lukontrola intenzitet bioluminiscencije kontrolnog uzorka nakon
30 minuta, dok je Luyorak intenzitet bioluminiscencije uzorka s ispitivanim fenolom nakon 30

minuta.

3.4.2.Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.
Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp. provodio se u Erlenmeyerovim

tikvicama u koje je dodano sljedece:

e otopina fenola u odgovaraju¢im koncentracijama

.....

e suspenzija mikroalge, ¢iji je pocetni CFU odreden na pocetku eksperimenta brojanjem

zivih stanica mikroalgi u Thominoj komorici i iznosio je 3,6*10° st/mL.
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Radni volumen iznosio je 25 mL. Pripremljena je i slijepa proba koja sadrzi suspenziju
mikroalge i bazalni medij. Na pocetku testa izmjereni su pocetni uvjeti odnosno pH-vrijednost,

temperatura, koncentracija otopljenog Kisika te vodljivost prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Pocetni uvjeti testa ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.

Pocetni uvjeti pokusa

OGgsr.  CFUq/st/mL  logCFUq/ - pHo / - 70(O2) / mg/L To/°C

0,018 3,6%10° 5,5563 8,189 7,87 24.4

Pripremljene tikvice stavljene su na rotacijsku tresilicu pri 160 o/min pri 25 + 2 °C (Slika 12).

Test se provodio tijekom 72 sata, ali nakon svaka 24 sata se odredivao CFU.

Slika 12. Prikaz tikvica na rotacijskoj tresilici tijekom provedbe pokusa testa ekotoksi¢nosti
primjenom mikroalge Chlorella sp.

Odredivanje ukupnog broja stanica mikroalgi provodilo se brojanjem u Thominoj komorici.
Thomina komorica je predmetnica koja se razlikuju od onih koje se koriste za pripravu nativnih

preparata. U sredini se nalazi mreza od 16 kvadrata od kojih je svaki podijeljen u 25 malih
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kvadrata. Ukupno ima 400 kvadrata pa ukupna povrsina iznosi 1 mm?. Poklapanjem predmetnice
pokrovnicom zatvara se to¢no odredeni volumen tekuéine koji predstavlja osnovu za
prera¢unavanje ukupnog broja stanica na 1 mL. Komorica se stavila na stoli¢ mikroskopa te se
pri povecanju od 10x mikroskopiralo, dok se u vidnom polju nije vidjela cijela mrezica (16 veliki
kvadrata). Pod povecanjem objektiva od 40x pogledao se jedan manji kvadrat. Pipetom se
nanijela kapljica dobro homogenizirane suspenzije mikroalge na sredinu Thomine komorice i
poklopilo se pokrovnicom. Priredeni preparat stavio se na stoli¢ mikroskopa i brojale su se

stanice mikroalgi u 3 velika kvadrata za svaku tikvicu.
Ukupni broj stanica mikroalgi u 1 mL izra¢unava Se prema:
N=m=+n=x16*10*/K

pri cemu je N - ukupan broj stanica u 1 mL, m - ukupan broj pobrojanih stanica, n - razrjedenje,
16 - ukupan broj velikih kvadrata, 10* - korekcija volumena, K - broj velikih kvadrata u kojima

je izvrSeno brojanje.

Postotak inhibicije rasta mikroalgi pri svakoj koncentraciji ispitivane tvari (1a) izratunava se kao
razlika vrijednosti ukupnog broja zivih stanica (CFU) izmedu kontrole i uzoraka prema

formuli:

CFU (kontrola) —CFU (uzorak)
= *

4 CFU (kontrola) 100

pri ¢emu je la inhibicija rasta mikroalgi, CFU (kontrola) vrijednost Zivih stanica mikroalgi za
kontrolu te CFU (uzorak) vrijednost ukupnog broja zivih stanica mikroalgi za uzorak. Vrijednost

inhibicije prikazuje se u odnosu na koncentracije ispitivanih tvari.

