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1. UvOoD

Okolis je prema Zakonu o zastiti prirode definiran kao ,,prirodno okruZenje, tlo, zrak, voda i
dio okruzenja kojeg je stvorio covjek* (Narodne novine, 162/03).

Oneciscenje okolisa je ,,promjena stanja okoliSa koja je posljedica Stetnog djelovanja ili
izostanka potrebnog djelovanja, ispustanja, unoSenja ili odlaganja Stetnih tvari, ispustanja
energije i utjecaja drugih zahvata i pojava nepovoljnih po okolis* (Narodne Novine 162/03).
Izvori oneciS¢enja okoliSa mogu biti prirodni i antropogeni.

U prirodne se izvore onecis¢enja okoliSa ubrajaju: erupcije vulkana, potresi, izvori plinova i
vruce vode, udari meteora, vjetrovi oborine, buka itd.

Glavni Cimbenici antropogenog onecis¢enja okolisa su

Tehnoloska revolucija
Demografska eksplozija
Razvoj prometala.

Bitno je spomenuti da je otprilike 40% svake proizvodnje otpad. Otpadom se smatra svaka
tvar ili predmet koje posjednik odbacuje, namjerava ili mora odbaciti. Ovisno o0 svojstvima
otpada, otpad se moZe podijeliti na opasni, neopasni i inertni otpad.

Jedan od najvecih problema u smislu onecis¢enja okolisa jesu upravo otpadne vode.

Otpadnim vodama nazivaju se vode koje su promijenile svoj prvobitni sastav unoSenjem
Stetnih tvari Cija prisutnost uzrokuje promjenu fizickih, kemijskih, bioloskih ili bakterioloskih
karakteristika vode (http://www.kdvik-rijeka.hr/default.asp?ru=114) .

Stetna tvar je Zakonom o zadtiti prirode definirana kao ,tvar €ija su svojstva opasna za
ljudsko zdravlje i okoli§ s dokaznim akutnim 1 kronicnim toksi¢nim ucincima, vrlo
nadraZzujuca, kancerogena, mutagena, nagrizajuca, zapaljiva i eksplozivna tvar, ili tvar koja u
odredenoj koli€ini i/ili koncentraciji ima takva svojstva® (Narodne novine, 162/03).

Osim velikih industrijskih postrojenja upravo kucanstva predstavljaju ogroman izvor otpadnih
voda koje u vedini slu€ajeva ulaze u okoli§ preko odvodnih kanala i sustava za prociS¢avanje
otpadnih voda.

Bioloska razgradivost temeljno je svojstvo kucanskih otpadnih voda te se racuna da 2/3 od
ukupnih koli€ina jesu tvari organskog podrijetla.

Osim urina i fecesa, papir, sapun i sintetski deterdZenti najvazniji su konstituenti kuc¢anskog
otpada (Walker, 2001).



RazlicCite povrSinski aktivne tvari (anionske, neionske, kationske i amfoterne) koje su sastavni
dio deterdzenata upotrebljavaju u ogromnim koliCinama u razliCitim industrijama i
domadinstvima. Njihova je industrijska primjena proSirena na proizvodnju kozmetike, metala,
papira i koZe, pa se oni zbog toga mogu nalaziti u otpadnim vodama tih industrija u velikim
koliCinama.

Mnoge od uobicajenih povrsinski aktivnih tvari imaju izrazito toksicno i Stetno djelovanje na
okoli$ i na ljudsko zdravlje, pa su zakonski propisi koji kontroliraju njihovo postojanje u
otpadnim vodama dosta strogi: granice za otpustanje povrsinski aktivnih tvari u tokove
otpadnih voda u Hrvatskoj krecu se u rasponu od 4= 0,05 do 0,10 mg/L.

Na toksicnost i biorazgradivost tih tvari u okoliSu utjeCu mnogi fizikalni, kemijski i bioloski
Cimbenici u medudjelovanju.

Procjene utjecaja proizvoda za domacinstvo kao, Sto su deterdZenti na okoli$ temelje se na
usporedbi predvidenih koncentracija u okoliSu i koncentracija pri kojima nema primjecenog

Stetnog ucinka na okoli$ ( Hennes-Morgan i de Oude, 1998).

Kompleksan sastav deterdZzenata u kojima se povrsinski aktivne tvari mijeSaju s ostalim
komponentama takoder dovodi do sinergistickog ucinka. Nadalje, deterdZenti odnosno
povrsinski aktivne tvari u njihovom sastavu mogu utjecati na biorazgradivost i toksicnost

ostalih komponenata u okolisu.

Upravo zato potrebno je utvrditi toksicnost pojedinih sastojaka deterdZenata te strogo

regulirati njihovo otpustanje u okolis.



1.1. Deterdzenti

Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti i sigurnosti deterdzenata ( Narodne novine,
77/07) deterdZent je definiran kao:

,» Svaka tvar ili pripravak koji sadrzi sapune i/ ili druge povrSinski aktivne tvari namijenjene
za procese pranja i CiS¢enja. DeterdZenti mogu biti u obliku tekucine, prasSka, pasta, Sipki,
blokova, kalupom ili na drugi nacin oblikovanih komada, a stavljaju se u promet ili se rabe u
kucéanstvu ili u profesionalne ili industrijske svrhe,,.

Istim pravilnikom utvrdene su vrste deterdzenata:

univerzalni deterdzent jest deterdzent za sve temperature i vrste pranja

blagi deterdzent jest deterdzent za pranje osjetljivih tkanina na nizim temperaturama

pranja

industrijski deterdzent i deterdzent za profesionalnu uporabu jest deterdzent za
pranje i CiS¢enje izvan kucanstva, koje obavlja strutno osoblje rabeci posebne

proizvode.

Deterdzentom se smatra i:
pomoc¢ni pripravak za pranje - namijenjen za namakanje (pretpranje), ispiranje ili

izbjeljivanje odjece i rublja u kucanstvu, itd.

omeksivac za rublje - namijenjen za mijenjanje osjeta tkanine na dodir u procesima

koji trebaju dopuniti pranje tkanine

preparat za CiSCenje - namijenjen kao univerzalno sredstvo za CiS¢enje za uporabu u
kuéanstvu i/ ili drugo CiSéenje povrSina (npr.: materijala, proizvoda, strojeva,
mehanickih naprava, prijevoznih sredstava i njima povezane opreme, instrumenata,

aparature, itd.)
ostali preparati za CiSenje i pranje - namijenjeni za sve druge procese pranja i
Cis¢enja.

Kao najraniji deterdzenti u proSlosti se pocCinju koristiti pojedina ulja (biljnog porijekla), masti
(Zivotinjskog porijekla) te razliCiti abrazivi, poput mokrog pijeska i gline.

Kasnije se deterdzZenti pocinju dobivati od saponina i govede Zuci.



1913. g. belgijski kemicCar A. Reychler pocinje proucavati kemijsko djelovanje sintetskih
surfaktanata. Nedugo nakon toga proizveden je 1917. U Njemackoj prvi komercijalni
detredZent Nekal kao odgovor sve veci nedostatak sapuna za vrijeme Prvog svjetskog rata.
Do kraja Drugog svjetskog rata, deterdZenti su se uglavnom upotrebljavali samo u industriji.
Tada je u SAD doSlo do otkrica tetrapropilena koji se pocinje koristiti u proizvodnji
kucéanskih deterdZenata, $to je u 40-im godinama rezultiralo naglim porastom Siroke upotrebe
deterdZenata u kucanstvima.

Kasnih 60-ih godina takoder u SAD-u proizvedeni su prvi bioloski detergenti, koji u svom
sastavu od tada sadrZavaju i razliCite enzime koji pridonose boljem uklanjanju proteinskih

mrlja.
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DeterdZenti su po svom kemijskom sastavu vrlo komplicirana smjesa razlicitih tvari, te osim
vode najcesce se sadrze sljedece tvari:
— fosfate

— fosfonate

— anionske povrsinski aktivne tvari

— kationske povrsinski aktivne tvari

— amfoterne povrsSinski aktivne tvari

— neionske povrsinski aktivne tvari

— izbjeljivaCe na bazi Kisika

— izbjeljivace na bazi klora

— EDTA-u i njezine soli

— NTA (nitrilotrioctenu kiselinu) i njezine soli
— fenole i halogenirane derivate fenola
— paradiklorbenzen

— aromatske ugljikovodike

— alifatske ugljikovodike

— halogenirane ugljikovodike

— sapune

— zeolite

— polikarboksilate

—enzime

— dezinficijense

— opticka bjelila

— mirise.

Navedene tvari mogu svrstati u 4 osnovne kategorije:
surfaktanti (tenzidi ili povrSinski aktivne tvari)
punila
bjelila

aditivi.
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1.2.  Surfaktanti

Termin surfaktant (Cesto se koristi i termin tenzid) oznaCava mjeSavinu povrSinski aktivnih
tvari. To su tvari koje sniZzavaju povrsinsku napetost izmedu dvije faze.

Naziv surfaktant nastao je 1950.g. u tvornici ,,Antara products®.

Isti termin koristi se i u medicinskoj terminologiji, gdje se njegovo znacenje odnosi na
lipoproteinske komplekse u plu¢ima, koji su zasluZni za nisku povrsinsku napetost na granici
tekucina-zrak u plu¢ima. Oni ne samo da olakSavaju disanje na nacin $to smanjuju napor
potreban za respiraciju, nego djeluju i na alveole spreCavajuci da dode do njihovog kolapsa.
Naime, kada bi djelovala samo povrSinska napetost vode u plué¢ima, napetost u alveolama bi
bila jako velika te bi bila potrebna velika energija da se nadjaca ta napetost i omoguci Sirenje
pluéa. Kod sisavaca se surfaktanti javljaju kod fetusa prije rodenja smanjujuci sile potrebne

za povecanje pluca novorodencadi tijekom disanja.

Prema Clanku 2 ,,Pravilnika o zdravstvenoj ispravnosti i sigurnosti deterdZenata“ (,,Narodne
novine“ broj 77/07) surfaktant ili povrsinski aktivna tvar je definirana kao:

,» Bilo koja organska tvar i/ ili pripravak koji se koristi u proizvodnji deterdZzenata i ima
svojstva povrsinskog djelovanja, a sastoji se od jedne ili viSe hidrofilnih i jedne ili vise
hidrofobnih skupina koje su takve naravi i veliCine da tvar ima sposobnost umanjiti
povrsinsku napetost vode i stvarati jednostruke slojeve sa svojstvom Sirenja ili adsorpcije na
granicnoj povrsini vode i zraka, kao i stvarati emulzije i/ ili mikroemulzije i/ ili micele, te se
adsorbirati na granicnim povrSinama vode i Cvrste tvari.*

Surfaktant ili povrsinski aktivna tvar zapravo je spoj koji otopljen u vodi daje proizvodu Ciji je
sastavni dio, mogucnost da ukloni necistoCu s odredene povrSine, bilo da se radi o koZi,
tekstilu ili nekoj drugoj povrsini.

Surfaktanti djeluju na nacin da snizuju povrsinsku napetost medija u kojem su otopljeni.
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Snizavanjem povrSinske napetosti izmedu dva medija ili povrSine (npr. zrak/voda,
voda/prljavstina, prljavstina/tkanina) surfaktant igra kljuCnu ulogu u suspendiranju i
uklanjanju prljavstine.

Niza povrsinska napetost olakSava proces uklanjanja prljavstine s posuda, odjece i drugih
povrsina, te pomaZzu da ona ostane suspendirana u vodi.

Surfaktanti mogu biti prirodnog ili sintetskog podrijetla.

Surfaktanti prirodnog podrijetla (biljnog ili zivotinjkog) poznati su kao oleo-spojevi.

Oni biljnog podrijetla dobivaju se npr. iz palmi, a oni Zivotinjskog podrijetla dobivaju se
preradom razliCitih lojeva.

