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1. UVOD

1.1. Problem otpadnih voda u limnologiji

Sve ve¢i zamah industrijalizacije 1 urbanizacije druStva obiljezen je sve ve¢om potro$Snjom
vode. Upotrijebljenoj vodi smanjuje se kvaliteta jer bude opterecena otpadnim organskim i
anorganskim tvarima, odnosno onecis¢enjima. Kopnene vode ¢iji je udio na Zemlji najmanji,
a koje su narocito izloZzene onecis¢enjima, ne sluze samo Covjeku, ve¢ su i zivotna sredina
brojnim biljnim 1 Zzivotinjskim vrstama. OneciS¢ene vode ugrozavaju bioloSku ravnotezu
vodenih ekosustava, a ovisno o koli€ini i vrsti oneciS¢enja mogu u pitanje dovesti i njihov
opstanak (Tusar, 2004).

Onecis¢ene vode moguce je razlikovati prema koli¢ini te fizikalnim, kemijskim i bioloskim
svojstvima tvari koje je onecis¢uju. Prema izvorima oneci$éenja, one¢is¢ene vode moguce je
podijeliti u: otpadne vode kucanstava (nastale upotrebom sanitarnih trosila vode u kucanstvu,
hotelima, uredima i drugim prostorima koji imaju sanitarne ¢vorove), industrijske otpadne
vode (nastale su upotrebom vode u proizvodnom procesu) te rashladne vode oneciséene
temperaturom. Sve tri grupe otpadnih voda ujedno su sastavni dio komunalnih otpadnih voda,
kojima se jo§ mogu prikljuciti 1 otpadne vode pranja javnih prometnih povrSina te ponekad 1
procjedne vode s odlagali$ta neopasnog otpada, koje je potrebno procistiti prije ispuStanja u
prirodne recipijente (Tusar, 2004).

Otpadne vode iz kucanstava su raznolikog sastava i u pravilu sadrze manje opasne tvari
najcesce organskog porijekla, koje se brze razlazu u vodi, a za §to je potrebna velika koli¢ina
kisika. To su uglavnom visoko molekularni organski spojevi (proteini, masti, ugljikohidrati),
zatim fekalije, deterdzenti i sl. Ti Se spojevi, osobito ako su U manjim koli¢inama postupno
mineraliziraju, $to je preduvjet za daljnju biolosku razgradnju. Za razliku od otpadnih voda iz
kuc¢anstava, industrijske otpadne vode, koje su sporedni proizvod osnovnog industrijskog
procesa, sadrze brojne kemijske spojeve koji mogu izazvati ogromne poremecaje u bioloskoj
ravnotezi vodenih ekosustava, buduéi da postaju sastavni dio hidroloskog ciklusa. Mnoge od
tih tvari imaju snazno toksi¢no djelovanje, a uz to se vrlo slabo razlazu u vodi. To su
primjerice, razliite kiseline, teski metali, suspendirane Cestice, fenoli 1 drugi petrokemijski
spojevi, amonijak, cijanidi itd. Dok neka Ziva bic¢a nakupljaju neke od tih tvari tijekom zivota,
neke od tih tvari su otrovne za bakterije, Sto onemogucuje biolosku razgradnju otpadnih voda.

Na otrovno djelovanje tvari u sastavu industrijskih otpadnih voda, osim njihovog kemijskog



sastava 1 koncentracije, utjeCu 1 neki ¢imbenici okoliSa, temperatura, udio kisika, pH
vrijednost te otopljene soli u vodi (salinitet). Prolaskom kroz tlo nepro¢is¢enih otpadnih voda
u podzemlje, onecis¢uju se podzemne vode, koje su osnovna zaliha pitke vode naselja i
gradova. Ispustanje otpadnih voda u svakoj je drzavi uredeno nizom sanitarnih i sigurnosnih
propisa i zakonskih normi te je kao takvo podlozno nadzoru ovlastenih drzavnih organa

(https://www.zakon.hr/z/124/Zakon-o-vodama).

Fizikalno-kemijsko djelovanje otpadnih voda u prvom se redu ocituje na sastav zivog svijeta u
kopnenim vodama. Promjene uvjeta u okoliSu dovode do promjena kvantitativnog i
kvalitativnog sastava zivotnih zajednica. OneciS¢enjem voda osiromasuje se flora i fauna, pri
¢emu se odrze samo one vrste koje se mogu prilagoditi novonastalim uvjetima na stanistu.
Prilagodbe novonastalim uvjetima na staniStu ocCituju se U Sposobnosti samih vodenih
organizama da djeluju na koncentraciju otpadnih tvari u vodi. Svaka vrsta specificno djeluje
na promijenjene uvjete i zbog toga je prilikom proucavanja oneciS¢enjem narusena okolisa,
potrebno obratiti paZnju na Sto veci broj vrsta ili barem Zivotinjskih skupina, kao 1 na njihove
kompetitivne i/ili suradnicke odnose. Istrazivanjem autekoloskih obiljezja veceg broja biljnih
i zivotinjskih vrsta, moguce je ste¢i dublji uvid u stanje ispitivane vode te uspjesnije provesti

biolosku procjenu njezine kvalitete (Saksena, 1987; Spoljar i sur., 2011).
1.2. Opée znacajke kolnjaka (Rotifera)

Kolnjaci (Rotifera) su kozmopolitski rasprostranjeni organizmi, ¢ija je brojnost osobito velika
u zajednici jezerskog zooplanktona. Vecina vrsta je mikroskopskih veli¢ina od 0,1 do 1 mm.
Postoji ¢itav niz razli¢itih oblika kolnjaka. Tijelo im je bilateralno simetri¢no, vrecastog ili
valjkastog oblika. Najcesce su prozirni ili zbog sadrzaja crijeva, mogu biti zelene, narancaste,
crvene ili smede boje. Na tijelu kolnjaka moguce je razlikovati glavu, trup i nogu (Habdija i
sur., 2011).

Organ koji je karakteristiCan za kolnjake i koji im je smjesten na glavi je rotatorni organ ili
trepcanik. Taj vijenac trepetljika okruzuje usni otvor. Kod razlic¢itih vrsta je razli¢itog oblika.
Uloga mu je da neprestanim treperenjem trepetljika stvara struju vode koja omogucéuje
pokretanje zivotinje 1 prikupljanje hrane. Na netrepetljikavom dijelu glave su smjestene ocele,
ticala 1 otvori retrocerebralnih zlijezda. Tijelo kolnjaka u pravilu gradi oko 1000 stanica, a
svaka jedinka koja pripada odredenoj vrsti ima odreden i stalan broj stanica, $to znaci da su

im organski sustavi euteli¢ni (Habdija i sur., 2011).


https://www.zakon.hr/z/124/Zakon-o-vodama

Povrsinu tijela im Stiti tanka 1 prozirna kutikula koju luci sincitijalna epiderma sa stalnim
brojem jezgri. Kutikula je u razli¢itih vrsta razli¢ito strukturirana. Prstenasto razdijeljena
kutikula u mnogih vrsta daje prividnu koluticavost tijela, koja ustvari omogucuje savitljivost
tijela, dok stezanje uzduznih miSi¢a omogucuje skracivanje tijela pri ¢emu se prsteni
teleskopski uvlace jedan u drugi. U nekih vrsta je kutikula mjestimice zadebljala 1 Cvrsta
stvarajuci tzv. loriku. U epidermi se nalaze brojne zljezdane stanice. U nekih vrsta veliki broj
zljezdanih stanica nalazi se u glavi u blizini mozga stvarajuéi tzv. retrocerebralni organ, za
kojeg se smatra da izluCuje sluz koja podmazuje rotatorni organ. Na nozi se nalazi jedan par
jednostani¢nih noznih ili pedalnih Zlijezda koje se otvaraju na vrhovima ,,prstiju®. Zljezdani
sekret kolnjacima sluzi kao pomo¢ pri puzanju/koracanju te za trajno ili privremeno
ucvrscivanje za podlogu (sesilni oblici), a kod planktonskih oblika, Zlijezde stvaraju sluz koja
im pomaze pri plivanju/lebdenju u vodi. Ispod epiderme nalaze se miSi¢ne stanice koje Cine
snopove misi¢a koji su u tijelu kolnjaka orijentirani uzduzno, prstenasto te dijagonalno
(Habdija i sur., 2011).

Ziv&ani sustav kolnjaka je ganglijski, a ¢ini ga glavni ganglij (,,mozak®) smjesten u glavi iz
kojeg izlaze mnogobrojni zivci prema osjetilnim organima smjeStenima na prednjem dijelu
tijela i prema unutarnjim organima, dok je s trbusne strane smjeStena Ziv€ana vrpca s
ganglijima (Habdija i sur., 2011).

Osjetilni sustav Cine osjetne Cetine 1 zavrSeci zivaca koji su rasporedeni po Citavom tijelu, a
najvise na povrsinskim ticalima (neparno ledno ticalo i parna lateralna ticala). Od velikog
broja osjetnih stanica i organa, svjetlosnim mikroskopom mogucée je uociti ocele koje su
smjestene bo¢no i na vrhu glave i direktno na ,,mozgu‘ (Habdija i sur., 2011).