3.4.3.Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida

Odredivanje ekotoksi¢nosti fenola primjenom bakterije Pseudomonas putida provodilo se na
termostatiranoj rotacijskoj tresilici pri 2542 °C, 160 o/min i 72 h u tikvicama volumena 100 mL,
odnosno radnog volumena 50 mL. Prije postavljanja pokusa bilo je potrebno uzgojiti bakterijsku
kulturu. Pseudomonas putida uzgojena je na ¢vrstoj hranjivoj podlozi (hranjivom agaru; HA) u

Petrijevim zdjelicama pri 37 °C i 24 h. Bakterijska kultura koja je precijepljena 24 h prije
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postavljanja pokusa Koristila se za preduzgoj kulture P. putida. Preduzgoj se provodio u
mineralnom mediju tijekom 5+0,5 h prije postavljanja pokusa, prema metodi 1SO 10712:1995.%
Od uzgojene kulture priredena je suspenzija ¢ija je pocetna opticka gusto¢a u mineralnom mediju
iznosila 0,26 pri valnoj duljini 4 = 436 nm. Tikvice su sadrzavale bakterijsku suspenziju te
odredene volumne temeljne otopine fenola u mineralnom mediju. Za svaki pokus bila je
postavljena i slijepa proba koja nije sadrzavala fenole. Mjerenja su se provodila tijekom 3 dana
svakih 24 sata. Prije pocetka izvodenja testa, odredili su se pocetni uvjeti pokusa prikazani u

tablici 8.

Tablica 8. Pocetni uvjeti testa ekotoski¢nosti za fenole primjenom bakterije Pseudomonas

putida.
Pocetni uvjeti pokusa
OGgsr. CFUq / st/mL |OQCFUO /- pHo /- yo(02) / mg/L To /°C
0,26 1,9*10° 8,2788 7,619 7,7 26,7

Tijekom tri dana, svakih 24 sata, po 1 mL suspenzije izuzeo se iz Erlenmeyerovih tikvica s
uzorcima te se dodao u epruvetu s 9 mL sterilne fizioloske otopine. Uzorak se homogenizirao te
se 1 mL uzorka izuzeo iz te epruvete i dodao u novu koja je takoder sadrzavala 9 mL sterilne
fiziologke otopine. Postupak se ponavljao jo§ &etiri puta kako bi se dobio niz razrjedenja od 10™
do 10°. Zatim se po 1 mL suspenzija razrjedenja 10° i 10° izuzeo te otpipetirao na Petrijeve
zdjelice sterilnom tehnikom rada. Uzorci su se zalili hranjivom podlogom te homogenizirali.
Petrijeve zdjelice stavljene su u termostat na inkubaciju tijekom 24 - 48 h na 37 °C. Nakon
uzgoja bakterija, brojale su se izrasle bakterijske kolonije na hranjivoj podlozi. Brojale su se
Petrijeve zdjelica koje su sadrzavale 30 do 300 kolonija. CFU (engl. Colony Forming Units)
vrijednost odredila se pomoc¢u formule:
broj izraslih kolonija

CFU = iproc jjednost edenj
volumen upotrebljenog uzorka * reciprocna vrijednost razrjedenja

Na temelju CFU vrijednosti izraCunata je inhibicija rasta bakterije prema formuli :
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INH = CFUkontrola - CFUuzorak +100
CFUkontrola

pri ¢emu je CFUyonrola ukupan broj zivih bakterijskih stanica u kontrolnoj tikvici, a CFU z0rak

ukupan broj zivih bakterijskih stanica u uzorku.
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4. REZULTATI

4.1.Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Vibrio fischeri
Test ekotoksi¢nosti fenola proveden je na otopinama fenola razli¢itih koncentracija navedenih u

poglavlju 3.1.3. Rezultati su prikazani u Tablici 9 te graficki (slika 13.).

Tablica 9. Dobivene EC vrijednosti za pojedine ispitivane koncentracije fenola.

Inhibicija / %

Inhibicija / %

v/ mg/L ECy/ mg/L ECso / mg/L
1 - -
10 - 0,93
25 0,80 -
50 10,38 55,70
75 3,38 28,06
100 1,32 25,00
100,00 100,00
90,00 | 90,00 -
80,00 80,00 -
70,00 | 70,00 -
60,00 - S 60,00 | /,"’
50,00 E‘ 50,00 Jptas
40,00 - g 40,00 | L
= e __ ¥
30,00 - = 30,00 1 A - ==
i) ' ‘ ~ ’4
00 e T 5 00 * e
w00 | == 10,00
0,00 e =" 0,00 ; . ‘ :
-10,00 3 0,2 04 0,6 0,8 0 2 4 6 8 10
»/ mg/L 7/ mg/L
a) b)
100,00 100,00
90,00 - 90,00 -
80,00 - 80,00 -
70,00 - 70,00 -
60,00 | S 60,00 - A
50,00 | S 5000 | L
40,00 - S 4000 - L
30,00 - £ 30,00 | Jtad
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Slika 13. Inhibicija (%) bioluminiscecije bakterije Vibrio fischeri tijekom izlozenosti razli¢itim
koncentracijama fenola, ye : @) ye =1 mg/L, b) ye =10 mg/L, c) ye =25 mg/L i d) y= =50 mg/L, e)