Surfaktanti sintetskog podrijetla nazivaju se petro-spojevima te se dobivaju uglavnom
preradom nafte.

Surfaktanti  zbog svojih svojstava imaju najvecu primjenu u kozmetiCkoj i industriji
sredstava za pranje i CiS¢enje, medutim, zastupljeni su takoder i u drugim industrijama,

osobito tekstilnoj kao sredstva za vlazenje, emulgaciju i omekSavanje tkanina.

Osim toga imaju i Siroku prakti¢nu primjenu u proizvodnji boja i lakova, tinta, proizvoda za
skidanje tinte s papira za reciklazu, proizvoda koji smanjuju pjenusanje, voskova za skije i
snowbordove, agrokemijskih spojeva (neki herbicidi i insekicidi), proizvoda koji se koriste u
vatrogastvu, laksativa, spermicida, itd.

Surfaktanti su u kozmeti¢kim proizvodima i industriji zastupljeni su u sljedecih 6 kategorija:
DeterdZenti — za pranje i CiS¢enje
Emulgatori — u kremama i losionima
Cimbenici pjenusanja — u $amponima
Cimbenici za poboljsanje kvalitete — u proizvodima za njegu koZe i kose
Cimbenici za vlaZenje

Otapala — parfemima i mirisima.
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Grada molekule surfaktanata

Struktura svakog surfaktanta sastoji se od hidrofobnog i hidrofilnog dijela molekule (Slika 1).
Hidrofobni dio Cini alifatski ugljikovodicni lanac, koji moze biti ravan ili razgranat.
Hidrofilni dio molekule ima afinitet prema vodi, a to moze biti neka hidrofilna skupina, kao

npr: karboksilna, sulfatna, sulfonska, ortofosforna, amino, sulfonamidna i sl.

Hydrophobic Group
"Fat Loving End”

o P il T i i .'_
| e ”“‘wf‘-a. T “V”“xr"‘x J
.y

Hydrophilic Group
“Water Loving Head "

Slika 1. Model grade molekule surfaktanta.

Tijekom procesa uklanjanja necistoCe hidrofobni dio veZze se za masni dio neCistoce, dok
hidrofilni dio preko vodikovih veza uspostavlja interakciju s vodom. Te dvije suprotstavljene

sile omogucuju ,,dizanje* necistoce s neke povrsine, te njezinu suspenziju u vodi.

Pri povecanoj koncentraciji surfaktanta, dolazi do agregacije molekula surfaktanata u
submikroskopske Cestice koje nazivamo micele. Koncentracija surfaktanta pri kojoj pocCinje

formiranje micela naziva se kriticna micelarna koncentracija.
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Grada micela

Micele su gradene od nekoliko stotina molekula surfaktanata tako da se njihovi hidrofilni
dijelovi (,,glave™) okreCu prema vodi, dok su hidrofobni lanci (,,repovi®) orijentirani prema
unutradnjosti, gdje tvore jezgru koja moze inkapsulirati npr. kapljicu ulja, dok polarni vanjski

dio preko vodikovih veza odrzava interakciju s vodom (Slika 2).

Surfactant Surfactant

Tail
\ / Head

f‘)”‘—. —

Surfactant Monomers MiceHe

Slika 2. Proces formiranja micela iz monomera surfaktanata u vodi.

Ovo svojstvo omogucéava otapanje dvije faze koje se inaCe ne mijeSaju, a time i prividno

povecanje topljivosti.
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Mehanizam djelovanja surfaktanata

Surfaktanti pri otklanjanju necisto¢e (mrlje) djeluju na 3 nacina:

1. ,,Roll up* mehanizam

Surfaktanti svojim hidrofobnim dijelovima okruzuju mrlju, dolazi do snizavanja povrsinske
napetosti na granici mrlja/otopina, te tkanina/otopina. Hidrofilni dijelovi molekule surfaktanta
okrenute su vodenoj fazi, te mrlju ,,vuku®“ prema vodi, odmicuci je s povrSine tkanine ili neke
druge povrsine (Slika 3).

Nakon toga dolazi do suspendiranja Cestica mrlje u vodi kako bi se one lakSe uklonile.

Slika 3. OkruZivanje Cestice ne€istoce molekulama surfaktanata.

2. Stvaranje emulzije

Surfaktant djeluje tako da snizuje povrSinsku napetost na granici masna mrlja/voda te
olakSava proces emulgacije masne mrlje, odnosno njenog rasprSivanja u sitne kapljice

(Slika 4), koje se potom mijeSaju s vodom stvarajuci emulziju.

i
i

Slika 4. Rasprsivanje masne mrlje u sitne kapljice (emulgacija).

3. Povecavanje topljivosti

Preko interakcije s micelima surfaktanta u otapalu (vodi), tvar se spontano otapa te se formira
stabilna i Cista otopina.
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Surfaktanti se najcesce Kklasificiraju u 4 osnovne skupine:

1.2.1.

Anionski
Kationski
Neionski

Amfotermni.

Anionski surfaktanti

U otopini njihova glava nosi negativan naboj. Ta skupina surfaktanata najzastupljenija je u

deterdZentima za pranje rublja i posuda jer su posebno ucinkoviti pri uklanjanju masnih mrlja,

te u Samponima zbog svojih izvrsnih svojstava pjenusanja.

Anionski surfaktanti mogu ukljuciti anionske organske surfaktante, obiCno zastupljene u

obliku topivih soli, tocnije alkalijske metalne soli, posebno natrijeve.

Najcesce koristeni anionski surfaktanti su sulfonati ili sulfati.

Predstavnici anionskih surfaktanata su:

alkilbenzensulfonati (TPS — tetrapropilenbenzensulfonat, LAS — alkilbenzensulfonat)
sekundarni alkansulfonati (SAS)

natrij alkansulfonati

alkilsulfati (AS) koji mogu biti ravni (Slika 5) i razgranati (Slika 6)

alkiletersulfati (AES) (Slika 7).

Linear Alkyl Sulphate %I
o

B e e ol (?)’-(ﬂ)-v@
©

Slika 5. Model grade linearnog alkilsulfata (AS).
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Branched Alkyl Sulphate

Slika 6. Model grade razgranatog alkilsulfata (AS).

Alkyl Ether Sulphate

Slika 7. Model grade alkiletersulfata (AES).

U skupinu anionskih surfaktanata pripadaju takoder i neke masne kiseline (Slika 8).

Fatty Acids/Soaps

@
"x.-'ﬁwxﬁﬂ-qﬁ‘wfﬁhu”k
®

Slika 8. Model grade masne kiseline.

LoSa strana anionskih surfaktanata je da posebno u tvrdoj vodi mogu reagirati s ionima poput
Ca®" i Mg®* $to moZe uzrokovati njihovu deaktivaciju ili smanjiti njihov uginak.

Sto je voda tvrda, dakle $to je vise kalcija i magnezija prisutno u vodi, to je djelovanje
anionskih surfaktanata manje.

Da bi se to sprijeCilo u deterdZente koji sadrze anionske surfaktante dodaju se drugi sastojci

koji djeluju na smanjenje tvrdoce vode.

18



Od anionskih surfaktanta u ovom radu koristeni su:
Hospatur SAS 60
Kutriacid 95 A
Lutensit TC-EHS
Na- Cumolsulfonat 40
Solfodac AC 3-I
SDS (Na - dodecil sulfat)
Texapon LS 35.

Hospatur SAS 60

Po kemijskom sastavu to je sekundarni alkansulfonat.

i
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Koristi se u gotovo svim tipovima tekucih sredstava za pranje i CiS¢enje, posebno u onim
visoko koncentriranim.

Karakterizira ga dobra topljivost te mala viskoznost, a vrlo je stabilan pri razlicitim pH
vrijednostima, te u prisutnosti oksidansa poput hipoklorita i peroksida.

Biorazgradiv je i vrlo blag prema kozi.
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Kutriacid 95 A

Po kemijskom sastavu to je linearni alkilbenzensulfonat (Slika 9).

gt

Slika 9. Strukturna formula linearnog alkilbenzensulfonata (LAS).

Lutensit TC-EHS

Po kemijskoj gradi lutensit je alkil sulfat (AS).

RazliCite vrste lutensita imaju Sirok spektar primjene.

U tehnolosko-kemijskoj industriji koristi se za ionsku stabilizaciju pri polimerizaciji emulzija.
Takoder se Cesto koristi u kucanstvima, u viSenamjenskim sredstvima za €iSCenje sanitarija i
podova zbog svoje izvanredne povrsinske aktivnosti.

Vrlo Cesto se lutensit u deterdZentima kombinira s drugim vrstama surfaktanata.

Na-Cumolsulfonat

Po kemijskom sastavu to je alkilbenzensulfonat (LAS).

Solfodac AC 3-I

Po kemijskom sastavu to je linearni alkilbenzensulfonat (LAS), slicne grade kao i Kutriacid
95 A.
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SDS (Na - dodecil sulfat)

Surfaktant koji se koristi u mnoStvu proizvoda za Cis¢enje i osobnu higijenu, a dolazi u obliku
kristalicnog praska bijele boje.

Molekula ima rep od 12 C atoma prihvacen za sulfatnu skupinu (Slika 10).

Slika 10. Strukturna formula Na-dodecil sulfata.

Poznata je upotreba SDS-a u razdvajanju proteina u elektroforezi u tehnici koja se naziva SDS
page.

Prilikom elektroforeze SDS djeluje na naCin da denaturira proteine ometajuci stvaranje
nekovalentnih veza unutar proteina, Cime se narusava njihov prirodan izgled i konformacija.
Anioni SDS-a vezu se za glavni peptidni lanac na naCin da se jedan SDS veZe na dva
aminokiselinska ostatka. Konacni rezultat je odvajanje proteina prema njihovoj molekularnoj

masi.

Texapon LS 35
Po kemijskoj gradi to je alkilsulfonat (AS).

Koristi se kao osnovni surfaktant u kozmetic¢koj industriji u proizvodima za €isc¢enje, kao i u

deterdZentima za pranje posuda. Blago Zute je boje, dolazi u obliku tekucine ili paste.
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1.2.2. Kationski surfaktanti

U otopini njihova glava nosi pozitivan naboj. Postoje 3 razliCite kategorije kationskih
surfaktanata, te je njihova primjena u skladu s tim razliCita, a spektar ovisi 0 njihovoj
sposobnosti adsorpcije na negativno nabijene povrsine. Vrlo se dobro adsorbiraju na povrsinu

prirodnih vlakana (lan, pamuk, vuna) dok je adsorpcija na sintetska vlakna puno slabija.
Kationski surfaktanti obuhvacaju imadizole te kvartarne amonijeve spojeve:

Imadizoli su iznimno termostabilni pa se koriste u preradi bitumena, a takoder je poznata i
njihova primjena kod spreCavanja korozije. Radi se 0 tome da oni stvaraju tanak pjenasti sloj

na povrsini metala koji onda ima zastitnu ulogu.

Kvartarni amonijevi spojevi (Slika 11) imaju baktericidan efekt, te se zato primjenjuju u
dezinfekcijskim sredstvima za CiSenje. Mogu se vezati za proteine i nukleinske kiseline,

narusiti integreitet membrane, te uzrokovati gubitak citoplazmatskih iona i makromolekula.

Mono Alkyl Quaternary System
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Slika 11. Model grade kvarterne amonijeve soli.
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Postoje tri osnovna tipa kationskih surfaktanata.
Predstavnika prvog tipa je esterquat (EQ), preparat koji se dodaje kao omeksivac pri ispiranju
rublja (Slika 12).

Esterguat

Slika 12. Model grade kationskog surfaktanta esterquata.

Drugi tip kationskih surfaktanata koristi se u deterdzentima za pranje rublja, gdje poboljSavaju
orijentaciju anionskih surfaktanata na granici mrlje i vode. To pridonosi smanjenju povrsinske
napetosti izmedu mrlje i vode. Osobito su uspjesni pri uklanjanju masnih mrlja.