Tjelesna Supljina je blastocelom u kojoj se nalazi crijevo i unutarnji organi, a ispunjena je
teku¢inom i mreZzom ameboidnih stanica.

Probavni sustav zapo€inje ustima smjeStenima na prednjem dijelu tijela, koja su okruzena
vijencem trepetljika. Na usta se nastavlja Zdrijelo u kojem se nalazi poseban organ sastavljen
od vise kutikulariziranih dijelova — trofi, pa se tako slozeno gradeno zdrijelo naziva Zva¢njak
ili mastax. Rad zvac¢njaka moguce je promatrati mikroskopom kroz prozirnu kutikulu. Sastoji
se od neparnog dijela (fulcrum) na kojeg se nastavljaju parni ogranci (ramus), kuke (uncinus)
i drsci (manubrium). Potporanj i parni ogranci budu zdruzeni u inkus, a kuka i drzak u maleus.
Oblik trofa je prilagodba nac¢inu prehrane kolnjaka. Stoga prema vrsti hrane i na¢inu njezina
skupljanja kolnjaci su podijeljeni u tri glavne hranidbene skupine: sakupljace — filtratore,
zderaCe 1 predatore. Najveci broj vrsta pripada sakupljac¢ima — filtratorima koji se hrane

bakterijama, algama i vrlo sitnim Cesticama detritusa. Njihov je Zva¢njak graden poput sita pa
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trepéanikom usmjeravaju struju vode prema ustima i zdrijelu. Zdera¢i su kolnjaci koji se
hrane veé¢im algama i organskim Cesticama, pri cemu uz pomo¢ posebno gradenog zvacnjaka
prihvate algu ili ve¢u organsku Cesticu te je uvuku u zdrijelo i progutaju. Kolnjaci predatori su
grabezljivci koji se hrane pretezno prazivotinjama i drugim sitnijim vrstama kolnjaka. Plijen
hvataju pomocu Zvacnjaka nalik na klijeSta. U zvacnjak se otvaraju slinske zlijezde. Iza

zvacnjaka slijedi jednjak koji vodi u Zeludac. Na prijelazu jednjaka u Zeludac nalazi se par

.....

zbog Cega se smatra da kolnjaci imaju izvanstani¢nu (ekstracelularnu) probavu (Habdija i sur.,
2011).

Kao i ve¢ina drugih mikroskopski sitnih beskraljeznjaka, nemaju razvijene posebne organe za
disanje. Stoga se izmjena plinova otopljenih u vodi (kisika i ugljikova dioksida) odvija
difuzijom. Takoder, nemaju ni posebno razvijen optjecajni sustav, ve¢ se tvari po tijelu
raznose difuzijom, pomocu razli¢itih vrsta ameboidnih stanica i dodatno gibanjem i
mijesanjem otopljenih tvari i vode u blastocelomskoj tekuéini koje omogucuju misici prilikom
savijanja tijela i kretanja Zivotinje.

Organi za ekskreciju kod svih kolnjaka su parni protonefridiji koji reguliraju udio vode u
tijelu 1 izlu€ivanje produkata metabolizma. Protonefridiji se otvaraju u mokraéni mjehur koji
zavrsava u necisnici. Kod nekih vrsta u necisnicu ulaze protonefridijalne cijevi (Habdija i sur.,
2011). Kolnjaci su razdvojenog spola, a grada spolnog sustava je varijabilna. Kod vecine vrsta
spolni sustav zenke sastoji se od jednog ili dva jajnika koji se nalaze u blastocelomu i
sincitijalne su grade. Spolni produkti jajovodom putuju do spolne pore u necisnici. U svom
zavrsnom dijelu jajovodi prelaze u plodnicu. MuZjaci imaju vrecasti sjemenik. Na njega se
nastavlja sjemenovod. Uz sjemenovod se nalaze dvije prostati¢ke Zlijezde. MuZjaci nemaju
crijevo, pa se sjemenovod otvara tzv. genitalnom porom koja odgovara crijevnom otvoru kod
zenki. Straznji dio sjemenovoda preobrazen je u kopulatorni organ. Svaki od tri podrazreda
kolnjaka (Seisonida, Bdelloidea (Digononta), Monogononta) imaju druk¢iji  nacin
razmnozavanja. Predstavnici Seisonida razmnozavaju se biseksualno, dok kod predstavnika
Bdelloidea nisu poznati muZzjaci te se Zenke razmnozavaju partenogenezom. U predstavnika
Monogononta postoje amikticke (partenogenetske) 1 mikticke (spolne) zenke, pa u Zivotnom
ciklusu kolnjaka ovog razreda dolazi do izmjene spolnog i partenogenstkog razmnozavanja
(heterogonije) (Habdija i sur., 2011).



Kolnjaci su kozmopolitski rasprostranjeni organizmi, pri ¢emu preko 90 % poznatih vrsta
nastanjuje kopnene vode. Dio njih su planktonski oblici, a dio sesilni ili polusesilni oblici.
Neke su vrste zadruzne, pri ¢emu zadruge u pravilu tvore partenogenetski razmnozene

jedinke.

1.3. Ekologija kolnjaka (Rotifera)

Kolnjaci su siroko rasprostranjeni viSestani¢ni organizmi koji naseljavaju velika jezera, male
privremene lokve, te intersticijalne i1 kapilarne vode. Moguce ih je pronadi i u kiselim i blago
luznatim jezerima te otvorenom oceanu, kao i u hiperoligotrofnim alpskim jezerima te nekim
kanalizacijskim vodama. NajceSce se pojavljuju u gusto¢i do 1000 jedinki po litri i vazni su
kao potroSaci bakterija i algi (Segers, 2008). Na pojavu kolnjaka na nekom podrucju utjece
slozena interakcija razli¢itih fizikalnih, kemijskih, geografskih, bioloskih i ekoloskih
parametara (Hulyal i Kaliwal, 2008). Moguc¢nost prilagodbe fizikalno-kemijskim i bioloskim
promjenama na stani$tu moze se povezati s njihovim manjim veli¢inama, propusnim tijelima i
visokim stopama fluktuacije (Nogrady i sur., 1993; Sladecek, 1983). Fauna slatkovodnih
kolnjaka igra vaznu ulogu u ekoloskoj ravnotezi i ima potencijalnu vrijednost kao bio-
pokazatelj promjene trofickog stanja (Stemberger, 1979; Sladecek, 1983). Stoga je
razumijevanje funkcije navedenih ¢imbenika na raznolikost faune najvazniji izazov za
ekologe i biogeografe (Gatson, 2000).

Ekoloski ¢imbenici staniSta koji posebno utje¢u na zivotni ciklus kolnjaka su temperatura i
salinitet vode, potom pH vrijednost vode, svjetlost i koli¢ina hrane (Pourriot, 1965; Esparcia i
sur., 1989). Veéina kolnjaka su euritermni organizmi te podnose velika temperaturna
kolebanja, a posebice su se tome prilagodili nainom razmnoZavanja, odnosno trajanjem
pojedine faze zivotnog ciklusa. Vrste Brachionus calyciflorus Pallas, 1766 i Colurella
uncinata (O. F. Miiller, 1773) pronadene su U termalnim vrelima na temperaturi od 81 °C, a
vrsta Lepadella ovalis (Miiller, 1786) na temperaturi 30 do 42 °C. Vrste Keratella cochlearis
(Gosse, 1851), Lepadella patella (O. F. Miiller, 1773) te Polyarthra dolichoptera (ldelson,
1925), mogu zivjeti i na temperaturi od 1 do 4 °C. Mnoge vrste iz rodova Keratella i
Polyarthra moguce je pronaci u kopnenim vodama neovisno o godisnjem dobu, §to znaci da
se mogu prilagoditi i visokim i niskim temperaturama. Za razliku od njih, stereotermne vrste

moguce je pronac¢i samo u odredenom razdoblju tijekom godine.



lako gotovo 90 % poznatih vrsta kolnjaka zivi u kopnenim vodama, veina poznatih i
istrazivanih vrsta podnosi dosta visoki salinitet. Primjerice vrste Cephalodella gibba
(Ehrenberg, 1830) i Testudinella patina (Herman, 1783) podnost slanost do 8 %.. Neke vrste
iz roda Testudinella koje Zive u litoralnom podrucju mora, osjetljive su i na manje promjene u
koncentraciji soli. Istrazivanja ipak potvrduju da su kolnjaci pretezno eurihalini, §to potvrduje
velik broj vrsta koje zive u bocatim vodama (Miracle i Serra, 1989; Filho i sur., 2014).
Uoceno je da su kolnjaci osjetljivi na pomanjkanje kisika u vodi, osim nekih polisaprobnih
vrsta npr. Epiphanes macroura (Barrois & Daday, 1894), Brachionus -calyciflorus,
Dicranophorus forcipatus (O. F. Miiller, 1786) i dr. Mnoge vrste kolnjaka ugibaju bez
dovoljno kisika kroz jedan ili nekoliko sati. Vrsta Lecane luna (Miiller, 1776) pri sobnim
uvjetima zivi bez kisika 3 do 6 sati. Lepadella ovalis i Brachionus angularis (Gosse, 1851), 1
do 5 sati, Keratella cochlearis i Keratella quadrata Cartin, 1943, 1 do 4 sata, Asplanchna
priodonta Gosse, 1850, 3 do 5 sati, Filinia longiseta (Ehrenberg, 1834), 1 do 2 sata,
Synchaeta pectinata Ernberg 1832, 2 do 3 sata, a Trichocerca cylindrica (Imhof, 1891) do 1
sat. Naravno, potrosnja kisika ovisi i o temperaturi vode i kod nekih kolnjaka pri temperaturi
od 22 °C iznosi oko 33 % mase njihova tijela. Potreba za kisikom raste kod starijih jedinki i s
povecanjem koli¢ine hrane na stanistu (Kutikova, 1970).