4.2. Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.
Provodbom testa ekotoksi¢nosti fenola primjenom mikroalge Chlorella sp. pracen je ukupni broj

zivih stanica (CFU) na temelju kojeg je izraunata inhibicija. Dobiveni rezultati prikazani su

graficki na slikama 14-16. Eksperimentalno dobivena koncentracija tvari koja je smrtonosna za

50 % istrazivanih jedinki u testu ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp. iznosi

ECs0=86,98 mg/L.
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Slika 14. Promjena logaritamskog broja zivih stanica alge Chlorella sp. izloZene razli¢itim

koncentracijama fenola, yg, tijekom 24, 48 i 72 h u odnosu na kontrolu : a) ye =1 mg/L, b) y= =10
mg/L, ¢) ye =25 mg/L i d) yr =50 mg/L, e) y= =75 mg/L i f) yr =100 mg/L.
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Slika 15. Inhibicija (%) mikroalge Chlorella sp. izloZene razli¢itim koncentracijama fenola

tijekom odredenog vremena: a) nakon 24 h, b) nakon 48 h i ¢) nakon 72 h.
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Slika 16. Inhibicija (%) mikroalge nakon 72 sata izlozenosti razli¢itim koncentracijama
fenola.

4.3. Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida
Postupkom opisanim u poglavlju 3.4.3. uzgojena je bakterijska kultura Pseudomonas putida koja

se koristila za kao testni organizam za testove ekotoksi¢nosti. Tijekom eksperimenta pratila se
promjena broja Zivih stanica CFU te je na temelju tih vrijednosti izraunata inhibicije prema
formuli navedenoj u poglavlju 3.4.3. Dobiveni rezultati prikazani su graficki na slikama 17 — 19.
Eksperimentalno dobivena koncentracija tvari koja je smrtonosna za 20 % istrazivanih jedinki u

testu ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida iznosi EC»0=29,80 mg/L.

34



8,70 8,70

8,65 @ kontrola o1 mg/L ° 8,65 - @ kontrola 10 mg/L °
8,60 - 8,60 -
°
, 855 o , 855 - .
~ [ ] ~
2D 8,50 - D 850 -
L L
O g5 | O gas |
j=2) j=)
= 8,40 | = 8,40 -
' 8 ' . )
8,35 8,35 -
8,30 | 8,30 -
® [
8,25 . . . . . 8,25
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
t/h t/h
a) b)
8,70 8,70
8,65 - @ kontrola 25 mg/L ° 8,65 1 ® kontrola 50 mg/L °
8,60 - 8,60 -
, 855 < , 855 1 <
D 8,50 D 8,50
L [T
O gas | O g4 |
=) ° =]
= 8,40 - = 8,40 -
' ° [} ’ ° °
[}
8,35 - 8,35 -
8,30 - 8,30 |
q ° [ ] ®
8,25 T T T T T 8,25 T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
t/h t/h
c) d)
8,70 8,70
8,65 ® kontrola ® 75 mg/L ) @ kontrola ® 100 mg/L L]
8,60 | 8,60 -
8,55 1 P! °
850 - 1 850
2 8,45 - 2
L L 8,40 - o °
O 840 | o ° o
Seas ¢ g
=& =830
8,30 - L]
)
8,25 8,20
8,20 - ° °
8,15 T T T T T 8,10
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
t/h t/h

e) f)

