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POPIS KRATICA

BPA — bisfenol A

BSA — govedi serumski albumin (eng. bovine serum albumin)

CBBG — Coomassie Brillant Blue G-250 (plavo bojilo)

CNDB - 1-kloro-2,4-dinitrobenzen

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

EPA — Americka agencija za zastitu okoliSa (eng. Environmental Protection Agency)
GSH - glutation

GST — glutation-S-transferaza

HALMED —Agencija za lijekove 1 medicinske proizvode

LP — lipidna peroksidacija

MDA — malondialdehid

MS — masena spektrometrija

OECD - Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj

OO - organska onecis¢ivala

ORZO - onecis¢ivala od rastuéeg znacaja za okoli§ (eng. contaminants of emerging
environmental concern)

PBS — fosfatna puferirana otopina soli (eng. phosphate-buffered saline)

PEFT — test u€inkovitosti hranjenja nakon izlaganja (eng. post-exposure feeding test)
PTFE — politetrafluoretilen

ROS — reaktivni oblici kisika (eng. reactive oxigen species)

TBA — tiobarbiturna kiselina

TCA — trikloroctena kiselina

UHPLC — teku¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti

UHPLC/QTOF/MS — eng. ultra high performance liquid chromatography/guadrupole time-
of-flight/mass spectrometry

UV/VIS — ultraljubicasta/vidljiva spektroskopija

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization)
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1. UVOD
1.1. Oneciscéenje i ekotoksikologija

Onecis¢enje podrazumijeva prisutnost strane kemijske tvari (onecis¢ivala) ili energije
u okoliSu u koncentraciji/koli¢ini koja u kra¢em vremenskom razdoblju ne uzrokuje izravnu
Stetu za zdravlje ljudi ili drugih Zivih organizama. S druge strane, zagadenje je unosenje neke
strane kemijske tvari ili energije (radioaktivnost, buka, toplina) u postojanom obliku u okolis,
u koncentraciji ili koli¢ini koja uzrokuje izravnu Stetu za okolis, zive organizme ili ljudsko
zdravlje. Zagadenjem se smatraju dugotrajni Stetni i Cesto nepovratni utjecaji na okoli§ i

njegove materijalne ili estetske vrijednosti (Chapman, 2007).

Velike koli¢ine onecis¢ivala, iz otpada nastalog putem industrijskih i poljoprivrednih
aktivnosti, ulaze u okolis: zrak, tlo te povrSinske i podzemne vode (Radi¢ i sur., 2010).
Onecis¢ivala se proucavaju u svrhu otkrivanja njihovog utjecaja na zive organizme, s obzirom
na njihovu koncentraciju, postojanost, vrijeme zadrzavanja u okoliSu i trajanje izlozenosti
organizama njihovu djelovanju. Utjecaj kemikalija moze biti izravan, ali i neizravan zbog
slozenih interakcija (Hollert i Keiter, 2015) i hranidbenih mreza na viSim razinama bioloske

organizacije (Babi¢ i sur., 2017).

Istrazivanje utjecaja pojedinih spojeva na okoli$ i1 zdravlje organizama u njemu, a
neposredno 1 na Covjekovo zdravlje, predmetom je ekotoksikologije. Ekotoksikologija je
interdisciplinarna znanost o okoliSu koja se bavi interakcijama izmedu kemikalija prisutnih u
okoliSu 1 zivog svijeta, usredotoCuju¢i se na Stetne ucinke koji se javljaju na razliitim
razinama bioloske organizacije. Razvila se iz tri razliite discipline: toksikologije,

primijenjene ekologije 1 kemije okoliSa (Preston, 2002).

Ljudske aktivnosti (industrija, poljoprivreda, urbanizacija) u okoliSu posljedi¢no
rezultiraju oneciS¢enjem. Toksicni spojevi ulaze u interakciju sa zivim 1 neZivim dijelovima
ekosustava, utjeCu na zdravlje i prezivljavanje organizama te na normalno funkcioniranje
biocenoza. Izravnim ispuStanjem velikih koli¢ina anorganskih i organskih tvari u okolis,
putem padalina ili ispiranjem poljoprivrednih povrSina, ve¢ina otpadnih tvari antropogenog
porijekla dospijeva u vodena tijela. Vodeni okoli§ djeluje kao konaéni primatelj glavnine
onecis¢enja pa je zbog toga posebno ugrozen (Stambuk, 2011). Cak i kad one¢iiéenje ne ulazi
izravno u vodeni okoli§, neizravno moze pristi¢i putem tla ili zraka, a i oborine mogu ispirati
dio prisutnih onecis¢ivala. Ako je tlo propusno, s vremenom utjecaj oneciS¢enja pristize i do