Poznato je da su pojava i brojnost kolnjaka u jezerima ograni¢eni pH vrijednos§¢u vode
(Wallace i sur., 2006; Segers, 2007). S obzirom na pH vrijednost vode kolnjake su jo§ 1928.
godine, Harring i Myers, podijelili u tri skupine. Prva su skupina kolnjaci koji podnose pH
vode veéi od 7, tj. alkali¢ne vode. Takvi su rodovi Brachionus, Asplanchna, Mytilina i Filinia.
Drugu skupina kolnjaka ¢ine vrste koje mogu Zivjeti 1 u alkalicnim 1 kiselim vodama 1 oni su
najbrojniji. Trecoj skupini pripadaju rodovi Cephalodella, Lepadella, Trichocerca, Lecane i
dr., koji zive u vodama niske pH vrijednosti, odnosno kiselim vodama (Moser i Weisse,
2011a, b; Weisse i sur., 2011), iako mnoge od tih vrsta u nepovoljnim uvjetima prezivljavaju i
veée promjene pH vrijednosti prema bazi¢nosti (Yin i Niu, 2008), a $to je uo¢io Donner jo$
1951. godine.

Osjetljivost na svjetlost pokazuju pelagicki oblici, dok kod bentoskih ona nije izraZzena.
Poznato je da neki planktonski oblici kolnjaka pokazuju dnevno-noéna gibanja u odnosu na
koli¢inu svjetlosti. Pokusima je potvrdeno da vrsta Brachionus calyciflorus posebno reagira
na crveni i zeleni dio spektra, dok vrsta B. angularis reagira na plavi dio spektra. Kolnjaci
svjetlost u pravilu primaju ocelama i/ili cijelom povrSinom tijela.

Dostupnost hrane je uz temperaturu glavni ogranicavajuéi ekoloski ¢imbenik za opstanak

kolnjaka na nekom stanistu. Neki se hrane detritusom, neki bakterijama i algama, a neke su
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vrste predatori koji se hrane prazivotinjama i sitnijim kolnjacima. Neke su vrste polifagne te
iako su specijalizirane za pojedinu hranu, u slucaju njezina nedostatka na stanistu, prijeci ¢e
na drugu dostupnu hranu. Takve su primjerice vrste iz roda Asplanchna, koje se hrane
prazivotinjama i drugim sitnijim kolnjacima, a u nedostatku zivotinjske hrane, zapocet ¢e se
hraniti i algama. Kao i kod drugih vrsta organizama, intenzitet hranjenja ovisi o temperaturi i
dostupnosti hrane u okolisu. Utvrdeno je da je kod veéine vrsta intenzitet jedenja najveci pri
20 do 25 °C, a najmanji pri 5 °C (Erman, 1956). | brzina filtracije okolne vode kod filtratornih
vrsta proporcionalna je s koli¢inom dostupne hrane, odnosno $to ima vise hrane u vodi to je
kolnjaci brze filtriraju (Pourriot i Rougier, 1975; Gilbert i Starkweather, 1978; Gilbert, 1980;
Salt, 1987).

Kolnjaci imaju vaznu ulogu u hranidbenim odnosima u vodenim stanistima te su glavna
planktonska hrana za razliCite Zivotinjske skupine (obli¢e, malocetinase, virnjake,
vodengrinje, li¢inke kukaca koji dio Zivota provode u vodi i brojnim drugim zivotinjama).
Smanjenje kvalitete vode u slatkovodnim sustavima utjece na brojnost kolnjaka u njima jer su
osjetljivi na eutrofikaciju i salinizaciju vode. Takoder, istrazivanjem je utvrdeno da
osjetljivost na specifi¢ne spojeve iz skupine insekticida Siroko varira (Segers, 2008).

Poznato je da kolnjaci imaju veliki znaCaj u prehrani riba te da ponekad ¢ine preko 90 %
planktonske hrane u ribnjacima. Mlade ribe prije nego u potpunosti prijedu na prehranu
planktonom, hrane se prvenstveno kolnjacima. Cak su i li¢éinke pojedinih vrsta riba prehranom
vezane za odredenu vrstu kolnjaka (Skaramuca, 1994). Kolnjaci sudjeluju i u procesu
samoociS¢enja voda jer se hrane bakterijama i detritusom. Pritom treba spomenuti i
mogucnost ociS¢enja vode od nekih radioaktivnih elemenata pri ¢emu je moguce pratiti
prijenos tvari u trofickim interakcijama i biogeokemijskim procesima te doznati mogu li ti
sustavi metabolizirati odredene spojeve (Gorokhova, 2017).

Zbog velikog kolonizacijskog kapaciteta mnogih vrsta, kolnjake ¢ovjek svojim djelatnostima
lako prenosi na nova stanista. Poznato je nekoliko primjera unoSenja kolnjaka u podruéja koja
oni prije nisu nastanjivali (Dartnall, 2005; Wallace i sur., 2006 ). No, zbog mikroskopskih
veli¢ina kolnjaka i oskudice sveobuhvatnih studija, kolnjaci se jo$ uvijek nedovoljno koriste u
procjeni i ocuvanju bioraznolikosti nekog podrucja, iako je utvrdena njihova ekonomska
vaznost za akvakulturu. Takoder poznati su slu¢ajevi koriStenja kolnjaka za ispitivanje nekih

narkotika (Nogrady i Rowe, 1993).



1.4. Petrokemijski spojevi i oneciS¢enje voda

Preradom nafte i zemnog plina, u petrokemijskoj se industriji osim benzina kao glavnog
proizvoda, dobivaju i sporedni produkti: etilen, propilen, butilen i tehni¢ki benzin. Njihovom
daljnjom preradom dobivaju se: polietilen, etanol, etanolamini, glikoli, stiren, o-metilstiren,
itd. Katalitickim reformiranjem dobivaju se benzen, toluen, kumen, etil-benzen i brojni drugi
spojevi koji se koriste u proizvodnji plastiénih masa, deterdzenata, lijekova i u druge svrhe.
Tijekom proizvodnje i transporta, petrokemijski produkti dospijevaju s industrijskom
otpadnom vodom u povrsinske vode, a potom i u podzemne, buduci da lako prodiru kroz tlo
(Munjko, 1971; Mahammedilyas Basha i sur., 2010). Ve¢ina petrokemijskih proizvoda,
0sobito spojevi s aromatskom jezgrom, vrlo su toksi¢ni za Covjeka i druga ziva bi¢a. Kod
visokih koncentracija, biogena razgradnja biva zakocena, pa se dugo zadrzavaju u vodama i
tlima (Ernest i sur., 1991; Mc Lelland, 1991).

Fenol, (C¢HsOH), je pri sobnim uvjetima tvar u obliku bezbojnih prizmatskih kristala oStra
mirisa. TaliSte mu je pri 43 °C, a vreliste (1 atm) 132 °C. Na fizikalna svojstva fenola najveci
utjecaj ima hidroksilna skupina zahvaljujuc¢i kojoj fenoli mogu stvarati vodikove veze S
drugim molekulama fenola i s vodom. Iz tog razloga spojevi iz skupine fenola imaju visa
talista i vrelista i topljivi su u vodi od aromatskih ugljikovodika sliéne molekulske mase.
Topljivost fenola u vodi je oko 9 g/100 g vode pri 25 °C, a potpuno na 65 °C. Ako su u ¢istom
fenolu prisutne male koli¢ine vode, vreliSte se snizava ispod sobne temperature. U teku¢em
stanju, kada sadrZi oko 5 % vode, fenol se naziva karbolna kiselina. Na zraku fenol poprima
ruziCastu boju zbog malih koli¢ina oksidnih produkata. Fenol se dobiva iz katrana kamenog
ugljena te benzena. Hidroksilna skupina (— OH) fenola daje kiselu reakciju (konstanta
disocijacije, K,=1,0x10™"°). Kiselost je jaca nego u alkohola i vode, a slabija nego u
karbonskih kiselina 1 ugljicne kiseline. Fenol je vrlo toksiCan jer uzrokuje koagulaciju
proteina te razgraduje kozu kraljeznjaka, pa tako i1 Covjeka. Apsorbira se u krv i djeluje kao
nervni otrov. Iz organizma se uglavnom izlu¢uje urinom. Smrtonosan je u dozama ve¢ od 1 g,
a dulja izlozenost rezultira Stetnim djelovanjem na meka tkiva, pluca, bubrege, krvozilni
sustav i srce (Bruce i sur., 1987). Osim $to Stetno djeluju na ljudsko zdravlje, fenol i njegovi
spojevi akumuliranjem u okoliSu izazivaju niz poremecaja za sve sastavnice okolisa.
Onecisc¢uju zrak, vodu i tlo na nacin da dovode do promjena kemijskih i bioloSkih svojstava
stani$ta, ciklusa hrane, te mikrobioloske i enzimske aktivnosti u vodi i tlu (Mahammedilyas

Basha i sur., 2010).