Slika 17. Promjena logaritamskog broja zivih stanica bakterije Pseudomonas putida izlozene
razli¢itim koncentracijama fenola, yg, tijekom 24, 48 i 72 h u odnosu na kontrolu : a) y= =1 mg/L,
b) y¢ =10 mg/L, c) yr =25 mg/L i d) yr =50 mg/L, €) yr =75 mg/L i f) y= =100 mg/L.
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Slika 18. Inhibicija (%) bakterije Pseudomonas putida izlozene razli¢itim koncentracijama

fenola tijekom odredenog vremena : a)
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Slika 19. Inhibicija (%) bakterije nakon 72 sata izlozenosti razli¢itim koncentracijama

fenola.
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5.RASPRAVA

Ljudske aktivnosti dosegle su razinu na kojoj je njihov utjecaj na okoli§ globalan. Atmosfera,
biosfera i hidrosfera poremeceni su na nac¢in koji moze biti nepovratan, uglavnom kao rezultat
brzog rasta svjetske populacije i industrija. Fenoli i njihovi spojevi, zbog svoje Siroke upotrebe,
imaju veliki utjecaj na ravnotezu vodenih ekosustava te ljudsko zdravlje. U novijim studijama
istrazeni su ucinci fenolnih spojeva sadrzanih u otpadnoj vodi na vodene organizme. Fenolni
spojevi djeluju kao inhibitori rasta vodenih bioloskih sustava posebno potiskujuéi rast razli¢itih
vrsta mikroalgi.' U ovome radu ispitan je utjecaj fenola na razliite organizme. Provedeni su
pokusi ispitivanja ekotoksi¢nosti fenola na morsku bakteriju Vibrio fischeri, bakteriju
Pseudomonas putida te slatkovodnu algu Chlorella sp. Postupak provedbe te praceni parametri

opisani su u poglavlju 3.

5.1. Ispitivanje ekotoksi¢nosti fenola primjenom Vibrio fischeri

Provedbom testa ekotoksi¢nosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri mjerena je inhibicija
svojstva bioluminiscencije. Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki. Vrijednosti ECy i ECsp
prikazane u Tablici 9. dobivene su pomoc¢u luminometra nakon provedbe testa ekotoksi¢nosti te
ukoliko nisu dobivene pomocu uredaja, procjenjivale su se graficki. Test se provodio prema
normi® pri ¢emu luminometar raduna ECy vrijednosti. Ratunanje ECy vrijednosti temelji se na
logaritamskoj linearnosti inhibicije i koncentracije. Dobivene vrijednosti ECy i ECso niZe su za
ispitivane vece koncentracije, odnosno za ispitivanu koncentraciju fenola od 50 mg/L ECj
vrijednost iznosi 10,38, dok je za koncentraciju fenola od 100 mg/L vrijednost ECy iznosila
1,32. Promatrajuéi ispitivane koncentracije fenola, uocava se trend smanjenja EC vrijednosti
porastom koncentracija. Taj se trend najviSe vidi kod koncentracija fenola od 50 do 100 mg/L,
Sto ukazuje na najvecu toksi¢nost za najviSu ispitivanu koncentraciju. Kod koncentracije od 1
mg/L uocen je najmanji toksi¢ni utjecaj jer su inhibicije bioluminiscencije bakterije bile
negativne, $to pokazuje na preveliko razrjedenje ispitivane tvari i pri toj koncentraciji ispitivana
tvar nema negativan utjecaj na Vibrio fischeri. Testom toksi¢nosti primjenom morske bakterije
Vibrio fischeri ispitivano je 6 razli¢itih koncentracija fenola te su one razrjedene prema
linearnom ili geometrijskom nizu. Promjenom koncentracije fenola dolazi do promjene inhibicije
svojstva bioluminiscencije, odnosno poveéanjem koncentracije fenola dolazi do smanjenja

bioluminiscencije. Na grafovima na slici 13. mogu se primijetiti odredena odstupanja nastala
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uslijed eksperimentalne pogreske, a prikazane su ovisnosti inhibicije (%) bioluminiscecije
bakterije Vibrio fischeri tijekom izlozenosti razli¢itim koncentracijama fenola, odnosno krivulje
doza — odgovor. Na temelju grafova moze se zakljuéiti da povecanjem koncentracije fenola
dolazi do inhibicije svojstva bioluminiscencije. U istrazivanju koje su proveli Aruoja i sur.®?
eksperimentalno dobivene vrijednosti ECso za V. fischeri kretale su se od 0,37 mg/L (2,3,5-
triklorofenol) do 491 mg/L (anilin). Usporedujuéi rezultate mozemo zakljuciti da $to je niza ECx
vrijednost, veci je toksini utjecaj ispitivane tvari na bioluminiscenciju bakterije. Takoder i
rezultati istraZivanja koje su proveli Guerra i sur.> potvrduju visoku osjetljivost Vibrio fischeri

na fenole.