TreCi tip kationskih surfaktanata zbog svojih dezinfekcijskih karakteristika ima Siroku

primjenu u kué¢anstvima, osobito u proizvodima za €is¢enje kupaonica.
U ovom radu od Kkationskih je surfaktanata koriSteni su:

Servamine KOO 330

N — Hexadecylpyridinium chloride

N — Dodecylpiridinium chloride.

Sama toksi¢nost pojedinog surfaktanta ovisi o duljini N- alkiliranog lanca.

Najveca toksi¢nost zabiljeZena je kod spojeva koji sadrzavaju lanac od 14 C atoma.
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1.2.3. Neionski surfaktanti

Surfaktanti koji pripadaju u ovu skupinu nemaju neto naboj, Sto ih Cini otpornima na
deaktivaciju u tvrdoj vodi. Odli¢ni su odstranjivaci masnoce koji se koriste u deterdZentima za
pranje rublja, sredstvima za CiS¢enje u kucanstvu, te tekuc¢im deterdZentima za pranje posuda.
Najveci broj deterdZzenata za rublje sadrzi mjeSavinu anionskih i neionskih surfaktanata koji
medusobno upotpunjuju svoje djelovanje, gdje neionski osiguravaju manju osjetljivost prema
tvrdocCi vode.

Predstavnici neionskih surfaktanata su alkohol etoksilati (AE), alkilfenol etoksilati (APE),
alkanolamidi masnih kiselina (FAA), alkliamin oksidi, N-metilglukamidi (NMG) i
alkilpoliglikozidi (APG).

Najcesce koristeni neionski surfaktanti su eteri masnih alkohola (Slika 13).

Mon lonic Surfactants
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Slika 13. Model grade neionskog surfaktanta.

1z skupine neionskih surfaktanata u ovome radu koristeni su:
Arlypon VPC
Empilan KI 8
Ethomeen T/15

Genapol PF 20.
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Arlypon VPC
Po kemijskoj gradi radi se o mjeSavini etoksiliranih masnih alkohola i etoksiliranih masnih

amina. Pri 25°C nalazi se u teku¢em stanju.

Koristi se u kiselkastim otopinama, npr hidrokloridnoj, fosfornoj, limunskoj, sulfamatnoj, te
drugim otopinama kiselina. Kad se takvim otopinama doda Arlypon VPC dolazi do povecanja
viskoznosti, Sto ovisi o koliCini kiseline, dodanih mirisa te samog Arlypona u formulaciji.
Povecanjem viskoznosti poveéava se vrijeme u kojem se deterdZzent zadrZzava na nekoj
povrsini, Cime se Kiselini omogucava dulji period da prodre u unutrasnjost mrlje ili neke druge
neCisto¢e, te je ukloni. NajceSCe se upotrebljava se u proizvodima za CisCenje WC-a,
kupaonica te vozila, a moze se kombinirati sa svim vrstama anionskih, kationskih te

amfotermnih surfaktanata.

Empilan KI 8
Po kemijskoj gradi to je alkohol etoksilat.

Koristi se u proizvodima za njegu kose, Samponima i regeneratorima, te u raznim

proizvodima za njegu tijela.

Ethomeen T/15

Po kemijskoj gradi Ethomeen T/15 je etoksilirani amin.
Upotrebljava se u viSenamjenskim sredstvima za CiSCenje te sredstvima za uklanjanje

masnoce, voskovima za automobile te industrijskim sredstvima za CiSCenje.

Genapol PF 20
Kemijska grada: polimer etilen oksida i propilan oksida.

Koristi se u tekucim ili praSkastim deterdZzentima i sredstvima za CiSCenje te u nekim

emulgatorima.
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1.2.4. Amfotermni surfaktanti

Ta vrsta surfaktanata iznimno je blaga, pa su pogodni za upotrebu u proizvodima za osobnu
njegu poput Sampona i gelova za tusiranje jer imaju izvanredne dermatoloske osobine, te u
proizvodima za CiSéenje kucanstva poput blagih deterdZzenata za pranje posuda, dok se u
deterdZentima za pranje rublja rijetko koriste prvenstveno zbog svoje visoke cijene.

Ovisno o pH otopine te interakcijama, u otopini mogu biti u anionskom obliku (pozitivno
nabijeni), kationskom (negativno nabijeni) ili u neionskom obliku (bez naboja).

U deterdzentima se mogu kombinirati sa svim ostalim tipovima surfaktanata, a topivi su i
djelotvorni u prisutnosti vece koncentracije elektrolita, kiselina ili luZina.

Primjer amfotermnog surfaktanta je alkilbetaine koji ¢ak i u vodenoj otopini u istoj molekuli

posjeduje i anionske i kationske skupine (Slika 14).

Alkyl Betaine
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Slika 14. Model grade amfotermnog surfaktanta alkilbetaina, vidi se anionska i kationska

skupina.

Od amfotermnih surfaktanata u ovome radu koristen je Oxidet DM-4.

Oxidet DM 4

Kemijsko ime ovog surfaktanta je miristamin oksid, na temperaturi 20 °C dolazi u teku¢em
obliku. Duljina alkilnog lanca je 14 C atoma.

Na njegovu viskoznost te ionski karakter utjeCe pH, pa je tako pri niskom pH u kationskom
obliku. Koristi se kao parfemsko otapalo, a u otopinama hipoklorita povecava gustocu.

Osim pri uklanjanju mrlja, surfaktanti imaju i vaznu ulogu u sprecavanju njihovog ponovnog
vracanja na povrsinu ili tkaninu s koje su netom uklonjeni. To se dogada putem dva

mehanizma:
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1. Elektrostatske interakcije

Ovaj mehanizam spreCavanja ponovnog prianjanja mrlje na neku povrsinu karakteristican je
za anionske surfaktante. Naime, anionski se surfaktanti adsorbiraju i na povrsinu mrlje koja je
dispergirana u otopini deterdzenta i na povrsinu tkanine. Tako se stvara negativan naboj na
obje povrsine, to uzrokuje elektrostatsko odbijanje, Sto spreCava ponovno prianjanje mrlja.
Medutim, kad je prisutna tvrda voda, taj mehanizam zapravo djeluje kao most izmedu
suspendirane mrlje i tkanine. Zato je potrebna upotreba tvari koje smanjuju tvrdo¢u vode (ha
nadin da na sebe vezu ione Ca’* i Mg?").

2. SteriCke prepreke

Mehanizam steriCkih prepreka pri spreCavanju ponovnog prianjanja mrlja karakteristican je za
neionske surfaktante. Uzmimo za primjer alkohol etoksilat koji se takoder adsorbira na mrlju,
dok se njegovi dugi etoksilirani lanci se rasprostranjuju u vodi, te tako spreCavaju ponovno

nakupljanje masnih i drugih Cestica prljavstine u vece nakupine na povrsini tkanine.
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1.3. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Pivski ili pekarski kvasac. Ime mu dolazi od grcke rijeci saccharo §to znaCi ,, od Secera” te
myco Sto znaci gljiva. Cerevisiae pak dolazi od latinske rijeCi a oznacava ,,pivo* .

Smatra se da je izoliran iz kore grejpa. Kvasac se Cesto moZe vidjeti na nekim tamnim
plodovima voca poput Sljiva u obliku tankog bijelog filma na povrsini ploda.

Od antiCkih vremena poznata je njegova primjena u pekarstvu i proizvodnji piva.

Jos od najstarijih vremena Covjek se koristio vrenjem koje uzrokuju kvasci. Postupak pecenja
kruha s kvascem Egipc¢ani i Babilonci poznavali su 2000 godina prije Krista, 0 ¢emu postoje
zapisi u hijeroglifima. U ostalim dijelovima svijeta on se porsirio mnogo kasnije. Egipcani su
postupak fermentiranja smatrali mudroS¢u i miloS¢u boga Ozirisa, a pravi je princip
fermentacije ostao misterij sve do 17. st. kada je Leeuwenhoek izumom mikroskopa utvrdio
postojanje stanica kvasca (1676 g). 1800. g. Louis Pasteur proucavao je Sto je to u kvascu $to

dize tijesto, te je otkrio sam proces fermentacije.

Kvasci spadaju u carstvo gljiva, odjel Ascomycota ili gljive mjeSinarke.

Morfologija kvasaca je vrlo jednostavna i potpuno se razlikuje od morfologije ostalih gljiva.
Kvasci su jednostanicne gljive te se uglavnom javljaju kao pojedinacne stanice i to najcesce
nerazgranate, a kolonije kvasaca imaju u pravilu glatku povrSinu. Stanice su uglavnom

jajolikog oblika i obi¢no su velike, 5-8 pum u promjeru.

Neki rodovi kvasaca tijekom rasta u anaerobnim uvjetima tvore vrlo izduZene stanice koje

podsjecaju na hife plijesni. Te stanice nazivamo pseudohife, a njihov splet pseudomicelij.

Osnovni tip stanice u kvasaca jest blastospora. Blastospora je kuglasta ili jajolika stanica koja
se razmnoZzava nespolnim nacinom, pupanjem ili poprecnom diobom. Na blastopori izrasta

pup koji se otkine kada dosegne veliCinu osnovne stanice.
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Vegetativno se razmnoZavaju se pupanjem. U stadiju pupanja, roditeljska stanica (stanica
majka) stvara pup (stanicu kéer) na svojoj vanjskoj povrSini . Kako pup raste, jezgra
roditeljske stanice se dijeli, a potom jedna jezgra odlazi u pup. Stani¢ni materijal se potom
podijeli izmedu pupa i roditeljske stanice, nakon Cega se pup otkida. (Slika 15). Smatra se da
se svaka roditeljska stanica moZe dati ograniCen broj pupova, 30 — 40, a nakon toga se
prestaje dijeliti. Svaki put kada se kvasac razmnoZava pupanjem, na mjestu pupa nastaje
oziljak, pa se prema broju oZiljaka moze utvrditi koliko je potomaka dala jedna roditeljska

stanica.

Slika 15. Mikroskopski prikaz stanica kvasca u pupanju.

U nepovoljnim uvjetima nastupa spolno razmnoZzavanje. U uvjetima nedostatka hrane stanice
kvasca podlijezu mejozi. U tom procesu se unutar stanice majke stvaraju Cetiri ili vise
nepokretnih stanica (spora) s debelim stani¢nim stijenkama u kojima ostaju sve dok ponovno
ne bude dovoljno hrane. Stani¢na stijenka roditeljske stanice funkcionira kao askus, tj. vrecica

koja sadrzi spore, zbog Cega se spolne stanice vecine kvasaca nazivaju askospore.
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Po nacinu Zivota kvasci su fakultativni anaerobni. Kao konacni akceptor elektrona mogu
upotrijebiti kisik ili neki organski spoj. Ako raspolazu dovoljnom koli¢inom kisika, nastupa

proces aerobne respiracije pri Cemu nastaju ugljicni dioksid i voda.

CeH1,0 — 6CO, + 6H,0 + 673 cal.

U anaerobnim uvjetima nastupa proces fermentacije ugljikohidrata pri cemu nastaje etanol i

ugljicni dioksid.
CeH120 — 2C5Hs0OH + CO, + 33 cal.

Upravo na toj reakciji fermentacije, odnosno vrenja zasniva se proizvodnja piva, vina i
pekarskih proizvoda.

Princip fermentacije koriSten je i u testu fermentacije na kvascu S. cerevisiae Kkoji sam
provela u svom istrazivanju.

Kvasci mogu rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti i u 18%-tnom etanolu, a mnogi rastu u
prisutnosti 55-60% saharoze.

Svi oblici S. cerevisiae mogu rasti aerobno na glukozi, maltozi i trehelozi, ali ne i na laktozi i
celobiozi. Pokazalo se da su glukoza i fruktoza dva najbolja Seera za fermentaciju.
Mogucnost kvasca da koristi pojedini Se¢er moze ovisiti o tome da li se uzgaja u aerobnim ili
anaerobnim uvjetima.