U prirodi, u povrsSinske vode fenol dospijeva prirodnim putem, razgradnjom ostataka biljaka
ili fenolnim otpadnim vodama petrokemijske i drugih srodnih industrija buduéi da se fenol
upotrebljava kao polazna sirovina u sintezi razli¢itih proizvoda tzv. procesne industrije
(Ibrahim i sur., 2011; de Morais i sur. 2012; Mohammadi i sur., 2015). Uklanjanje fenola
vezano je uz djelovanje mikroorganizama, ponajprije aerobnih bakterija koje su sposobne
prilagoditi se na odredene koli¢ine fenola i njegovih spojeva male molekularne mase, te ga
razgraduju kao organsku tvar (Di Gioia, D. i sur., 2002). Jo§ Sezdesetih godina proslog
stoljeca ispitivana je toksi¢nost fenola najviSe u odnosu na ribe, pri ¢emu je utvrdeno da se
toksi¢nost fenola smanjuje s porastom tvrdo¢e vode (Hammerstingl, 1952). Akutna toksi¢nost
fenola za vodene organizme vidljiva je iz dobivenih LCsq vrijednosti koja primjerice za test
organizam Daphnia magna Straus, 1820 iznosi od 0,09 do 85 mg/dm?®, a za vrstu Pimephales
promelas Rafinesque, 1820 od 1,17 do 110 mg/dm? (lurascu i sur., 2009.). Iz tog su razloga
brojne drzave i medunarodne organizacije ograniCile dopuStenu koncentraciju fenolnih
spojeva u pojedinim vrstama voda (Padilla-Sanchez i sur., 2011; Elci i sur., 2011.). Tako,
primjerice, zakonodavstvom Europske unije (EU Directive 2455/2001/EC) maksimalno
dopustena koncentracija ukupnih i pojedinagnih fenola u vodi za pice je 0,5 ug/dm® , odnosno
0,1 pg/dm® (Peng i sur., 2007; Elci i sur., 2011). Dopustene koncentracije fenola i fenolnih
spojeva u pojedinim vrstama kopnenih voda i moru propisane Uredbom Vlade Republike
Hrvatske kreéu se od 1,5 do 25 pg/dm® (Narodne novine 137/08). Iz industrijskih otpadnih
voda koje sadrze fenol i njegove spojeve, oni se najcesc¢e uklanjaju bioloSkom obradom u
procesima s aktivnim muljem, ekstrakcijom, adsorpcijom i kemijskom oksidacijom.

Aceton je po sastavu keton, (CH3COCHS3). Pri sobnim je uvjetima bezbojna, lako zapaljiva i
lako hlapljiva tekucina karakteristi¢cnog mirisa. Aceton se koristi za otapanje drugih kemijskih
tvari 1 brzo se mijeSa s vodom, alkoholom, dimetilformamidom, kloroformom, eterom i
ve¢inom ulja. Dobiva se i kao koprodukt sinteze fenola i kumena, pri ¢emu nastaju male
koli¢ine metanola, acetofenola i metil-stirena. Prirodnim putem aceton nastaje kao jedan od
proizvoda butil-alkoholnog vrenja ugljikohidrata. Produkti ove fermentacije su n-butil
alkohol, aceton i etanol, kisik i ugljikov dioksid. U ¢ovjekovu organizmu aceton (do nekoliko
mg dnevno) nastaje razgradnjom masti. Pri dugotrajnom gladovanju i dijabetesu u krvi se
takoder nagomilavaju velike koli¢ine acetoacetata, B-hidroksibutirata i acetona, molekula koje
se zajednickim imenom nazivaju ketonskim tijelima.

Aceton se smatra postojanim u zraku jer mu je vrijeme poluraspada 22 do 23 dana (Gierczak i
sur., 1998), dok se ne smatra postojanim u vodi jer iz nje ishlapi za manje od tjedan dana i

osim toga, nema znacajne adsorpcije acetona u sedimente i suspendirane krute tvari (Rathbun
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i sur., 1982; Rathbun i sur., 1991). Provedena istrazivanja uglavnom su pokazala akutnu
toksi¢nost acetona za vodene biljke i alge te vodene mikroorganizme (Liebmann, 1960;
Hutchinson i sur., 2006; Han i sur., 2008; Cho i sur., 2009). Aceton je za zivotinje koje zive u
vodi relativno otrovan, pa je tako granica toksi¢nosti za ribe 5-11 g/L, a za ostale Zivotinjske
vrste oko 9,3 g/L (Liebmann, 1960). Sto se ti¢e kroni¢ne toksi¢nosti acetona, ona je
istrazivana na ribama i vodozemcima gdje je uocen i teratogeni ucinak (Hutchinson i sur.,
2006; Pollard i Adams, 1988).

Benzen, toluen, etil-benzen (BTEX), kumen, stiren i a-metilstiren su aromatski ugljikovodici
¢iju osnovu grade Cine Sesteroclani prsteni te su derivati osnovnog spoja, odnosno benzena,
CsHe. Benzen je najjednostavniji aromatski ugljikovodik koji se dobiva destilacijom katrana
kamenog ugljena, a moze se proizvesti i sintetski. Pri sobnim uvjetima benzen je bezbojna
lako hlapljiva tekuéina, karakteristicnog mirisa, vrelista pri 80 °C, a pri 5,5 °C prelazi u ¢vrsto
stanje. Benzen i njegove pare su kancerogene. Otapa masti, ulja i smole, gori svijetlim
Cadavim plamenom, a pomijeSan sa zrakom stvara eksplozivnu smjesu. Po nekim je
kemijskim svojstvima sli¢an zasi¢enim ugljikovodicima (postojan prema oksidaciji, ne
polimerizira), a po drugima je slican nezasi¢enim ugljikovodicima (burno reagira sa
sumpornom i dusi¢nom kiselinom). Upotrebljava se u kemijskoj industriji kao otapalo i
polazna sirovina za dobivanje brojnih aromatskih spojeva. Benzen i njegovi derivati su
neurotoksi¢ni 1 hematotoksi¢ni, $to je najvise potvrdeno u istrazivanjima na ljudima 1 ostalim
sisavcima (Wallace, 1989; Rosenberg, 1989; Greenberg, 1997). Granica toksi¢nosti benzena
kod riba je 5 — 20 mg/L. Vrsta Daphnia magna bila je izloZena potencijalno smrtonosnim
koncentracijama acetona, benzena, benzenske kiseline, butanola, 1,2-diklor benzena, 2-metil
naftalina, 1,1,2-tetrakloretana, 1,2,4-triklorbenzena i toluena. Nakon 48 sati izmjerene su
koncentracije navedenih kemikalija u tijelu ove vrste te je utvrdena njihova prisutnost od 0,02
do 6310 mmol/kg tjelesne mase, ovisno o kemikaliji (Pawlisz, 1993).

Toluen je metil-benzen, CsHgCHs. Pri sobnim uvjetima je takoder bezbojna lako zapaljiva
tekuc¢ina, slabo topljiva u vodi. Toluen se koristi kao sirovina u kemijskoj industriji za
proizvodnju fenola i toluen-diizocijanata (TDI), benzojeve kiseline, benzil-klorida, ksilena,
vinil-toluena, benzaldehida i krezola, a u manjoj mjeri i kaprolaktama. Toluen je vazan i u
proizvodnji TNT-a, saharina i deterdzenata. Simptomi trovanja kod riba, sli¢ni su kao i kod
benzena. Najvece koncentracije toluena na prirodnim staniStima nadene su u uzorcima uzetim
iz povrsinskog slatkovodnog sloja koji je iznad slane vode (Harland i sur., 1982). Zbog velike

hlapljivosti toluena i velike razlike u vrijednostima topljivosti u slanoj i slatkoj vodi iz
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literature, rezultati statickih ispitivanja bez analize koncentracije izlozenosti su nepouzdani
(Jones i Zabel, 1996).