1


https://hr.wikipedia.org/wiki/Zdravlje

podzemnih voda. Zbog toga, oneciS¢enje voda predstavlja jedan od najkriti¢nijih problema
danasnjice, posebno jer postoji mogucénost ugrozavanja izvora pitke vode. Ciklus vode u
okolisu takoder igra bitnu ulogu u Sirenju onecis¢enja. OneciS¢ena voda isparava i zraénim se
masama prenosi na druga podrucja te oborinama dospijeva na nova i dotad nezagadena
podru¢ja. Okoli§ je zaokruzena cjelina i sve treba uzeti u obzir kada se planira ispusStanje

Stetnih tvari u njega (Sparling, 2016).

Izvori ulaska organskih onecisc¢ivala (OO) mogu biti tockasti i difuzni. Tockasti se izvor
moze to¢no odrediti 1 kvantificirati. Primjer toCkastih izvora su oni izvori koji ispustaju velike
kolicine otpada u okoli§ na jednom mjestu kao Sto su pojedinacni industrijski kompleksi,
postrojenja i bolnice. S obzirom da se tockasti izvori mogu to¢no definirati, mozemo ih bolje
pratiti od difuznih. Difuzni su izvori rasprSeni u prostoru, a neki od primjera su koristenje
pesticida u poljoprivredi ili otpadne vode domacinstava. Oni ne ispuStaju velike koli€ine
otpada na jednom mjestu pa predstavljaju i manju opasnost jer dolazi do razrjedenja i nema
vrlo visokih koncentracija u okoliSu. Neki od glavnih puteva ulaska otpada u okoli§ su
otpadne komunalne vode, odlagaliSta otpada i procjedne vode, poljoprivredni, bolnicki,

industrijski te kuc¢anski otpad (Li, 2014).

Wew re

1.1.1. Oneciséivala od rastuceg znacaja za okolis

S pojavom sve naprednijih analiti¢kih metoda, danas se otkrivaju kemikalije koje prije
nisu bile detektirane ili su prethodno bile prisutne u daleko manjim koncentracijama (ispod
razine detekcije). Ove kemikalije poznate su kao oneciS¢ivala od rastu¢eg znacaja za okoli$
(eng. contaminants of emerging environmental concern) (ORZO), a poti¢u zabrinutost jer
rizik koji predstavljaju za zdravlje ljudi 1 okoliSa jo§ nije u potpunosti definiran (Water
Quality Association, URL 7). To su kemikalije koje su u tragovima otkrivene u globalnim
zalihama pitke vode, a ukljucuju lijekove, proizvode za osobnu njegu (sapune, kozmeticke
proizvode, mirise i dr.), pesticide te spojeve koji mijenjaju i oSte¢uju endokrini sustav
(endokrini modulatori). Ta su oneciS¢ivala sve prisutnija u vodi za pice, a napredak
tehnologije 1 analitickih uredaja tek je odnedavno omogucio njihovo otkrivanje i
kvantificiranje (Scientific American, URL 4). Za ve¢inu ORZO trenutno postoji vrlo malo
dostupnih informacija o njihovom potencijalnom toksikoloskom znacenju u ekosustavima, a
posebno o dugoro¢nom izlaganju i uéincima na okoli$ u niskim, subletalnim koncentracijama

(Smital, 2008).



Potencijalna ORZO uklju¢uju mnoge grupe spojeva kao Sto su pesticidi, lijekovi,
hormoni, mirisi, plastifikatori, usporavala gorenja, nanocestice, perfluoroalkilni spojevi,
klorirani parafini, siloksani te razni elementi u tragovima. Medu najraSirenijim organskim
oneci$¢ivalima (OO) nalaze se postojana organska zagadivala (eng. persistent organic
pollutants, POP), kao §to su poliklorirani bifenili (eng. polychlorinated biphenyls, PCB),
heksaklorocikloheksani, klordan, toksafen te policiklicki aromatski ugljikovodici (eng.
polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH). Svi navedeni spojevi predstavljaju opasnost za
vodene ekosustave, posebno vodene organizme i ljude (Sauvé i Desrosiers, 2014). Detergenti,
biocidi, gnojiva, radioaktivni materijali, teSki metali i toplinska onecis¢ivala samo su neki od
najvaznijih izvora onecis¢enja (Sharma, 2005). Popis glavnih i najvaznijih onecis¢ivala koja

dospijevaju u vodene ekosustave kroz razlicite izvore predstavljen je u Tablici 1.