Svi sojevi mogu Koristiti amonijak i ureu kao izvor duSika, ali ne i nitrate jer ih ne mogu
reducirati do amonijevih iona. Kao izvor duSika takoder mogu Kkoristiti i vecinu
aminokiselina, neke male peptide te duSiCne baze. Takoder zahtjevaju fosfor u obliku
dihidrogenfosfatnog iona, te sumpor koji mogu primiti u obliku sulfatnih iona ili u organskom
obliku, kao metionin ili cistin. Za rast su mu takoder potrebni i neki metalni ioni poput

magnezija, Zeljeza, kalcija i cinka.
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S. cerevisiae je najproucavaniji eukariotski modelni organizam u molekularnoj i stani¢noj
biologiji, a ima velik znaCaj i u istrazivanjima na podruCju genetike, fiziologije i medicine.
Prvi je eukariotski organizam Ciji je genom u potpunosti sekvencioniran.

Mnogi vazni proteini poput proteina stani¢nog ciklusa, signalnih proteina te enzima za sintezu
proteina, otkriveni su upravo proucavanjem njihovih homologa u kvascu.

Karakteristike S. cerevisiae i razlozi zasto je postao model organizam su sljedeci:

Nepatogen je i jednostavan za uzgoj u laboratorijskim uvjetima
Lako se kultivira

Poznata mu je fiziologija i Zivotni ciklus

Kratko generacijsko vrijeme ( oko 90 min. )

Mogucnost kriZzanja velikog broja jedinki

Lako se transformira stranom DNA

UspjesSna homologna rekombinacija.

Genom kvasca je priblizno 3,5 puta veci od genoma E. coli, te oko 250 puta manji od genoma
¢ovjeka. Kvasac ima oko 5800 gena, a 70 % od ukupne koli¢ine DNA je kodirajuce.

2001. godine Lee Hartwell dobio je Nobelovu nagradu iz podrucja medicine i fiziologije za
istraZzivanje gena za mitozu kvasaca jer su rezultati tih istraZivanja znaCajno pridonijeli

razumjevanju nastajanja raka.
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1.4. Testovi toksi¢nosti na kvascu S. cerevisiae

Toksic¢nost je svojstvo ili svojstva tvari koja imaju Steten ucinak na bioloSki sustav. Testovi
toksi¢nosti provode se u svrhu svrstavanja kemikalija u odredene kategorije po njihovoj
toksicnosti.

U dovoljno velikoj kolicini, bilo koja kemikalija moze imati Stetan ucinak na organizam. Pri
izlaganju organizama nekoj Stetnoj supstanci vlo je bitna doza ili stvarna koli€ina tvari koja
ude u organizam. Pa tako niske doze ne moraju uopce izazvati nikakav ucinak, ili pak mogu
Sto je vrlo Cest slucaj, djelovati stimulirajuce na rast organizma. Visoke doze s druge strane
mogu dovesti do smrti organizma.

Odnos doze i bioloskog uCinka naziva se doza-reakcija i temelj je za procjenu opasnosti i
rizika koji predstavljaju tvari u okoliSu. (Landis, 1999).

Pokazatelji toksi¢nosti su bioloski, fizioloski, reproduktivni i ucinci na ponaSanje. Toksi¢nost
se moze mjeriti na mnogo nacina, a najceS¢a mjera je smrt organizma.

U testovima letalne toksi¢nosti LDsg predstavlja srednju letalnu dozu , tj. dozu koja uzrokuje
mortalitet kod 50% ispitivanih jedinki, dok LCso predstavlja srednju letalnu koncentraciju, tj.
koncentraciju koja uzrokuje u€inak kod 50% ispitivanih jedinki.

U testovima toksicnosti u kojima se mjere ucinci koji nisu smrtnost, odreduju se ECsg i EDsp.
ECxo je efektivna koncentracija koja uzrokuje u€inak kod 50% ispitivanih jedinki, dok je EDsy
efektivna doza koja uzrokuje uCinak kod 50% ispitivanih jedinki. Takoder se upotrebljava i
ICs0 koja predstavlja inhibicijsku koncentraciju koja smanjuje uobicajeni odgovor organizma
za 50%. 1Cs vrijednost se Cesto koristi za mjerenje rasta alga, bakterija i ostalih organizama
(Walker, 2001).

U dva testa koja provela u svome radu mjerena je efektivha koncentracija koja uzrokuje

ucinak kod 50% ispitivanih jedinki (ECsp), a testovi Ce ukratko biti opisani u daljnjem tekstu.
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1.4.1. Test fermentacije na kvascu S. cerevisiae

S. cerevisiae test, nazvan jo$ i Yeast Toxicity Test (YTT) zasniva se na Cinjenici da kvasac
moze fermentirati saharozu do ugljikova (IV) oksida. Ako se uz saharozu u uzorku nalazi
tvar (u ovome istraZivanju otopine surfaktanata u razlicitim razrjedenjima) koja e djelovati
na kvasac i sprjeCavati fermentaciju, Kkoli¢ina nastalog CO2 u usporedbi s kontrolnim
uzorkom bit ¢e smanjena, ili CO2 uopcCe nece nastati.

Fermentacija saharoze odvija se u hermetiCki zatvorenim fermentacijskim bocCicama koje
sadrze teku¢i medij. Tijekom fermentacije nastaje plin koji u otvoreni injekcijski cilindar
istiskuje ekvivalentni volumen tekucine. Mjerenjem volumena istisnute tekucine, moguce je
indirektno procjeniti koli¢inu plina nastalog tijekom fermentacije kao i intenzitet fermentacije
(Hrenovic i sur., 2005).

Ova metoda hranjivog bujona u zatvorenim boCicama sa injekcijskim cilindrima je

modifikacija originalne YTT metode ( Stilinovic, 1981).

1.4.2. Test toksi¢nosti bojenjem stanica kvasca S. cerevisiae metilenskim modrilom

Ova metoda za odredivanje toksicnosti temelji se na bojanju stanica kvasca metilenskim
modrilom koje se Kkoristi kao indikator da li su stanice Zive ili mrtve. Metilen plavo inhibira
respiraciju jer sluzi kao akceptor vodikovih protona nastalih pri respiraciji, Sto znaci da ih
kvasci ne mogu Koristiti dalje u metabolizmu za proizvodnju energije. Dolazi do redukcije
boje vodikovim protonima, a metilen plavo se u reduciranom obliku obezboji. Dakle ako je
stanica Ziva, tj. ako su prisutni aktivni enzimi, dolazi do promjene plave boje u bezbojnu
(stanice kvasca pod mikroskopom su vidljive kao bijele). Plava boja ne mora nuzno znaciti da
je stanica mrtva, nego moZze biti znak da je ona samo fizioloSki oslabljena, odnosno da su
sami enzimi inaktivirani ili denaturirani.

Metoda se zasniva na direktnom brojanju stanica pod mikroskopom, racuna se brojcani odnos
zivih 1 mrtvih stanica na 100 izbrojenih, te se na posljetku izraCuna postotak inhibicije pri
odredenoj koncentraciji prisutne toksic¢ne tvari, u ovom slucaju pojedinog surfaktanta.

Prema dobivenim podacima, te prema grafiCkom prikazu izraCunava se efektivna

koncentracija (ECs) za pojedinu toksi¢nu supstancu (Stilinovi¢, 1981).
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je utvrditi stupanj toksicnosti 15 komercijalnih surfaktanata na kvasac
S. cerevisiae, te odrediti prosjeCnu efektivnu koncentraciju koja uzrokuje ucCinak kod 50%
ispitivanih jedinki ( ECso ) za svaki pojedini uzorak.
KoriStena su dva testa za procjenu toksi¢nosti komercijalnih surfaktanata na kulturu kvasca S.
cerevisiae:

1. Test fermentacije (Stilinovi¢, 1981)

2. Test procjene toksicnosti bojenjem metilenskim modrilom.

Kao test organizam u oba testa koristen je kvasac S. cerevisiae.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Test organizmi
Kao test organizam u ovom radu koriSten je soj kvasca S. cerevisiae ATCC 64252 (American
Type Culture Collection, Manassas, VA,. USA).

3.1.2. Uzorci surfaktanata

Koristeno je 15 komercijalnih surfaktanata:

Servamine KOO 330, iz Labuda d.o.0., Zagreb

Ethomeen T/15, iz Labuda d.o0.0., Zagreb

Arlypon VPC, iz Labuda d.o.0., Zagreb

Kutriacid 95 A, iz Labuda d.o.0., Zagreb

Oxidet DM-4, iz Labuda d.o.0., Zagreb

Empilan Kl 8, iz Labuda d.o.0., Zagreb

Lutensit TC-EHS, iz Labuda d.o.0., Zagreb

Genapol PF 20, iz Labuda d.o.0., Zagreb
Na-Cumolsulfonat 40, iz Labuda d.o.o., Zagreb

Texapon LS 35, iz Saponije d.d., Osijek

Hostapur SAS 60, iz Saponije d.d., Osijek

Solfodac AC-3-1, iz Saponije d.d., Osijek

SDS (Na-dodecil sulfat), iz Merck & Co., Inc., USA
N-Hexadecylpyridinium chloride, iz Merck & Co., Inc., USA
N-Dodecylpyridinium chloride, iz Merck & Co., Inc., USA
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3.2. METODE

3.2.1. Utvrdivanje toksicnosti fermentacijskim testom na kvascu S. cerevisiae
3.2.1.1. Princip metode

Metoda se zasniva na Cinjenici da kvasac S. cerevisiae fermentira saharozu pri ¢emu nastaje
ugljikov (1V) oksid.

CeH1206 2 2C,Hs0OH + CO, + 33 cal

Fermentacija se dogada u hermetiCki zatvorenim fermentacijskim boCicama koje sadrZavaju
tekuCi hranjivi medij. Za vrijeme fermentacije proizvodi se plin koji u otvorenu Strcaljku
istiskuje ekvivalentan volumen tekucine. Mjerenjem volumena istisnute tekucine koli€ina
proizvedenog plina za vrijeme fermentacije te intenzitet same fermentacije se procjenjuju

indirektno.

3.2.1.2. Postupak

Tekuca hranjiva podloge za YTT priredena je otapanjem 4,0 g saharoze, 2,0 g peptonai 1,7 ¢
ekstrakta kvasca u 100 ml destilirane vode.

pH vrijednost podeSena je na 7,0 + 0,2.

Volumen 4 ml medija se dispergira u staklenim boCicama od 24 ml te se hermetiCki zaCepe
gumenim ¢epom te aluminijskom navlakom prije autoklaviranja na 121 °C 15 min.

Prethodno je soj kvasca S. cerevisiae ATCC 64252 uzgojen na krutom YM agaru ( Difco
0712) prema danoj recepturi ( Tablica 1) te je Cista kultura umnozena kroz 10 — 12 sati na

30,0 £ 0,1 °C, da bismo dobili stanice u log fazi rasta.
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Tablica 1. Receptura za pripremu krutog Yeast Medium

Ekstrakt kvasca 3090
Ekstrakt sladi 3090
Pepton iz sojinazrna | 5,09
Glukoza 1009
Agar 1509
Destilirana voda 1000,0 ml

pH vrijednost podeSena je na 7,0 £ 0,2.

Suspenzija kvasca napravljena je na slijedeéi nacin:

Pomocu bakterioloske uSice i izmedu dvije vatre s plamenika, s krute podloge uzima se
kvasac, na nacin da se 10 nanosa pomoc¢u bakterioloske uSice razmuti u 10 ml fizioloSke
otopine (destilirana voda s dodatkom 0,3 % NaCl) u epruveti od 15 ml. Zatim se ta suspenzija
kvasca dobro homogenizira na 30 Hz pomocu elektricne mijeSalice — homogenizatora
(Techno KARTELL TK3S). Homogenizacija se moze izvesti i snaznim rucnim protresanjem.
Gustoca staniCne suspenzije podeSena je na apsorbanciju 3,0 pri 550 nm, u usporedbi s

destiliranom vodom i to pomocu spektrofotometra HACH DR/2500.