Etil-benzen, CsHsC,Hs, je mogucée izolirati iz ksilenske frakcije nafte u kojoj ga ima oko 20
%. Kao i benzen, etil-benzen je pri sobnim uvjetima bezbojna lakozapaljiva tekucina, Cije je
vreliSte na 136,2 °C. Zbog niske topljivosti u vodi kao i toluen i etilbenzen se u zraku
zadrzava dulje od benzena, a iz atmosfere se uklanjaju oksidacijom. U prisutnosti dovoljne
koli¢ine kisika u vodi i tlu BTEX se vrlo brzo razgraduju djelovanjem bakterija. U
anaerobnim uvjetima, primjerice u podzemnim vodama, bakterijska je razgradnja spora i
moze trajati mjesecima. lako etil-benzen ima nisku akutnu i kroni¢nu toksi¢nost, u literaturi se
ipak navode dokazi o njegovu Stetnom djelovanju na sredis$nji ziv¢ani sustav (WHO, 1996).
Kumen, CgHsCH(CHj3),, je izopropil benzen koji se dobiva iz propilena i benzina, a sluzi u
sintezi fenola i kao visokooktanska komponenta u avionskom gorivu. Lako je zapaljiva i lako
hlapljiva tekucina pri sobnim uvjetima, gotovo netopljiva u vodi.

Stiren, C¢HsCH=CHa, je najjednostavniji medu arilalkenima. Pri sobnim je uvjetima bezbojna
tekuc¢ina oStra aromati¢na mirisa, talista na -31 °C, a vreli$ta na 145 °C. Dobiva se preradom
nafte i katrana kamenog ugljena, a moze se pripraviti i dehidrogeniranjem etil-benzena. Stiren
lako polimerizira u polistiren koji ima Siroku primjenu u svakodnevnom zivotu kao ,,inertna“
plasti¢na masa za pakiranje i Cuvanje hrane te kao izolator u gradevini. U travnju 2016. stiren
je dodan na listu kancerogenih spojeva s obzirom na njegova svojstva zapaljivosti, akutne
toksi¢nosti, potencijalne mutagenosti te velike ekotoksi¢nosti za alge i rakove i djelomicne
ekotoksi¢nosti za ribe i kopnene kraljeznjake (Earth Resource Foundation, 2016; European
Commission Environment, 2016).

a-metilstiren, CgHsC(CH3=CH,, je takoder pri sobnim uvjetima bezbojna, hlapljiva i
lakozapaljiva tekuéina. Dobiva se katalitickom dehidrogenacijom kumena i metil-benzena.
Nastaje i kao nusprodukt sinteze fenola iz kumena. Cesto sluzi kao zamjena za stiren, iako
lako ne polimerizira, no njegova je proizvodnja jednostavnija.

Acetofenon, C¢HsCOCHg, je fenil metil keton. Poznat je u obliku bezbojne uljaste tekucine ili
bezbojnih, lako taljivih kristala. Netopljiv je u vodi. Vazan je kao intermedijarni spoj u
proizvodnji stirena. Dobiva se Friedel-Craftsovom reakcijom iz benzena i acetil klorida ili
anhidrida octene kiseline, odnosno benzena i benzoil-klorida. Industrijski se proizvodi od etil-
benzena katalitickom oksidacijom sa zrakom. Kloriranjem ili bromiranjem acetofenona
nastaju jaki suzavci. Acetofenon je ugodna mirisa na narancin cvijet ili jasmin te se stoga

koristi u proizvodnji mirisa i kao otapalo.
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Mezitil-oksid je keton koji nastaje od acetona u jako kiseloj, kataliziranoj reakciji. Ovaj spoj
je meduproizvod pri sintezi polimera. Otpadni materijal koji sadrzi mezitil-oksid nije
dozvoljeno izbacivati u kanalizaciju ni u vodotoke, iako nema Kkriterija o dopustivoj

koncentraciji tog otapala u vodi (Uhlik, 2007).

1.5. Znacajke vrste Dicranophorus forcipatus O. F. Miiller, 1786

Vrstu Dicranophorus forcipatus O. F. Miiller, 1786 taksonomski (www.faunaeur.orq)

svrstavamo u:
CARSTVO: Animalia
KOLJENO: Rotifera
RAZRED: Eurotatoria
PODRAZRED: Monogononta
NADRED: Pseudotrocha
RED: Ploima
PORODICA: Dicranophoridae
ROD: Dicranophorus
VRSTA: Dicranophorus forcipatus O. F. Miiller, 1786

Vrsta D. forcipatus O. F. Miiller, 1786 je kozmopolitski rasprostranjen  planktonski
slatkovodni kolnjak (Jersabek, 1998). Tijelo mu je umjereno tanko, prozirno i malo ispupceno
na straznjoj strani. Na prednjem dijelu tijela nalazi se mali rostrum, a na kraju tijela kratka
noga. Prsti noge su slabo nagnuti prema trbusnoj strani i ne§to prema van, a na vrhovima su
zaostreni. Medu noznim Zlijezdama s trbusne strane tijela nalazi se mali mjehuri¢. Zvaénjak
(mastaks) je forcipatnog tipa, $to znaci da je ova vrsta prilagodena hvatanju plijena. Parni
ogranci (ramusi) su krupni s 5 do 10 (najéeS¢e 7) nazubljenja na unutra$njim krajevima.
Potporanj (fulcrum) je dvostruko kra¢i od parnih ogranaka. Epifarinks ima oblik dvaju
Stapica. S lijeve strane zva¢njaka smjestene su zlijezde slinovnice, a ispod njega s obje strane
nalaze se dva para zlijezda s granulama. Retrocerebralna vrecica je tesko zamjetna. Frontalne
ocele su male. Prosjecna duljina Zivotinje je 218 — 500 um, duljina prstiju 50 — 100 pm, a
zvacnjaka 50 — 84 um. U ove vrste poznati su muzjaci duljine do 300 um, dakle manji su od
zenki i u pravilu se pojavljuju periodicki, u mikti¢koj fazi Zivotnog ciklusa. Zenke imaju

jedan ovarij, a muzjaci jedan sjemenik Sto je ujedno 1 obiljezje cijelog razreda Monogononta.
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Vrstu D. forcipatus moguce je prona¢i i u obraStajnim zajednicama litoralnih podrucja

kopnenih voda (Spoljar i sur., 2011) i nekih mora te u podzemnim vodama.

Slika 1. Vanjski izgled vrste Dicranophorus forcipatus O. F. Miiller, 1786
(A. Zenka s ledne strane, B. zenka bo¢no, C. zva¢njak s ledne strane,

D. zvaénjak bo¢no, E. muzjak s ledne strane; preuzeto iz Matonickin i Erben, 1994)

1.6. Cilj istrazivanja

U laboratorijski kontroliranim uvjetima obavljeni su pokusi s kolnjacima vrste Dicranophorus
forcipatus na nacin da su populacije ove vrste izlagane djelovanju razli¢itih toksiénih spojeva
nastalih kao produkt petrokemijske industrije te se kao takvi mogu prona¢i u otpadnim
vodama.

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi otpornost, odnosno stupanj mortaliteta u odnosu
na koncentraciju i vrijeme djelovanja dodavanih spojeva (fenol, acetofenon, mezitil-oksid,,

stiren, a-metilstiren, benzen, etil-benzen, kumen, toluen, aceton).
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Uzgoj pokusnih Zivotinja

U laboratorijskim uvjetima uzgajana je vrsta Dicranophorus forcipatus O. F. Miiller, 1786.
Zivotinje su se tijekom duljeg vremena spontano pojavljivale u kulturi s amebama. Odavde su
oprezno izolirane mikropipetom kako bi se dobila Sto ¢iS¢a kultura samih kolnjaka.
Premjesten su u kristalizirke promjera 8 cm ispunjene s 50 mL otopine za uzgoj sljedeceg

sastava (Wichterman, 1953):

NaCl 01g
KClI 0,004 g
CaCl, 0,006 g

H,O, redest. 1L

U ovu je otopinu dodano i jedno zrno rize. Priredivanje otopine pokusano je i s destiliranom
vodom, no uzgoj je mnogo brze i stabilnije tekao u otopini pripremljenoj s redestiliranom
vodom. Tome je najvjerojatniji uzrok niska pH vrijednost otopine (pH oko 5,4), pripremljene
s destiliranom vodom, $to ponekad usporava i prije¢i rast bakterija kojima se vrsta D.
forcipatus u ovim uvjetima hrani.

Kulture su drzane u termostatu, u mraku, na temperaturi od 22 do 23 °C. Razvitak ove vrste
uspijeva i na niZim temperaturama, a buduci da je ova vrsta kolnjaka euritermna, moguce ju je
uzgajati na temperaturama od -5 do +30 °C. No, kako je uzgoj najbrze napredovao pri
izabranoj temperaturi, ostalo se pri njoj. Ova se vrsta kolnjaka moze uzgajati i na svjetlu, iako
se nesto sporije razmnozava nego u termostatu ili polumraku. Takav nac¢in odrZavanja kulture
kolnjaka bez proto¢ne vode i prozracivanja pripada zatvorenom sustavu uzgoja.