5.2. Ispitivanje ekotoksi¢nosti fenola primjenom mikroalge Chlorella sp.

Provedbom testa ekotoksi¢nosti primjenom slatkovodne alge Chlorella sp. pra¢en je ukupan broj
zivih stanica mikroalge tijekom 72 sata. U ovome pokusu, Chlorella sp. izlagala se razli¢itim
koncentracijama fenola tijekom 72 h, a pocetni uvjeti prikazani su u Tablici 7. Tijekom
ekperimenta nisu zabiljezene promjene boje ni oblika stanica mikroalge. Tijekom pokusa nije
doslo do znacajne promjene pH vrijednosti. Na slici 8 prikazana je promjena logaritamskog broja
zivih stanica alge Chlorella sp. izloZene razli¢itim koncentracijama fenola, yr, tijekom 24, 48 i
72 h u odnosu na kontrolu. Kontrolni uzorak pokazuje da broj kolonija blago raste tijekom 72 h.
Usporedujuci ispitivane koncentracije fenola od 1, 25, 50 1 100 mg/L s kontrolnim uzorkom
vidljivo je da logaritamska vrijednost broja zivih stanica mikroalge raste tijekom 72 h, dok je za
koncentraciju fenola od 10 mg/L vidljivo da nakon 72 h dolazi do pada logCFU. Taj je pad
vrijednosti moguée obijasniti efektom hormeze.** Sli¢an trend promjene log CFU pokazuje i
uzorak koncentracije fenola od 75 mg/L pri ¢emu dolazi do rasta logCFU, zatim vrijednost opada
te nakon 48 h ponovno raste. Varijacije logCFU vrijednosti moguce je objasniti i moguénoscu
prilagodbe mikroorganizama na toksi¢ne tvari. Na temelju dobivenih vrijednosti CFU, izracunate
su inhibicije za svaku ispitivanu koncentraciju fenola. Rezultati su prikazani grafi¢ki na slikama
15 i 16. Rezultati promjene inhibicije rasta u odnosu na ispitivane koncentracije fenola prikazani
su na dvije vrste grafikona, rasprSenom i stupcastom. Na temelju grafova vidljivo je da
povecanjem koncentracije ispitivane tvari dolazdo povecéanja inhibicije, no takoder tijekom 72h

nije doSlo do znacajnih promjena inhibicije rasta mikroalge u odnosu na inhibiciju nakon 24 ili
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48h,. Usporedujuéi dobivene rezultate s rezultatima istraZivanja koje su proveli Aruoja i sur.®
ispitujué¢i 58 supstituiranih anilina i1 fenola pomocu testa inhibicije rasta mikroalgi s
Pseudokirchneriella subcapitata pri ¢emu je samo pet od 58 ispitanih kemikalija pokazalo je
inhibicijski uc¢inak na mikroalge u koncentracijama >100 mg/L i u ovom je ispitivanju najveca
inhibicija kod koncentracije fenola od 100 mg/L i iznosi oko 50 %. Ovaj rezultat potvrduje i
istrazivanje koje su proveli Gomaa i sur.®® pri éemu je efektivna koncentracija fenola koja moze
uzrokovati 50 % inhibiciju (ECsp) na stanicama Chlorella sp. bila iznad 1000 mg/L jer
vrijednosti inhibicije nisu prelazile 50 % za ispitivane koncentracije fenola od 200 — 1000 mg/L.