Uzorci komercijalnih surfaktanata obi¢no dolaze u obliku praska ili pasti, pa je bilo potrebno
pripremiti njihove otopine na nacin da se u tikvicama otopi odredena izvagana koliCina
praska ili paste svakog pojedinog surfaktanta u 70 ml fizioloSke otopine.

Zatim se pH vrijednosti pomoc¢u pH-metra WTW pH 330m podese na vrijednost izmedu 6 i 8
pomocéu 2M otopine HCI i 1M otopine NaOH, nakon Cega se tikvica dopuni fizioloSkom
otopinom do 100 ml.

Nakon toga je izvrSeno razrjedivanje otopina destiliranom vodom (uz pomo¢ menzura od 100

ml) na ostale potrebne koncentracije (Tablica 2).
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Tablica 2. Testne koncentracije surfaktanata

Komercijalno ime Testne koncentracije za kvasac
(9/L)

Kutriacid 95A 1/0.1/0.05/0.01

Ethomeen T/15 1/0.1/0.01/ 0.005/ 0.001

Oxidet DM-4 1/0.1/0.01

Arlypon VPC 1/ 0.1/ 0.01/ 0.005/ 0.001

Servamine KOO 330 1/ 0.5/ 0.1/ 0.05/0.01

Empilan KI 8 10/5/1/0.1

Lutensit TC-EHS 20/ 10/5/1/0.1

Genapol PF 20 20/ 10/ 5

Na-Cumolsulfonat 40 20/ 10/ 5

Texapon LS 35 1/0.1/0.01

Hostapur SAS 60 10/5/2.5/ 1

Solfodac AC-3-1 1/0.1/0.01/ 0.005/ 0.001

SDS (Na-dodecil sulfat) 1/0.5/ 0.1/ 0.05/ 0.01

N-Hexadecylpyridinium chloride | 1/0.1/0.01/0.005/ 0.001

N-Dodecylpyridinium chloride 1/0.1/0.05/ 0.01

Zatim slijedi nacjepljivanje kvasaca u fermentacijske bocice, te dodavanje otopina ispitivanih
surfaktanata u razliCitim razrijedenim koncentracijama.

U svaku bocicu s hranjivim medijem, nacijepi se po 0,5 ml suspenzije kvasca, uz pomo¢
injekcijske Strcaljke (od 2 ml) i igle (1,2x40; 18G, duZine 5 cm).

Jednu bocica, koja Ce posluZziti kao kontrola, nakon dodatka 0,5 ml suspenzije kvasca do vrha
se dopuni destiliranom vodom.

Ostale fermentacijske boCice (takoder s hranjivim medijem i s nacijepljenom suspenzijom
kvasca) do vrha se dopune ispitivanim koncentracijama uzoraka.

Punjenje boCica destiliranom vodom, odnosno ispitivanim koncentracijama uzoraka, vrsi se
injekcijskom Strcaljkom (od 20 ml) i iglom (1,2x40; 18G, duZine 5 cm), uz pomo¢ jos$ jedne
takve igle iz koje izlazi zrak i na koju se, po zavrSetku punjenja boCice, stavlja graduirani
injekcijski cilindar bez klipa (Strcaljka od 10 ml), a sama igla se uranja do kraja boCice

(Slika 16).

38



Slika 16. Punjenje fermentacijskih boCica uzorkom, potrebne su 2 igle.

Tako pripremljene boCice, stavljene su u termostat, gdje su inkubirane 16 sati na temperaturi
0d 28,0+ 0,1 °C.

Nakon isteka vremena inkubacije, oCitava se volumen istisnute tekucine u graduiranom
injekcijskom cilindru, koju je iz zaCepljene boCice kroz iglu istisnuo razvijeni plin prilikom

fermentacije saharoze. VVolumen istisnute tekucine ekvivalentan je volumenu nastalog plina.

3.2.1.3. IzraZavanje rezultata
Ocitani volumen plina u usporedbi s kontrolom koristi se za raCunanje postotka inhibicije:

V konTroLA - V uzorAK
S x 100

% Il =
V KONTROLA

Iz krivulje ovisnosti postotka inhibicije fermentacije saharoze o koncentraciji ispitnog
materijala (inhibicijska krivulja) odredi/interpolira se koncentracija koja inhibira fermentaciju
saharoze za 50% (ECsy).
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U tu je svrhu koriSten program Statistica (2001) koji je koristen i za statisticku obradu

dobivenih podataka.

3.2.2. Utvrdivanje toksi¢nosti testom metilenskog modrila na kvascu S. cerevisiae

3.2.2.1. Princip metode

Metoda se zasniva na Cinjenici da nakon uginuca stanice ili njenog fizioloskog slabljenja pod
utjecajem neke toksic¢ne tvari, u ovom slucaju odredene koncentracije surfaktanta, te su mrtve
ili fizioloski oslabljene stanice kvasca pod svjetlosnim mikroskopom vidljive kao plave za

razliku od Zivih stanica koje su vidljive kao bijele, odnosno neobojene (Slika 17).

Slika 17. Stanice S. cerevisiae obojene metilenskim modrilom. Vide se plave (mrtve) i bijele

(Zive) stanice.
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3.2.2.2. Postupak

Cistu kulturu S. cerevisiae umnoZi se kroz 10 - 12 h /30,0 + 0,1°C na krutom Yeast Medium
pripravljenom prema ve¢ spomenutoj recepturi ( Tablica 1).

Kultura je umnoZena prethodni dan kako bi slijedeCe jutro dostigla log fazu rasta stanica,
odnosno bila spremna za slijedeci korak.

Gusta suspenzija kvasca u destiliranoj vodi s dodatkom 0,3 % NaCl priredena na isti nacin
kao i za fermentacijski test te je podeSena na apsorbanciju A = 3,0 pri 550 nm. pomocu
HACH spektrofotometra DR/2500. Sve zajedno je homogenizirano na homogenizatoru
Techno KARTELL TK3.

Otopina metilen plavog pripremljena je na slijedeci nacin:

Tri tablete metilen plavog otopljene su u 100 ml destilirane vode, na temelju ¢ega je dobivena
0,03% otopina metilen plavog. Ona je zatim profiltrirana kroz membranski filtar promjera
pora 0,2 um te je tako dobivena otopina koja Ce se kasnije koristiti za bojenje stanica kvasca.
Sterilna otopina je prije uporabe pohranjena u hladnjaku.

Prethodno je potrebno prirediti kontrolu na nacin da se u epruvetu odpipetira 9 ml sterilne
destilirane vode s dodatkom 0,3 % NaCl. Takvoj otopini doda se 1 ml kvasca, te se sve
zajedno homogenizira. Na taj nacCin dobili smo izotoni¢nu otopinu koja ima neutralan utjecaj
na kvasac tj. niti je hranjiva, niti toksicna.

U ostale je epruvete otpipetirano po 9 ml otopine ispitivanog surfaktanta odredene
koncentracije te 1 ml suspenzije kvasca. Sve zajedno je homogenizirano na homogenizatoru
(moze se i zaCepljeno protresti u ruci ) te je pohranjeno 15 min u termostatu na temp. 28,0 +
0,5 °C. Nakon toga slijedi mikroskopiranje.

Na predmetno stakalce kapne se 1 kap odnosno 5 pl uzorka, te 1 kap (5 pl) ranije
pripremljene otopine metilen plavog. Sve se pokrije pokrovnim stakalcem te se nakon 1 min
promatra pod mikroskopom na srednjem povecanju (40x). U ovome istraZzivanju koristen je
mikroskop Olympus CX21.

Brojanje se vrsi na nacin da se uz pomo¢ ru¢nog brojaca broji 100 ili viSe stanica, a broje se

mrtve (plave) i Zive (bijele) stanice kvasca.
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3.2.2.3. IzraZavanje rezultata

Postotak inhibicije odreduje se na slijedeci nacin.
U 100 izbrojenih stanica odredi se broj plavih (mrtvih) i bijelih (Zivih) stanica. Od broja
mrtvih oduzme se broj mrtvih u kontroli te se sve podijeli s brojem mrtvih stanica prema

formuli:

% 1= BROJMRTVIH STANICA - BROJ MRTVIH STANICA U KONTROLI X 100
BROJ MRTVIH STANICA

Nacrta se krivulja ovisnosti postotka inhibicije o koncentraciji ispitivanog uzorka. Iz krivulje
se odredi/interpolira vrijednost ECsp tj. ona koncentracija kemikalije koja je letalna za 50 %
organizama u ispitivanom uzorku u odnosu na kontrolni uzorak.

U tu svrhu takoder je koristen kompjuterski program Statistica (2001).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati

U ovome radu pomocu dva testa (test fermentacije, akutni test toksi¢nosti metilenskim

modrilom) ispitivana je toksic¢nost 15 komercijalnih surfaktanata.

Dobivene ECso vrijednosti u oba testa, kao i vrijednosti standardne devijacije te koeficijenta

varijacije prikazane su u tablicama 3. i 4.

Tablica 3. Srednja ECso vrijednost za surfaktante u testu fermentacije. SD = standardna

devijecija, CV = koeficijent varijacije ( % ).

Surfaktant EC50 (mg/L) SD CVv
Kutriacid 95A 80,0 10,0 12,50
Ethomeen T/15 3,0 0,2 6,90
Oxidet DM-4 68,0 8,0 11,76
Arlypon VPC 3,7 0,6 16,22
Servamine KOO 330 | 71,0 0,0 2,82
Empilan KI 8 - - -

Lutensit TC-EHS - - -

Genapol PF 20 - - -

Na-Cumolsulfonat - - .

Texapon LS 35 400,0 20,0 4,88
Hospatur SAS 60 1520,0 60,0 3,95
Solfodac AC-3-1 10,0 0,0 14,29
SDS 135,0 5,0 3,70
N- 52,0 2,0 3,85
hexadecylpyridinium

N-dodecylpyridinium | 26,0 3,0 11,54
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Tablica 4. Srednja ECso vrijednost za razliCite surfaktante u testu metilenskim modrilom.

SD = standardna devijacija CV = koeficijent varijacije ( % ).

Surfaktant EC50 (mg/L) SD Ccv
Kutriacid 95A 50,0 10,0 20,00
Ethomeen T/15 3,0 1,0 33,33
Oxidet DM-4 7,0 1,0 14,29
Arlypon VPC 4,3 0,3 6,98
Servamine KOO 330 | 7,7 1,2 15,58
Empilan KI 8 7800,0 1,2 15,38
Lutensit TC-EHS 2000,0 500,0 25,00
Genapol PF 20 8500,0 400,0 4,71
Na-Cumolsulfonat - - -
Texapon LS 35 70,0 20,0 28,57
Hospatur SAS 60 1900,0 400,0 21,05
Solfodac AC-3-1 6,0 2,0 33,33
SDS 110,0 30,0 217,27
N- 19,0 5,0 26,32
hexadecylpyridinium

N-dodecylpyridinium | 70,0 10,0 14,29

Iz priloZenih tablica vidljivo je da od 15 ispitivanih uzoraka u testu fermentacije 4 ispitivana
uzorka imaju vrijednost ECso veéu od 100 mg/L, dok u testu metilenskim modrilom vrijednost
ECso vecu od 100 mg/L ima 5 ispitivanih uzoraka.
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Vrijednost ECs u testu fermentacije varira od 3,0 mg/L za Ethomeen T/15, te se on smatra
mg/L.