Tijekom uzgoja pokusnih zivotinja, otopina u kojoj je drzana vrsta D. forcipatus mijenjana je
potpuno ili je samo nadolijevana do volumena koji je ispario. Budu¢i da ove Zivotinje u
pravilu plivaju blizu dna, jednostavno se odlije tekucina iz kristalizirke 1 dolije svjeza, kada
stara postane oneciS¢ena ili prezasi¢ena organizmima uslijed ¢ega je doSlo do iscrpljenja
hranjivih tvari iz otopine. Nove su kulture ovog kolnjaka nasadivane pipetom, prenoSenjem
zivotinja iz stare u novu, svjezu otopinu. Tako osvjezZena kultura bila je pogodna za obavljanje

pokusa kroz tjedan dana, nakon $to su se Zivotinje dovoljno razmnoZile.
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2.2. Priprema i provedba pokusa u laboratorijskim uvjetima

Fenol je kao i drugi petrokemijski proizvodi nabavljen u laboratoriju tvornice OKI Zagreb.

Cistoc¢a tih proizvoda je preko 99 %, uz razlidite ostatke. Kod fenola su to tragovi vode i

limunske kiseline. Na kraju pokusa je obavljena kontrola koncentracije fenola Sto je takoder

napravljeno u laboratoriju tvornice OKI Zagreb. Ostali petrokemijski proizvodi koji su

koriSteni u pokusima te njihova ¢isto¢a navedeni su u Tablici 1.

Tablica 1. Petrokemijski proizvodi koristeni u pokusu, njihova ¢istoca i topljivost u vodi

Naziv i saZeta Cisto¢a | Ostatci Topljivost u vodi
strukturna formula (%)
petrokemijskog
proizvoda
acetofenon, CsHsCOCH; | 99,50 mezitil oksid 0,4 % netopljiv u vodi
a-metilstiren 0,1 %
mezitil-oksid, 99,90 - oko 28 g/L (20 °C)
CH3COCH=C(CHjy),
stiren, 99,98 p-tercbutil katahol, sumpor i tragovi | 0,32 g/L (25 °C)
CsHsCH=CH, etilbenzena i toluena
a-metilstiren, 99,20 butil-benzen 0,48 % 0,56 g/L (20 °C)
CeHsC(CH3=CH, kumen 0,3 %, acetofenon 0,01 % i
mezitil-oksid 0,01 %
benzen, 99,98 laki ugljikovodici u tragovima 1,77 g/L (20 °C)
C6H6
etil-benzen, 99,80 tragovi benzena 0,2g/Lna?20°C
CesHsCoHs
kumen, 99,95 benzen 0,03 %, toluen 0,02 % netopljiv u vodi
CsHsCH(CH,),
toluen, 98,80 benzen, etil-benzen, cikloheksan, 0,52 g/L na 20 °C
CeHsCH; tragovi lakih ugljikovodika
aceton, 99,50 voda mijesa se s vodom u
CH3;COCH;, svim omjerima

KoriStene su tri koncentracije petrokemijskih spojeva po dekadskom aritmetickom nizu

izrazene volumnim jedinicama od 0,01,

dodavani mikropipetom graduiranom od 1 do 10 pL.

0,1 i 1 mL na 50 mL kulture. Ti su volumeni
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Za izvodenje pokusa koriStene su kristalizirke od 200 mL. U njih je presadivana kultura s
hranjivom otopinom. Broj kristalizirki je odgovarao broju koncentracija ispitivanih spojeva, a
jedna je kristalizirka bila kontrolna. Zivotinje su nakon presadivanja radi oporavka drzane u
termostatu 24 sata. Nakon toga je odreden njihov pocetni broj i dodani su odredeni volumeni
istrazivanih spojeva. Time je zapoceo pokus (0 sati) koji je trajao 6 dana. Osim na pocetku
pokusa, broj zivotinja je kontroliran nakon 24 i 48 sati, odnosno drugog i tre¢eg dana te Sestog
dana. Na taj se nacin nastojalo utvrditi djelovanje istrazivanih spojeva kod akutnog i

kroni¢nog trovanja (Martin i sur., 1993).

3. REZULTATI

3.1. Djelovanje fenola na vrstu Dicranophorus forcipatus O. F. Miiller u

zatvorenom sustavu uzgoja

Rezultati djelovanja fenola na vrstu Dicranophorus forcipatus u zatvorenom sustavu uzgoja

prikazani su u Tablici 2. i graficki na Slici 1.

Tablica 2. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem fenola

izraZzena u postocima (%)

Koncentracija
0,0 10,0 20,0 100,0 200,0 300,0 400,0

fenola (mg/L)
Vrijeme ) S

_ Promjena broja jedinki (%)
(dani)
0 100 100 100 100 100 100 100
2 1148 91,8 78,4 70,8 52,4 26,6 20,6
3 225,9 123,2 113,0 102,1 94,2 48,8 30,8
6 990,7 394,5 335,4 206,8 195,1 53,7 32,7

Broj jedinki u kontrolnoj skupini je tijekom Sest dana bio u stalnom porastu (Tablica 2, Slika
1). U prva 24 sata zabiljezeno je blago povecanje broja jedinki, da bi nakon 48 sati njihov broj
bio dvostruko veéi (225,9 %). Sestog dana pokusa broj jedinki se povec¢ao za 990,7 %.

Ocekivano, broj jedinki je drugog dana pokusa pao u svim istraZzivanim koncentracijama,

medutim vec treci dan taj broj raste iznad 100 % u koncentracijama od 10,0; 20,0 i 100 mg/L.
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Uoceni trend se nastavlja i dalje te Sestog dana pokusa broj jedinki u koncentracijama od 10,0

do 200,0 mg/L dostizu brojnost vecu od 100 %. Jedino u dvije najviSe koncentracije ta

vrijednost ostaje niska i iznosi 53,7 % za koncentraciju od 300 mg/L i 32,7 % za

koncentraciju od 400 mg/L no i za njih je uoCen blagi porast vrijednosti u odnosu na tre¢i dan
pokusa (Tablica 2, Slika 1).

PROMJENA BROJA JEDINKI (%)

mOmg/L m10mg/L

100
100

Il 100
Il 100
Il 100
Il 100
Il 100

0 SATI

20 mg/L

I 114.8

100 mg/L m200 mg/L m300mg/L m400 mg/L

225.9

3 DANA

o
™M 0
< o g —
ToJeo -
N £ 8 I
. =
2 DANA
VRIJEME (DANI)

102.1

Hl 942

Il 488
B 3038

™~
S
)
<)

3354

206.8

I 195.1

H 537
H 327

I 394.5

6 DANA

Slika 1. Grafi¢ki prikaz promjene broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem

fenola izrazen u postocima (%)

Rezultati mjerenja koncentracije fenola u vodi, provedeni nakon Sestog dana pokusa u

laboratoriju tvornice OKI Zagreb, pokazali su pad svih pocetnih koncentracija fenola, pri

¢emu je najveci pad vrijednosti zabiljezen kod dvije najniZe koncentracije fenola i iznosio je

40 %, odnosno 60 % pocetne vrijednosti koncentracije.

Tablica 3. Promjena koncentracije fenola tijekom pokusa

Vrijeme .

) Koncentracija (mg/L)
(dani)
0 10,0 20,0 100,0 200,0 300,0 400,0
6 4,0 12,0 16,0 32,0 112,0 104,0
u % 40 60 16 16 34 26
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3.2. Djelovanje ostalih petrokemijskih spojeva na vrstu Dicranophorus

forcipatus O. F. Miiller u zatvorenom sustavu uzgoja

Rezultati djelovanja ostalih petrokemijskih spojeva (Tablica 1) na vrstu Dicranophorus
forcipatus u zatvorenom sustavu uzgoja prikazani su u Tablici 4 i na Slikama od 2 do 13.

Za sve ostale petrokemijske spojeve koriStene u pokusima, postavljena je i pracena jedna
kontrolna postava. U toj je postavi broj jedinki postupno rastao i na kraju Sestog dana

dostignuta vrijednost iznosila je 677,9 % od poc¢etnog broja jedinki.