5.2. Ispitivanje ekotoksi¢nosti fenola primjenom bakterije Pseudomonas putida

Provedbom testa ekotoksi¢nosti fenola primjenom bakterije P. putida tijekom 72 sata odredivan
je ukupan broj zivih stanica bakterije, CFU. Rezultati uzorka usporedivani su s rezultatima
kontrole koja nije sadrzavala fenole. Kontrolni uzorak pokazuje rast broja kolonija, no nakon 48
sata provodenja testa broj kolonija pocinje opadati. Usporedujuci ispitivane koncentracije fenola
s kontrolnim uzorkom, moze se primijetiti jednaki trend. Vidljivo je da od pocetka testa broj
kolonija prati trend rasta tijekom 48h, te nakon toga, logCFU pada. Vrijednosti inhibicije za
svaku ispitivanu koncentraciju fenola izraCunate su na temelju dobivenih CFU vrijednosti.
Rezultati su prikazani na slikama 18 i 19. Vidljiv je trend blagog rasta inhibicije s porastom
koncentracije fenola. Maksimalna inhibicija od 46,97 % postignuta je nakon 72 h izlaganja za
koncentraciju fenola od 100 mg/L. Koncentracije fenola od 1 i 10 mg/L nisu pokazale znacajan
ckotoksi¢ni u¢inak fenola. Usporedujuci s s rezultatima ispitivanja koje su proveli Heipieper i
sur.*®! te Weber i sur.’® rezultati ovog istrazivanja pokazuju da fenoli nemaju veliki ekotoksi¢an
u¢inak na bakterijsku kulturu Pseudomonas putida pri koncentraciji <100 mg/L. Rezultati su u
skladu s literaturom jer se Pseudomonas sp. smatra glavnim organizmom koji moZe iskoristiti

fenol kao izvor ugljika, $to objasnjava smanjen ekotoksi¢an utjecaj fenola na ovu bakteriju.*
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6.ZAKLJUCAK

Provedbom testova ekotoksi¢nosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri, mikroalge
Chlorella sp. te bakterije Pseudomonas putida ispitana je toksi¢nost fenola. Cilj istrazivanja bio
je utvrditi inhibiciju rasta mikroalge Chlorella sp. i bakterije Pseudomonas putida te smanjenje
bioluminiscencije morske bakterije Vibrio fischeri tijekom izlaganja fenolima. Postotak
inhibicije rasta mikroalge Chlorella sp. nakon 72 sata bio je 55,26 %, dok je inhibicija rasta
Pseudomonas putida bila 46,97 %. Maksimalna inhibicija postignuta primjenom morske
bakterije Vibrio fischeri iznosila je 84,52 % te mozemo zakljuciti da je Vibrio fischeri u ovom
istrazivanju najosjetljiviji mikroorganizam na ispitivane koncentracije fenola. Negativna
odnosno niza inhibicija prisutna kod nizih koncentracija fenola ukazuje da se razrjedenjem
smanjuje ekotoksiCan utjecaj fenola na vodene organizme. Kod Pseudomonas putide postignuta
je najmanja inhibicija za fenole u usporedbi s ostalim testovima ekotoksi¢nosti pa moZemo
zakljuciti da je prema ovome istrazivanju Pseudomonas putida najmanje osjetljiva na ispitivane
koncentracije fenola.
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7. POPIS KRATICA | SIMBOLA

CFU - engl. Colony Forming Units; jedinice koje tvore kolonije
PAH - policiklicki aromatski ugljikovodici

BHT - butilirani hidroksitoluen

ISO - engl. International Standardisation Organisation; Internacionalna organizacija za

standardizaciju

OECD - engl. Organisation for Economic Colaboration and Development; organizacija za

ekonomsku suradnju i razvoj

LCso - letalna koncentracija za 50% populacije

ECso - efektivna koncentracija za 50% populacije

ICso — inhibitorna koncentracija za 50% populacije

EC,o — efektivna koncentracija za 20% populacije

vr - masena koncentracija fenola, mg/L

m —masa, ¢

INH — inhibicija, %

LUkontrola - INtenzitet bioluminiscencije kontrolnog uzorka nakon 30 minuta

LuUuzorak - Intenzitet bioluminiscencije uzorka s ispitivanim fenolom nakon 30 minuta
OGgsr. — srednja vrijednost pocetne opticke gustoce

CFUosr. — srednja vrijednost jedinica koje tvore kolonije u po¢etnim uvjetima, st/mL
pHo — pocetna pH vrijednost

10(02) — masena koncentracija Kisika, mg/L

To —temperatura, °C

K - broj velikih kvadrata u Thominoj komorici u kojima je izvrSeno brojanje

Ia - inhibicija rasta mikroalgi, %

HA — hranjivi agar

A —valna duljina, nm

CFUxontrola - ukupan broj zivih bakterijskih stanica u kontrolnoj tikvici

CFUuzorak - ukupan broj zivih bakterijskih stanica u uzorku
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