Rezultati se poklapaju s testom metilenskog modrila gdje je najmanja ECso vrijednost
zabiljeZena takoder kod Ethomeena T/15, te je takoder iznosila 3,0 mg/L, dok su vrlo visoke
ECso vrijednosti izmjerene kod Empilana Kl 8, (ECsoc = 7800,0 mg/L),
zatim Lutensita (ECso = 2000,0 mg/L), te Genapola (ECso = 8500,0 mg/L) Sto je ujedno bila
i najvisa izmjerena ECso vrijednost.

Za tri spomenuta surfaktanta (Empilan KI 8, Lutensit TC-EHS i Genapol PF 20) u testu
fermentacije uopée nisu izmjerene ECso vrijednosti, $to ukazuje da surfaktanti nisu bili

toksicni, fermentacija je normalno tekla.

Za Na-Cumolsulfonat 40 ni u jednom testu nisu izmjerene ECso vrijednosti Sto ukazuje na to

da taj surfaktant uopce nije toksican.
Iz priloZenih tablica moZe se takoder vidjeti da se koeficijent varijacije u testu fermentacije
kreCe od 2,82% za Servamine KOO 330 do 16, 22% za Arlypon VPC, s prosjecnom

vrijednoS¢u od 8,40%.

Koeficijent varijacije u testu metilenskog modrila je nesto veci te ide od 4,71% za Genapol PF
20 do 33,33% za Ethomeen T/15 te Solfodac AC-3-1, s prosjecnom vrijednoS¢u 20,44%.

U daljnjem tekstu dani su grafiCki prikazi odnosa inhibicije u testu fermentacije i testu

metilenskim modrilom za svih 15 ispitivanih uzoraka, i to prema rastuc¢oj ECs vrijednosti.
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Ethomeen T/15 sa vrijednoS¢u ECso od 3 mg/L u fermentacijskom (Slika 18.) i u testu

metilenskim modrilom (Slika 19).
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Slika 18. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Ethomeen T/15 u testu fermentacije.
ECs50=3,0 mg/L
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Slika 19. GrafiCki prikaz odnosa inhibicije za Ethomeen T/15 u testu metilenskog modrila.
ECs50=3,0 mg/L

Iz prilozenih grafickih prikaza vidljiva je izrazito velika podudarnost izmedu dva testa, te je i
u testu fermentacije (Slika 18) i u testu toksi¢nosti metilenskim modrilom (Slika 19)

izmjerena ista ECso vrijednost za Ethomeen T/15, koja je iznosila 3,0 mg/L.
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Sljedeci surfaktant po ECs vrijednosti je:
Arlypon VPC s izmjerenom vrijedno$¢u ECso od 3,7 mg/L u fermentacijskom (Slika 20) te
vrijednoS¢u ECso = 4,3 mg/L u testu metilenskog modrila (Slika 21).

Arlypon VPC
120
" Mean [] Mean+2*SD
T Mean+SD o Outliers
100 *. Extremes —0 = E—
80
<
2
8 60
c
[0}
£
Q2
x40
5 /
2
<
k=
0 —_——
-20
0 0.001 0.005 0.01 0.1 1.0

Koncentracija (g/L)

Slika 20. GrafiCki prikaz odnosa inhibicije za Arlypon VPC u testu fermentacije.
ECso=3,7 mg/L
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Slika 21. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Arlypon VPC u testu metilenskog modrila.
ECs0=4,3 mg/L

Iz prilozenih grafickih prikaza takoder je vidljiva podudarnost rezultata testa fermentacije
(Slika 20) s rezultatima testa metilenskog modrila (Slika 21).
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Slijedi Solfodac AC- 3-1 s izmjerenom ECso vrijedno$¢u od 10,0 mg/L u fermentacijskom
testu (Slika 22) , te 6,0 mg/L u testu metilenskog modrila (Slika 23).
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Slika 22. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Solfodac AC-3-1 u testu fermentacije.
ECso= 10,0 mg/L.
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Slika 23. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Solfodac AC-3-1 u testu metilenskog modrila.
EC50 =6,0 mg/L.
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Servamine KOO u fermentacijskom testu postigao je vrijednost ECso od 71,0 mg/L

(Slika 24), dok je u testu metilsnskog modrila ECsg vrijednost iznosila 7,7 mg/L (Slika 25).
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Slika 24. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Servamine KOO 330 u testu fermentacije.
EC50 =710 mg/L
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Slika 25. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Servamine KOO 330 u testu metilenskim
modrilom. ECso= 7,7 mg/L.
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SljedeCi surfaktant koji je dao razliCite rezultate u testu fermentacije i testu metilenskim
modrilom bio je

Oxidet DM 4 s vrijednoS¢u ECso od 68,0 mg/L u fermentacijskom (Slika 26) te 7,0 mg/L u
testu metilenskog modrila (Slika 27).
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Slika 26. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Oxidet DM 4 u testu fermentacije.
EC50 =68,0 mg/L.
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Slika 27. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Oxidet DM 4 u testu metilenskog modrila.
ECs50=7,0 mg/L

Iz prilozenih grafickih prikaza vidljivo je da je u fermentacijskom testu (Slika 26) ECso
vrijednost za Oxidet DM 4 bila 68,0 mg/L , Sto odudara od rezultata u testu metilenskog

modrila gdje je ECso vrijednost bila znatno niZa, i to 7,0 mg/L (Slika 27).
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Slijedi surfaktant N — hexadecylpyridinium chloride s ECso vrijednos¢u 52,0 mg/L u
fermentacijskom testu (Slika 28) te 19,0 mg/L u testu metilenskog modrila (Slika 29).
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Slika 28. Graficki prikaz odnosa inhibicije za N — hexadecylpyridinium chloride u testu
fermentacije. ECso= 52,0 mg/L.
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Slika 29. Graficki prikaz odnosa inhibicije za N-Hexadecylpyridinium chloride u testu
metilenskog modrila. ECso = 19,0 mg/L.

Iz priloZenih grafickih prikaza vidljivo je da je za N - hexadecylpyrimidinium chloride u testu
fermentacije (Slika 28) postignuta nesto visa ECso vrijednost, 52,0 mg/L od vrijednosti ECso
postignute u testu metilenskim modrilom (Slika 29) gdje je ta vrijednost bila 19,0 mg/L, Sto
ponovno ukazuje na vecu osjetljivost testa metilenskim modrilom.
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Po rastucoj ECsg vrijednosti slijedi N— dodecylpyridinium chloride s ECso vrijednos¢u 26,0

mg/L u fermentacijskom (Slika 30) i 70,0 mg/L u testu metilenskog modrila (Slika 31).
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Slika 30. Graficki prikaz odnosa inhibicije za N — Dodecylpyridinium chloride u testu
fermentacije. ECso= 26,0 mg/L.
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Slika 31. Graficki prikaz odnosa inhibicije za N — Dodecylpyridinium chloride u testu
metilenskog modrila. ECso = 70 mg/L.

Za razliku od N- Hexadecylpyridinium chloride-a gdje niza ECso vrijednost izmjerena u testu
metilenskim modrilom (Slika 29), kod N — Dodecylpyridinium chloride-a slucaj je obrnut, pa
je tako u fermentacijskom testu (Slika 30) izmjerena niza ECso vrijednost koja je iznosila 26,0
mg/L, od vrijednosti ECso izmjerene u testu metilenskog modrila gdje je ona iznosila 70,0
mg/L (Slika 31).

To objasSnjavam Cinjenicom da je pri koncentraciji od 26,0 mg/L u fermentacijskom testu 50%
kvasaca izgubilo sposobnost fermentacije, ali pritom nije uginulo, pa je u testu metilenskog

modrila za smrtnost 50% populacije bila potrebna veca koncentracija surfaktanta.
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Komercijalni surfaktant Kutriacid 95 A u fermentacijskom testu postigao je ECso vrijednost

80,0 mg/L (Slika 32) dok je u testu metilenskog modrila ta vrijednost bila 50,0 mg/L
(Slika 33).
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Slika 32. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Kutriacid 95 A u testu fermentacije.
EC50 =80 mg/L.
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Kutriacid 95A
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Slika 33. GrafiCki prikaz odnosa inhibicije za Kutriacid 95 A u testu metilenskog modrila.
EC50 =50 mg/L.

Iz priloZenih grafickih prikaza vidljivo je da su oba testa dala slian rezultat.

U testu fermentacije (Slika 32) izmjerena je ECso vrijednost 80 mg/L, Sto je neSto visa
vrijednost od one izmjerene u testu metilenskim modrilom (Slika 33), gdje je ECso vrijednost
iznosila 50,0 mg/L, Sto ne smatram znatnijim odstupanjem.
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Po rezultatima testa metilenskog modrila (Slika 35) sli¢an rezultat dao je i Texapon LS 35s

ECso vrijednos¢u 70,0 mg/L, dok je u fermentacijskom testu (Slika 34) ta vrijednost bila dosta
visa te je iznosila 400,0 mg/L.
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Slika 34. GrafiCki prikaz odnosa inhibicije za Texapon LS 35 u testu fermentacije.
EC50 =400,0 mg/L.
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Texapon LS 35
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Slika 35. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Texapon LS 35 u testu metilenskog modrila.
EC50 =70,0 mg/L.

Kod surfaktanta Texapon LS 35 uoceno je znatnije odstupanje u rezultatima dobivenim u
testu fermentacije i testu metilenskim modrilom.

Tako je u testu fermentacije (Slika 34) zabiljezena visoka ECso vrijednost od 400,0 mg/L, dok
je u testu metilenskog modrila (Slika 35) ta vrijednost bila dosta niZa, te je iznosila 70,0 mg/L.
Takav rezultat objaSnjavam moguc¢noScu da pri koncentraciji od 70 mg/L vjerojatno ugiba
50% kvasaca, medutim oni koji su prezivjeli ponu povecano fermentirati, te tek pri vrlo
visokim koncentracijama surfaktanta (400,0 mg/L) gube sposobnost fermentacije.
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Ostali ispitivani uzorci imali su vrijednosti ECso uglavnom znatno vise od 100 mg/L.
To su bili: Hospatur SAS 60, Lutensit TC — EHS,

Hospatur je u fermentacijskom testu (Slika 36) postigao vrijednost ECso od 1520,0 mg/L,
dok je u testu metilnskog modrila (Slika 37) ta vrijednost bila 1900,0 mg/L.
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Slika 36. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Hospatur SAS 60 u testu fermentacije.
ECs0=1520,0 mg/L.
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Slika 37. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Hospatur SAS 60 u testu metilenskog modrila.
ECso = 1900,0 mg/L.

Iz priloZenih grafickih prikaza vidljivo je da su u oba testa izmjerene relativno visoke ECso
vrijednosti.
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Kod sljedeca 3 surfaktanta u testu fermentacije uopcée nisu izmjerene ECso vrijednosti, dok su
u testu metilenskog modrila one postignute pri vrlo visokim koncentracijama.

To su bili sljedeci surfaktanti:

Lutensit TC-EHS Cija je EC 50 vrijednost u testu metilenskog modrila (Slika 39) iznosila

2000,0 mg/L, dok u testu fermentacije (Slika 38) uopce nije izmjerena.
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Slika 38. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Lutensit TC-EHS u testu fermentacije.
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Slika 39. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Lutensit TC-EHS u testu metilenskog modrila.
ECso = 2000,0 mg/L.

Iz grafickog prikaza odnosa inhibicije pri testu metilenskim modrilom (Slika 39) vidljivo je da
je ECso vrijednost izmjerena pri visokoj koncentraciji 2000,0 mg/L, dok pri testu fermentacije
(Slika 38) vrijednost ECso uopce nije izmjerena, Sto znaCi da €ak ni najviSa koncentracija
surfaktanta Lutensit TC-EHS od 20 g/l nije uzrokovala ugibanje 50% populacije kvasaca.
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Isti sluCaj zabiljezen je kod Empilana KI 8 koji u fermentacijskom testu (Slika 40) takoder
nije ni dao rezultat, a u testu metilenskog modrila (Slika 41) vrijednost ECso je bila 7800,0
mg/L.
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Slika 40. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Empilan KI 8 u testu fermentacije.
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Slika 41. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Empilan KI 8 u testu metilenskog modrila.
ECso = 7800,0 mg/L.