Tablica 4. Promjena broja jedinki pod utjecajem odabranih petrokemijskih spojeva izrazena u

postocima

Ispitivani Volumni Vrijeme (dani)

petrokemijski | omjer u 0 2 3 6

spojevi mL/50 mL Promjena broja jedinki (%)

acetofenon 0,01 100 169,0 292,8 571,5
0,10 100 0 0 0
1,00 100 0 0 0

mezitil-oksid | 0,01 100 104,9 173,1 275,6
0,10 100 0 0 0
1,00 100 0 0 0

stiren 0,01 100 110,4 146,5 3139
0,10 100 12,0 69,7 227,1
1,00 100 0 0 0

a-metilstiren | 0,01 100 115,5 137,2 337,7
0,10 100 98,9 88,9 2244
1,00 100 0 0 0

benzen 0,01 100 156,6 220,0 1750,0
0,10 100 80,5 100,0 481,9
1,00 100 0 0 0

etil-benzen 0,01 100 112,5 148,8 367,7
0,10 100 96,0 92,1 245,0
1,00 100 17,5 47,3 143,3
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Nastavak Tablice 4.

kumen 0,01 100 95,9 108,2 175,3
0,10 100 53,3 70,0 136,6
1,00 100 10,7 44,6 2410
toluen 0,01 100 109,7 146,2 402,1
0,10 100 85,5 103,9 280,2
1,00 100 20,6 26,8 64,0
aceton 0,01 100 181,0 246,5 886,2
0,10 100 113,9 179,1 545,8
1,00 100 124,1 150,8 269,8
KONTROLA | 0,00 100 1949 283,0 677,9

.....

forcipatus. Naime, volumni omjer od 0,1 i 1,0 mL/50mL ve¢ su drugog dana pokusa

uzrokovale ugibanje svih jedinki (Slike 2, 3 i 4). Slijede stiren, a-metilstiren i benzen za koje

je utvrden 100%-tni mortalitet drugog dana pokusa u najve¢em volumnom omjeru, 1,0

mL/50mL (Slike 5, 6 i 7). Benzen i aceton su se pokazali najmanje toksi¢nim te je vrijednost

broja jedinki vrste D. forcipatus zadnjeg dana pokusa bila ve¢a od pokusne postave i iznosila

je 1750,0 % za benzen i 886,2 % za aceton, u odnosu na 677,9 % u kontrolnoj postavi (Slike 6

i 10).
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Slika 2. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem acetofenona

0,01 mL/50mL ®m0,10mL/50mL ™ 1,00 mL/50 mL
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Slika 3. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem mezitil-oksida
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Slika 4. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem stirena
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Slika 5. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem a-metilstirena
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Slika 6. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem benzena
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Slika 7. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem etil-benzena
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Slika 8. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem kumena
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Slika 9. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem toluena
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Slika 10. Promjena broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus pod utjecajem acetona

Iz usporednog prikaza promjene broja jedinki vrste D. forcipatus vidljivo je da kod najnize
koriStene volumnog omjera, 0,01 mL/50mL, samo kod kumena drugi dan pokusa uocen
mortalitet jedinki odnosno, brojnost jedinki se smanjila na 95,9 % u odnosu na pocetnu
postavu no nakon toga za sve istrazivane spojeve brojnost raste i najveca je zadnjeg dana
pokusa (Slika 11). Kao $to je vec ranije navedeno, za benzen i aceton ta je vrijednost i ve¢a no

u kontroli.
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Slika 11. Usporedni prikaz promjene broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus tijekom

Sest dana, pod utjecajem 9 odabranih petrokemijskih spojeva volumnog omjera 0,01 mL/50
mL

Usporeduju¢i volumni omjer od 0,10 mL/50 mL (Slika 12) vidljivo je da su acetofenon i
mezitil-oksid ve¢ prvog dana pokusa uzrokovali ugibanje svih jedinki, a i ostali spojevi, osim
acetona, doveli su do smanjenja brojnosti jedinki vrste D. forcipatus. Tre¢eg dana pokusa
doSlo je do rasta broja jedinki, a daljnji porast vrijednosti utvrden je zadnjeg dana pokusa u
svim pokusnim postavama u kojima su jedinke prezivjele. Kao i kod prethodnog volumnog
omjera i ovdje je najveci rast zabiljezen kod benzena i acetona, ali te vrijednosti nisu vise od
kontrole.

Volumni omjer od 1,00 mL/50 mL acetofenona, mezitil-oksida, stirena, a-metilstirena i
benzena (Slika 13) dovela je do ugibanja svih jedinki u pokusnim posudama. Etil-benzen,
kumen 1 toluen uzrokovali su ugibanje viSe od 50 % jedinki drugog dana pokusa, a blagi
porast vrijednosti uocen je tre¢eg dana. Trend rasta broja jedinki se nastavlja i jasno je vidljiv

zadnjeg dana pokusa.
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Slika 12. Usporedni prikaz promjene broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus tijekom

Sest dana, pod utjecajem 9 odabranih petrokemijskih spojeva volumnog omjera 0,10 mL/50
mL

Volumni omjer spojeva 1,00 mL/50 mL
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Slika 13. Usporedni prikaz promjene broja jedinki vrste Dicranophorus forcipatus tijekom

Sest dana, pod utjecajem 10 odabranih petrokemijskih spojeva volumnog omjera 1,00 mL/50
mL
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4. RASPRAVA

Rezultatima laboratorijskih pokusa nastojala se utvrditi osjetljivost vrste Dicranophorus
forcipatus na odabrane organske spojeve koji se javljaju kao petrokemijski onecis¢ivaci voda.
Ta su istrazivanja dopuna terenskom radu u svrhu preciznijeg odredivanja toksikoloske
vrijednosti odredenih petrokemijskih spojeva, a §to je u uvjetima terenskog rada tesko postici.
U laboratoriju je uspostavljen kontinuirani uzgoj pokusne vrste kolnjaka D. forcipatus, koja je
nakon dugih pokusaja izolirana kao najpogodnija za trajno odrzavanje u zatvorenom sustavu
uzgoja. lako je laboratorijski uzgoj obuhva¢ao samo manji broj Zivotnih uvjeta kojima je ova
vrsta izlozena u prirodi, ipak je bio pogodan zbog njegove jednostavnosti, $to je nuzno u
toksikoloSkim testovima (Gorokhova, 2017; Larramendy, 2016). Osim toga, stalna kontrola
uzgoja pokazala je da se u istrazivanju toksi¢nosti 0sim mortaliteta, kao uobicajenog
pokazatelja, zbog vrlo brzog razmnozavanja kolnjaka, moze pratiti i njihov natalitet
(Larramendy, 2016). Na toj je ¢injenici i temeljen nacin izvodenja pokusa u ovom radu jer se
upravo promjenom broja jedinki odredivalo djelovanje svih odabranih petrokemijskih
spojeva. Pokusima je obuhvaéeno i praceno kratkotrajno (akutno) i uvjetno receno dulje
(kroni¢no) djelovanje odabranih tvari na populaciju pokusnih Zivotinja.

Prvi od istraZivanih spojeva u ovom radu bio je fenol. Buduci da je fenol ugljikovodik Siroke
primjene, nerijetko se njegova koncentracija u prirodnim vodama, posebno kopnenim
vodama, naglo poveca zbog Cega je vazno pratiti utjecaj i posljedice visokih koncentracija
fenola na beskraljeznjake u laboratorijskim uvjetima (Wetzel, 1969; Mahammedilyas Basha i
sur., 2010). To je razlog zasto su u ovom radu odabrane koncentracije fenola od 10 do 400
mgLl. Negativno djelovanje fenola pokazalo se ve¢ prvog dana pokusa, pojavom visokog
mortaliteta pokusnih zivotinja i to ve¢ kod najnize koncentracije od 10 mg/L. Koncentracija
od 200 mg/L bila je letalna za vise od 50 % jedinki ve¢ prvog dana pokusa, no nakon toga do
kraja Sestog dana pokusa dolazi do oporavka, odnosno povecanja nataliteta populacije
kolnjaka. Sli¢no djeluju i vise koncentracije fenola u vodi (300 i 400 mg/L), snazno toksi¢no
na pocetku, a potom sve slabije s duljinom trajanja pokusa. Fenol je poznat kao karbolna
kiselina koja je nekad sluzila kao sredstvo za dezinfekciju jer je jak oksidans. Vjerojatno na
tom principu djeluje i na druge Zivotinje, posebno beskraljeznjake, pa tako i na kolnjake.

Osim mortaliteta i nataliteta kolnjaka, tijekom pokusa je pra¢ena i promjena koncentracije
fenola. Naime, poznato je da je promjena koncentracije ispitivanog spoja neposredno vezana

uz aktivnost bakterija, koje su ujedno ukljucene u zivotni ciklus kolnjaka kao njihova hrana
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(Meadow i Barrows, 1971). Osim toga, promjena koncentracije ispitivane tvari moze
podjednako biti i rezultat njezina hlapljenja, posebno ako se radi o lako hlapljivoj tvari. Stoga
se moze zakljuciti da oporavak pokusnih Zivotinja nije posljedica smanjene toksicnosti, veé
smanjenja koncentracije fenola u vodi kao posljedica njegova hlapljenja (Mahammedilyas
Basha, 2010).

Osim fenola u ovom je radu istrazeno djelovanje jo§ 9 hlapljivih aromatskih ugljikovodika.
Prema djelovanju na kolnjake ove se spojeve moze svrstati u tri skupine.