Iz grafiCkog prikaza vidljivo je da je u testu metilenskog modrila ECso vrijednost za Empilan
K1 8 bila vrlo visoka i iznosila 7800,0 mg/L, dok u testu fermentacije ECso vrijednost nije

postignuta ¢ak ni pri najvisoj koncentraciji surfaktanta od 10 g/L.
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Genapol PF 20 takoder je dao slicne rezultate, te takoder nije dostignuo ECso vrijednost u
fermentacijskom testu (Slika 42), dok je u testu metilenskog modrila vrijednost ECso bila
visoka, 8500,0 mg/L (Slika 43).
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Slika 42. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Genapol PF 20 u testu fermentacije.
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Slika 43. GrafiCki prikaz odnosa inhibicije za Genapol PF 20 u testu metilenskog modrila.
ECso = 8500,0 mg/L.

Iz grafickog prikaza vidljivo ja da u fermentacijskom testu (Slika 42) Cak ni pri najvisoj
koncentraciji surfaktanta od 20 g/L nije postignuta ECso vrijednost, dok je u testu metilenskog

modrila ECso vrijednost postignuta pri koncentraciji od 8500,0 mg/L (Slika 43).
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Jedan ispitivani uzorak, Na-Cumolsulfonat 40 nije postigao ECso vrijednost ni u jednom
provedenom testu. (Slika 44, 45).
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Slika 44. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Na-Cumolsulfonat 40 u testu fermentacije.

72



Na-Cumolsulfonat 40
35

1 Mean [] Mean+2*SD
T Mean+SD o Outliers
30 % Extremes

25

20

: %

10

Mrtve stanice (%)

0F —13 :3/—,—-_'E‘j‘/

| S|

0 0.1 1.0 5.0 10.0 20.0

Koncentracija (g/L)

Slika 45. Graficki prikaz odnosa inhibicije za Na-Cumolsulfonat 40 u testu metilenskog
modrila.

Iz prilozenih je grafickih prikaza vidljivo da spoj nije postignuo ECso vrijednost ni u testu

fermentacije (Slika 44) pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji surfaktanta od 20 g/L, niti u testu
metilenskim modrilom (Slika 45) pri istoj najvisoj ispitivanoj koncentraciji od 20 g/L.
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4.2. Rasprava

U ovome je radu odredivana je toksi¢nost 15 komercijalnih surfaktanata kako bi se utvrdio
njihov potencijalni utjecaj na organizme u okoliSu.
Svi uzorci ispitivani su pomocCu dva testa za utvrdivanje toksi¢nosti na kulturi kvasca

S.cerevisiae; testom fermentacije i testom procjene toksi¢nosti metodom metilenskog modrila.

Test fermentacije ili S. cerevisiae test ( Yeast Toxicity Test, YTT) je novija metoda koja je
relativno nedavno valorizirana (Hrenovic i sur., 2005), no za sada jo$ nije standardizirana kao
neke druge metode poput testa toksicnosti na bakterije (ONORM B 5105, 1995) ili testa
inhibicije potrosnje kisika aktivnim muljem (1SO 8192, 1986).

Do sada se ova metoda koristila za utvrdivanje toksi¢nosti otpadnih voda na kulturi kvasca
(Stilinovic, 1981; Stilinovi¢, 1995; Dvoracek i Stilinovi¢, 1997; Dvoracek i Stilinovi¢, 1998a;
Dvoracek i Stilinovi¢ 1998b).

Test procjene toksicnosti metilenskim modrilom je metoda koja joS nije valorizirana ni
standardizirana, a koristi se kao test orijentacije da se utvrdi u kojem rasponu koncentracija je
neka supstanca toksiCna (Stilinovi¢, 1981), buduci da se radi o jednostavnoj, brzoj i

ekonomski isplativoj metodi.

U vecini sluCajeva rezultati fermentacijskog testa poklapali su se s rezultatima testa
metilenskog modrila.

Zabiljezena su tri rezultata kada to nije bio sluCaj, gdje je u testu metilenskim modrilom
utvrdena niza ECso vrijednost, na temelju Cega se moze zakljuciti da je test utvrdivanja
toksicnosti metodom metilenskog modrila osjetljivija metoda.

U jednom slucaju u fermentacijskom testu zabiljezena je vec¢a ECso vrijednost, Sto se moze
objesniti moguénoséu da prezivjeli kvasci po€nu poveéano fermentirati, $to moze dovesti do
pogresnog rezultata.

Radi nedostatka slicnih radova svoje sam rezultate usporedivala s rezultatima radova sa
spojevima slicnog kemijskog sastava kao i ispitivani surfaktanti na bakterijama ili

eukariotskim orgnizmima poput Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia ili Gloeocapsa sp.
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Prema Kriterijima Smjernice Europske Unije 93/21/EEC (1993.), objavljenoj 4. Svibnja 1993.
U Official Journal of the European Communities (L110A) koja klasificira kemijske tvari s
obzirom na njihov uCinak na okoliS i organizme u njemu postoje 4 stupnja Stetnosti:
( Tablica 5).

Tablica 5. Klasifikacija kemijskih tvari s obzirom na njihov uCinak na organizme i okoli$

STUPANJ STETNOSTI EC50 (mg/L)
VRLO TOKSICAN 01-1
TOKSICAN 1-10
STETAN 10 - 100
NIJE STETAN > 100

Svrstavanjem ispitivanih uzoraka u spomenute kategorije, oba testa su pokazala da niti jedan
uzorak ne ulazi u kategoriju vrlo toksi¢nih uzoraka.
Prema smjernicama EU toksicnim uzorcima su se pokazala 3 komercijalna surfaktanta:
Ethomeen T/15, Arlypon VPC te Solfodac AC 3-1.

Ethomeen T/15

Izmjerena ECsq vrijednost bila je 3 mg/L u fermentacijskom i u testu metilenskim modrilom.
Slicani pokusi radeni su s etoksiliranim aminima, spojevima slicnog kemijskog sastava kao
Ethomeen T/15 na rakovima Daphnia magna gdje je zabiljezena ECs, vrijednost bila nesto
niZa, te je iznosila 0,17 mg/L ( Data sheet), Sto spomenuti spoj svrstava u kategoriju vrlo
toksicnih spojeva.

Pri testu na nitrificirajuc¢im bakterijama ( Data sheet) zabiljezena je nesto veca ECsg vrijednost
od 64,0 mg/L, Sto spoj svrstava u kategoriju Stetnih.

Odstupanje u rezultatima objasnjavam time Sto su bakterije kao prokariotski organizmi manje

osjetljivi na toksikante zbog posjedovanja stanicne stijenke i/ili kapsule.
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Arlypon VPC

Izmjerena ECsp vrijednost bila je 3,3 mg/L u fermentacijskom, te 4,3 mg/L u testu
metilenskog modrila.

Dobiveni rezultat u skladu je s rezultatom testova na bakterije sa spojevima slicnog kemijskog
sastava (mjeSavini alkil etoksilata i etoksiliranih amina) gdje je izmnjerena ECsq vrijednost

iznosila >1,0 mg/L (Data sheet) Sto spoj takoder svrstava u kategoriju toksicnih.

Solfodac AC 3-1

U fermentacijskom testu izmjerena je granicna ECsp vrijednost od 10,0 mg/L, dok je u testu
metilenskim modrilom ta vrijednost bila nesto niza i iznosila je 6,0 mg/L.

U istrazivanjima s linearnim alkil benzen sulfonatima, spojevima slicnog kemijskog sastava
dobiveni su vrlo slicni rezultati. U pokusima na D. magna (Verge et al., 2000) ECs
vrijednost iznosila je 8,1 mg/L, dok je u pokusima na Dunaiella sp. (Utsonomiya et al., 1997)
ta vrijednost bila 3,5 mg/L Sto spoj nedvojbeno svrstava u kategoriju toksicnih, prema

Smjernicama EU.

Dva ispitivana uzorka, Servamine KOO 330 i Oxidet DM 4 pokazala su se toksiCnim u testu
metilenskog modrila, dok su po rezultatima fermentacijskog testa svrstani u kategoriju Stetnih.
Servamine KOO 330

U fermentacijskom testu izmjerena je ECso vrijednost od 71,0 mg/L, dok je u testu
metilenskog modrila ta vrijednost bila 7,7 mg/L.

Slicni su testovi radeni sa spojevima slicnog kemijskog sastava (kvarternim amonijevim
spojevima) na bakteriji Acinetobacter junii (Hrenovic et al, 2008) gdje je zabiljeZzena nesto
niza ECs vrijednost od 0,12 mg/L. Razliku u rezultatima objaSnjavam razli¢itom osjetljivoséu
prokariotskih (A. junii) i eukariotskih (S. cerevisiae) organizama na toksikante, bakterije su
uglavnom osjetljivije na toksikante.

Usporedujuci svoj rezultat s rezultatima rada na Pseudomonas putida ( Suterlin et al., 2007)
gdje je ECso vrijednost iznosila 6,0 mg/L naiSla sam na veliku podudarnost s testom
metilenskog modrila, gdje je ECso vrijednost iznosila 7,7 mg/L, iz Cega se moze zakljuciti da
je test metilenskim modrilom nesto osjetljivija metoda, pa zato Servamine KOO 330 prema
Smjernicama EU svrstavam u kategoriju toksicnih.
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Oxidet DM 4

Ovaj surfaktant je takoder dao razliCite rezultate u testu fermentacije i testu metilenskim
modrilom, pa je tako ECsp vrijednost u fermentacijskom testu bila 68,0 mg/L, dok je u testu
metilenskim modrilom bila 7,0 mg/L.

Buduci je Oxidet DM 4 po kemijskom sastavu miristamin oksid, svoje dobivene razultate
usporedila sam s rezultatima testova s amin oksidima na bakteriji Photobactrium
phosphoreum (Garcia et al., 2007) gdje je zabiljezena ECsy vrijednost 2,4 mg/L, te na D.
magna (Data sheet), gdje je ta vrijednost bila 6,8 mg/L.

Prema smjernicama EU spoj svrstavam u kategoriju toksicnih, a odstupanje u rezultatu

objasSnjavam vecom osjetljivoS¢u testa metilenskim modrilom.
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U kategoriju STETNIH uzoraka prema Smjernicama EU svrstani su N-hexadecylpyridinium

chloride, N-dodecylpyridinium chloride i Kutriacid 95 A.

N-hexadecylpyridinium chloride
Izmjerena ECs vrijednost bila je 52,0 mg/L u fermentacijskom testu, te 19,0 mg/L u testu
metilenskog modrila. Rezultati oba testa se podudaraju te se spoj svrstava u kategoriju Stetnih

spojeva prema Smjernicama EU.

N-dodecylpyridinium chloride
Surfaktant takoder pokazuje podudarnost u oba testa, s ECsp vrijedno$éu od 26,0 mg/L u
fermentacijskom, te 70,0 mg/L u testu metilenskim modrilom, Sto ga svrstava u kategoriju

Stetnih spojeva, prema Smjernicama EU.

Kutriacid 95 A

Po rezultatima testa fermentacije gdje ECsp vrijednost bila 80,0 mg/L, te testa metilenskim
modrilom gdje je izmjerena ECso vrijednost od 50, 0 mg/L, spoj se prema Smjernicama EU
svrstava u kategoriju Stetnih.

U testovima s linearnim alkil benzensulfonatima, spojevima slicnog kemijskog sastava kao
Kutriacid 95 A na D. magna (Verge et al., 2000), te Dunaiella sp (Utsunomiya et al., 1997)
dobivene su nesto nize ECsp vrijednosti, i to 8,1 mg/L za D. magna, te 3,5 mg/ za Dunaiella
sp, 5to spoj prema smjernicama EU svrstava u kategoriju toksicnih.

Ovo odstupanje u rezultatima objaSnjavam cinjenicom da komercijalni surfaktanti dolaze u
obliku gelova i pasti, dakle u svome sastavu sadrzavaju i neke aditive, te odredeni postotak
vode koja moze umanjiti toksican ucinak koji bi sam spoj izazvao da je prisutan u Cistom
obliku.
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Po rezultatima testa metilenskim modrilom u kategoriju Stetnih uzoraka ulazi jo$ i
Texapon LS 35.

Texapon LS 35

U testu metilenskog modrila izmjerena je ECso vrijednost od 70,0 mg/L, dok je u
fermentacijskom testu ta vrijednost bila znatno visa te je iznosila 400,0 mg/L Sto bi spomenuti
surfaktant svrstalo u kategoriju ne Stetnih spojeva. Vjerojatno se radi o tome da pri
koncentraciji od 70,0 mg/L ugiba 50% populacije kvasaca, medutim oni koji su prezivjeli
pocnu povecano fermentirati, a tu sposobnost gube tek pri koncentraciji surfaktanta od 400,0
mg/L.

Rezultate sam usporedila s rezultatima pokusa s alkil sulfatima, spojevima slicnog kemijskog
sastava.

Rezultat testa metilenskim modrilom podudara se s rezultatom testa na Gleocapsa sp.
(Tozum-Calgan and Atay-Guneyman, 1994) gdje je izmjerena ECsp vrijednost od 50,0 mg/L,
dok je kod testova na V. fischeri (Mariani et al, 2006) i A. junii ( Hrenovic et lvankovic, 2007)
ta vrijednost bila dosta niza i iznosila 2, 26 mg/L za V. fischeri, te 2,25 mg/L za A. junii Sto
spoj svrstava u kategoriju toksic¢nih spojeva.

Razliku objasnjavam razliCitom osjetljivoSCu prokariotskih i eukariotskih organizama na
toksikante, gdje su se bakterije (V. fischeri i A. junii) pokazale osjetljivije od eukariotskih
organizama (Gleocapsa sp. i S. cerevisiae).
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Ostali ispitivani uzorci imali su ECsp vrijednosti uglavnom znatno vise od 100 mg/L, te se
prema Smjernicama EU svrstavaju u kategoriju ne Stetnih uzoraka.

Hospatur SAS 60

Ovaj surfaktant u fermentacijskom je testu postigao vrijednost ECsy 0d 1520, 0 mg/L, dok je u
testu metilenskim modrilom ta vrijednost bila 1900,0 mg/L.

To je znatno odstupanje od rezultata testova sa spojevima slicnog kemijskog sastava
(sekundarni alkan sulfonatima) na P.putida (Data sheet) gdje je izmjerena ECs vrijednost bila
>1,0 mg/L Sto bi spoj prema Smjernicama EU svrstalo u kategoriju toksicnih .

To objasSnjavam razli¢itom osjetljivoscu prokariotskih i eukariotskih organizama na testitani
Takoder se ponovno radi tome da Hospatur SAS 60 dolazi u obliku paste gdje je u odredenom
postotku sam kemijski spoj razrijeden vodom $to smanjuje njegovo toksicno djelovanje na

testni kvasac.

Kod sljedeca tri surfaktanta u testu fermentacije uopce nisu izmjerene ECsq vrijednosti, dok su
u testu metilenskog modrila one postignute pri vrlo visokim koncentracijama. To su bili
Lutensit TC-EHS, Empilan KI 8 i Genapol PF 20.

Usporedujuci rezultate s rezultatima radova sa spojevima slicnog kemijskog sastava kao i
testirani surfaktanti uglavnom je prisutno odudaranje u rezultatima, $to se u svim slucCajevima
moze objasniti Cinjenicom da komercijalni surfaktanti ne dolaze u obliku Cistog kemijskog
spoja, ve¢ u obliku gelova ili pasti gdje su razrijedeni odredenom koli¢inom vode $to

smanjuje njihov toksic¢an ucinak na testni kvasac.
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Lutensit TC-EHS

ECso vrijednost u testu metilenskog modrila iznosila 2000,0 mg/L, dok u testu fermentacije
uopcCe nije izmjerena, Sto znaCi da ¢ak ni najveca koncentracija surfaktanata nije uzrokovala
inhibiciju fermentacije kod 50% ispitivane populacije, po ¢emu se moze zakljuCiti da
surfaktant nema Stetno djelovanje.

Ovaj rezultat prilicno odudara od rezultata testova na bakterijama V. fischeri (Mariani et al,
2006) 1 A.junii (Hrenovic and lIvankovic, 2007) gdje su izmjerene znatno nize ECs
vrijednosti od 2,6 mg/L te 2,25 mg/L.

Velika je razlika u rezultatima osim zbog Cinjenice da je surfaktant u obliku paste razrijeden
vodom mogucéa i zbog toga Sto se radi o razli¢itim vrstama organizama, kvasac je eukariotski

organizam, te je kao takav otporniji na djelovanje nekih kemikalija.

Empilan KI 8

Surfaktant u fermentacijskom testu takoder nije dao rezultat, dok je u testu metilenskog
modrila izmjerena ECs vrijednost bila 7800,0 mg/L.

Dobiveni rezultat takoder znatno odudara od rezultata pokusa s alkohol etoksilatom na
Ceriodaphnia dubia (Warne and Schifko, 1999), gdje je dobivena vrlo niska ECsq vrijednost
od 0,39 mg/L, Sto ponovno objasnjavam Cinjenicom da je u pasti Empilan Kl 8 razrijeden

vodom.

Genapol PF 20

U fermentacijskom testu takoder nije dostigao ECs vrijednost, dok je u testu metilenskog
modrila vrijednost ECsg bila visoka, te je iznosila 8500,0 mg/L.

Rezultat odudara od rezultata testova sa spojevima slicnog kemijskog sastava (polimerima
etilen oksida i propilen oksida) provedenih na bakterijama (Data sheet) gdje je izmjerena ECsg
vrijednost veca od 1,0 mg/L.

To se takoder moZe objasniti razli¢itom osjetljivoS¢u prokariotskih i eukariotskih organizama

na ispitivani uzorak.
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Kod jednog uzorka, Na-Cumolsulfonat nije izmjerena ECs vrijednost ni u testu fermentacije,
ni u testu metilenskog modrila, Sto ukazuje na to da uzorak nije toksiCan, te se prema
smjernicama EU svrstava u tu kategoriju.

Usporedujuci svoj rezlutat s rezultatima testova sa spojevima slicnog kemijskog sastava, alkil
benzen sulfonatima na D. magna (Data sheet) vidljiva je podudarnost, jer je u tom testu

izmjerena ECsg vrijednost bila veéa od 100 mg/L, te je spoj svrstan u kategoriju ne Stetnih.

Prilikom usporedbe rezultata s prethodno objavljenim radovima, S. cerevisiae test
toksikante od testa toksiCnosti na bakterije i testa inhibicije potrosnje kisika s aktivnim
muljem, iz razloga Sto se koristi Cista kultura kvasca, dok ostala dva testa koriste mijeSane
kulture, bakterije i aktivni mulj kojeg Cini heterogena populacija mikroorgnizama

prilagodenih na uvjete u uredajima za proc€is¢avanje otpadnih voda (Gutierrez i sur., 2002).

S obzirom da je kvasac eukariotski organizam, bakterije se od njega, kao prokariotski
organizmi, jako razlikuju. Bakterije mogu biti manje osjetljive na toksikante, buduci da
posjeduju stani¢nu stijenku i/ili kapsulu, a nemaju jezgru i vecinu drugih stani¢nih struktura,

te ih karakterizira i velika sposobnost adaptacije.
Nadalje, eukariotski organizmi se mogu ponasati drugacije od prokariotskih organizama, iako

mnoga istrazivanja pokazuju velike korelacije izmedu testova koji koriste prokariotske
organizme i onih koji koriste kompleksnije organizme (Kozlova i sur, 2005).
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Prosjecni koeficijent varijacije rezultata bio je 8,40% u fermentacijskom testu i 20,44% u
testu metilenskog modrila, Sto su dobri rezultati za bioloSke metode. Vrijednosti ECsy u dva

usporedivana testa su bile komparabilne u vecini slucajeva (Slika 46).

Korelacija: r = 0.973, p = 0.000
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Slika 46 . Korelacija izmedu vrijednosti ECsy fermentacijskog i mikroskopskog testa na
kvascu.

U slu€aju dva surfaktanta, Servamine KOO 330 i Texapon LS 35, ECs, vrijednosti bile su 9,2
i 5,9 puta niZe u testu metilenskog modrila, $to ukazuje na vecu osjetljivost testa. U sluCaju tri
surfaktanta, Empilan Kl 8, Lutensit TC - EHS i Genapol PF 20, ECs, vrijednosti dobivene su
testom metilenskog modrila, dok u fermentacijskom testu nisu postignute.

Navedeno ukazuje da iako je prosjecni koeficijent varijacije bio veéi u testu metilenskog

testa.
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedena dva testa za utvrdivanje toksicnosti na kvascu S. cerevisiae (fermentacijski
test i test metilenskog modrila) 15 komercijalnih surfaktanata doSla sam do sljedecih
zakljuCaka:

1. Na temelju rezultata provedenih testova, ispitivani surfaktanti svrstani su u 3

kategorije Stetnosti, prema Smjernicama EU:

Od 15 ispitivanih komercijalnih surfaktanata niti jedan se nije pokazao kao VRLO
TOKSICAN

U kategoriju TOKSICNIH spojeva prema rezultatima oba testa svrstana su 3
komercijalna surfaktanta: Ethomeen T/15, Arlypon VPC, te Solfodac AC-3-I

U kategoriju TOKSICNIH prema rezultatima testa metilenskog modrila svrstani su i
sljedeCi spojevi, koji su po rezultatima fermentacijskog testa uSli u kategoriju
STETNIH, ato su Servamine KOO 330 i Oxidet DM 4.

U STETNE spojeve prema rezultatima oba testa svrstana su 4 spoja, N-
hexadecylpyridinium chloride, N-dodecylpyridinium chloride, Kutriacid 95 A, te
Texapon LS 35 (koji se po rezultatima testa fermentacije moze svrstati u kategoriju
NE STETNIH spojeva).

Ostali ispitivani spojevi pokazali su vrlo visoku ECso vrijednost, ili ona Cak nije

postignuta, te se prema tome smatraju NE STETNIM prema Smjernicama EU.
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2. Od dva primjenjena testa utvrdivanja toksiCnosti na kvascu S. cerevisiae, test
metilenskog modrila pokazao se kao osjetljivija, jednostavnijia, brza i ekonomski
isplativija metoda, u Ciji prilog ide i manja vjerojatnost varijacije rezultata do koje
moze docCi u fermentacijskom testu ( u slu€aju kad prezivjeli kvasci pocnu povecano

fermentirati) .

Isto tako test metilenskim modrilom metoda je koja se lako moze osim u laboratoriju

vrlo uspjesno primjenjivati i na terenskim istrazivanjima.

3. Test fermentacije na kvascu S. cerevisiae takoder se pokazao kao efikasna metoda,
ali s nekoliko nedostataka. To se ponajprije odnosi na vrijeme potrebno za
fermentaciju, pa tako prve rezultate mozemo dobiti tek nakon 16 sati, koliko iznosi
vrijeme potrebno za fermentaciju, Sto je kod utvrdivanja toksicnosti nekih supstanci
predugo vrijeme kontakta buduci da je zadrzavanje antiseptika ili deterdZenata npr. na

rukama u prosjeku 1 min.

4. Nadena je statistiCki znaCajna pozitivna korelacija izmedu fermentacijskog testa i testa

metilenskim modrilom.
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