U prvoj su skupini acetofenon i mezitil-oksid koji pokazuju visoku toksi¢nost. Volumni
omjeri od 0,10 do 1,00 mL/50 mL usmrcuju sve jedinke tijekom jednog dana (24 sata).
Najnizi dodani volumni omjer spojeva (0,01 mL/50 mL) nije prouzro¢ila mortalitet ni nakon
Sest dana.

Drugu skupinu ¢ine stiren, a-metilstiren i benzen. | ovi spojevi kod volumnog omjera od 0,1
do 1 mL/50 mL usmrcuju sve jedinke tijekom prvog dana (24 sata). Nizi volumni omjer ovih
spojeva (0,01 mL/50 mL), toksi¢na je izrazitije samo u prva 24 sata, no nakon toga dolazi do
oporavka populacije kolnjaka.

U trecu skupinu svrstani su etil-benzen, kumen, toluen i aceton. Ni jedan od primjenjivanih
volumnih omjera ovih spojeva ne dovodi do potpunog usmréivanja populacije pokusnih
zivotinja. Tek veéi volumni omjer ovih spojeva dovode do povecanja mortaliteta u prva dva
dana (48 sati). Kod acetona Cak ni takvo djelovanje nije zapazeno. Sve pokusne Kkulture
odrzale su se s velikim brojem Zivih Zivotinja.

Opisana razlika u djelovanju ovih spojeva na pokusne Zivotinje proizlazi iz razli¢itog
intenziteta hlapljenja tih spojeva (Bruce i sur., 1987; lurascu, 2009). Sto neka tvar brze hlapi,
pri odredenoj temperaturi, krace djeluje na pokusne zivotinje. No, Sto je volumni omjer
odredenog spoja veci, potrebno je dulje vrijeme da ishlapi. Prva skupina spojeva hlapi
najsporije i njihovo je djelovanje na pokusne Zivotinje bilo najjace. Druga skupina spojeva
hlapi neSto brze, a tre¢a najbrze. Buduéi da su svi ovi spojevi u pravilu manje gustoce od
vode, oni u ve¢im volumnim omjerima spre¢avaju aeraciju u zatvorenom sustavu uzgoja, sve
dok ne ishlape te tako posredno djeluju na pokusne Zivotinje koje ugibaju zbog nedostatka
kisika (Mc Lelland, 1991; Jones, 1996). Mehanizam neposrednog djelovanja ovih spojeva nije
dovoljno istraZen, iako je on iz rezultata provedenih pokusa o€it i moze se utvrditi razli¢itim
oporavkom pokusnih Zivotinja kod djelovanja razli¢itih spojeva s priblizno istim volumnim
omjerima i brzinom hlapljenja. Poznato je da su kolnjaci jako osjetljivi na nedostatak kisika i
otuda snazno posredno djelovanje ovih spojeva tijekom prva 24 sata, kada gotovo u

potpunosti sprecavaju obnavljanje kisika u pokusnim postavama. Neposredno toksicno
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djelovanje ovih spojeva, samo je nagovijesteno rezultatima pokusa, a daljnja kompleksnija
istrazivanja mogla bi dati konkretnije rezultate. Slaba topljivost ovih spojeva u vodi, uzrokom
je da se posljedice neposrednog toksi¢nog djelovanja nisu mogle uociti u ve¢oj mjeri.

Svi organski spojevi istrazivani tijekom pokusa ili na terenu, mogu se svrstati prema vremenu
negativnog djelovanja i vrijednosti volumnih omjera kod koje se njihovo djelovanje na
zivotinje pocinje primjecivati. Prema vrijednosti (visini) volumnog omjera, petrokemijski
spojevi su se pokazali prili€no toksi¢ni, premda brzo hlape. Pitanje je bi li lako hlapljivi
petrokemijski spojevi bili jednako toksi¢ni i u prirodnim vodama, posebno tekucicama gdje je
veca mogucénost aeracije, nego Sto je u laboratorijskom sustavu uzgoja pokusnih Zivotinja
primijenjenom u ovom istrazivanju.

Rezultati pokusa potvrduju da vrsta D. forcipatus dobro odrazava promjene uzrokovane
dodavanjem razlicitih tvari u njezin okoliS. To je osnovni razlog da se ona koristi kao test-
organizam u toksikoloskim istrazivanjima voda. Osim toga, ova se vrsta lako uzgaja u
laboratorijskim uvjetima i jedna je od rijetkih vrsta s moguénoSéu kontinuiranog uzgoja
(Larramendy, 2016). Te c¢injenice daju povoda za daljnju razradu postupaka s vrstom D.
forcipatus u biotestovima te za njezinu potpunu katalogizaciju u te svrhe.

Eksperimentalni rezultati, iako provedeni u specificnim laboratorijskim uvjetima, mogu se
primijeniti i na prirodna stanista. Madhuri i sur. (2012) navode da organsko optere¢enje ima
slican utjecaj na kolnjake kako u laboratorijskim tako i u prirodnim uvjetima jer je
mehanizam djelovanja organskog optereCenja na kolnjake isti (velika potro$nja kisika u
procesima degradacije).

Dobiveni rezultati upucuju da je korisno 1 vazno obratiti pozornost na ove osjetljive
organizme u vodama, jer su kolnjaci sposobni rano signalizirati nepovoljne promjene u vodi
koje utjeCu na smanjenje bioraznolikosti vodenih Zivotnih zajednica (Weisse i sur., 2013).
Takoder je neosporno da sve vece oneciS¢enje voda nastalo uslijed industrijalizacije, pokazuje
svoje sve snaznije djelovanje (TusSar, 2004). Tu ¢injenicu treba imati na umu pri analizi faune

kolnjaka, bilo u tipi€nim jezerskim, bilo u atipi¢nim brzo teku¢im stanistima.
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5. ZAKLJUCCI

U kontroliranim laboratorijskim uvjetima obavljeno je istrazivanje djelovanja fenola i devet
hlapljivin aromatskih ugljikovodika na kolnjaka Dicranophorus forcipatus O. F. Miiller te je

zakljuceno slijedece:

1. Fenol neposredno uzrokuje mortalitet pokusnih Zivotinja u koncentracijama ve¢im od
10 mg/L samo u prvih 24 sata. Kod duljeg trajanja pokusa broj jedinki pokusnih
zivotinja ponovo raste zbog opadanja koncentracije fenola u vodenoj otopini.
petrokemijskim spojevima u pokusima. VVolumni omjer od 0,10 mL/50 mL uzrokuju
ugibanje svih jedinki unutar prva 24 sata.

3. Stiren, a-metilstiren i benzen uzrokuju potpuni mortalitet pri volumnom omjeru od
1,00 mL/50 mL u prva 24 sata.

4. Etil-benzen, kumen, toluen i aceton pokazali su se kao najmanje toksi¢ni. Do
mortaliteta pokusnih Zivotinja dolazi samo u prvih 24 sata pri volumnom omjeru od
0,10 mI/50 ml, ali ne dovode do potpunog unistenja kulture ni u jednoj pokusnoj
postavi.

5. Smanjena toksi¢nost pojedinih petrokemijskih spojeva odabranih za provodenje
pokusa, posljedica je njihove velike hlapljivosti.

6. Vrsta D. forcipatus pokazala se kao pogodan organizam za provodenje biotestova u
toksikoloSkim ispitivanjima vode.

7. Ako se kompleksnije Zeli obuhvatiti djelovanje odredenih organskih tvari na pojedine
organizme, toksikoloSki testovi bi trebali obuhvacati sloZena istrazivanja koja bi
ukljuc¢ivala i promjenu broja bakterija tijekom pokusa i promjenu
koncentracije/volumnog omjera koristene tvari, a §to prilikom ovih pokusa nije uvijek

1 u jednakoj mjeri radeno.
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7. ZIVOTOPIS

Dinka Bréinovi¢ rod. Brkié

Rodena sam 31. kolovoza 1973. godine u Slavonskom Brodu. Osnovnu Skolu Ivane Brli¢
Mazurani¢ pohadala sam u Slavonskom Brodu, gdje sam zavrsila i opéu gimnaziju Matija
Mesi¢. Godine 1992. upisala sam profesorski smjer biologije i kemije na Bioloskom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Od 1999. godine zivim i radim
u Njemackoj. Udana sam i majka sam dvoje djece. Posjedujem vjestine laboratorijskog rada
steene na fakultetu te osnovne digitalne kompetencije (MS Office). Aktivno govorim, ¢itam i
pisem njemacki jezik. Radim s djecom vrticke i predskolske dobi pri ¢emu sam posebno
angazirana u pripremi i provedbi terenskih nastava u prirodu te pripremanju kreativnih
radionica, edukativnih igara i igrokaza vezanih uz ekoloSke teme. Kao volonter sudjelujem u
humanitarnim radu u Hrvatskoj Katoli¢koj Misiji Niirnberg i u radu s beskuénicima pri
njemackim zupama St. Kunigund- St. Stefan Niirnberg. Aktivna sam c¢lanica Hrvatskog

kulturnog drustva Tin Ujevic.
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