vvvvv

Vrsta onecdiséivala Primjer
Organske molekule Detergenti, ulja, pesticidi, farmaceutici
Biljni nutrijenti Nitrati, fosfati
Teski metali Hg, Cd, Pb, As, Mo itd.
) Voda koja se koristi za procese hladenja npr.
Toplina
hladenje reaktora

Suspendirane Cestice Cestice mulja, prasine, pijeska i sl.

_ _ _ Radioaktivni otpad, radioaktivne Cestice 1z
Radioaktivne tvari ‘ y
nuklearnih eksplozija

1.1.2. Organska oneci$¢ivala u vodi

Globalni ljudski utjecaj na slatkovodne ekosustave dosegao je takve razmjere da oni
danas gube biolosku raznolikost ve¢om brzinom od najugrozenijih kopnenih staniSta
(Dudgeon i sur., 2006). U dana$nje vrijeme ubrzanog industrijskog i tehnoloSkog razvoja te
nedovoljnog poznavanja Stetnog utjecaja Covjeka na okoli$, broj proizvedenih kemikalija

raste, a vodeni se sustavi sve viSe nekontrolirano oneciS¢uju i zagaduju. Na popisu Agencije



za zastitu okoliSa Sjedinjenih Americkih Drzava (US EPA, eng. United States Environmental
Protection Agency) navedeno je vise od 85 000 kemijskih spojeva koji pripadaju Zakonu o
kontroli toksi¢nih spojeva (Toxic Substances Control Act - TSCA popis) (Erickson, 2017).
Svake godine se proizvede oko 1000 novih kemijskih spojeva koji najces¢e zavrSavaju u
vodenom okoliSu i te kemikalije predstavljaju potencijalnu opasnost za zdravlje ljudi i
zivotinja izazivajuc¢i Sirok raspon negativnih ucinaka: teratogenost, neurotoksi¢nost i
genotoksi¢nost, endokrine poremecaje 1 imunosupresiju (Hollert i Keiter, 2015). Da bi se neki
spoj uopée smatrao znacajnim onecisS¢ivalom i imao znacajan utjecaj na vodeni okoli$, mora
zadovoljiti nekoliko uvjeta (Bayona i Albaiges, 2006): 1) proizvodnja u velikim koli¢inama
(kao primarnog proizvoda ili kao popratnog spoja u proizvodnji neke druge kemikalije) ili
kontinuirano ispustanje u okoli§, 2) otpornost na abioticke 1 bioticke oblike razgradnje, 3)

sklonost bioakumulaciji.

PovrSinske 1 otpadne vode slozene su smjese koje mogu sadrzavati razlicita
onecis¢ivala razli¢itog porijekla. Velike koli¢ine onecis¢ivala iz industrijskog i poljopri-
vrednog otpada oneciS¢uju zrak, tlo, ali i povrSinske i podzemne vode. S obzirom da je voda
jedan od najvaznijih prirodnih resursa, vrlo je vazno procijeniti Stetne ucinke spojeva kako bi
se pratila kvaliteta vode 1 zastitila bioloSka raznolikost vodenih okoliSa. U Europskoj uniji
(EU), drzavne agencije za vodu koje slijede politiku EU redovito provode prac¢enje kvalitete

voda s ciljem kontrole i1 sprjeavanja oneciS¢enja (Milaci€ 1 sur., 2017).

Vrlo je teSko kvantificirati rizik povezan s oneciS¢ivalima prisutnim u okoliSu.
Kvalifikacija 1 kvantifikacija oneciS¢ivala pomocu kemijskih analiza moZe odrediti
koncentracijske razine tvari prisutnih u istraZivanom ekosustavu. No, ta se oneciS¢ivala
rijetko javljaju sama i obi¢no se nalaze u sloZenim smjesama. Na taj nacin uzrokuju ucinke
koji se razlikuju od ucinka pojedine kemikalije (Hollert 1 Keiter, 2015) stoga treba uzeti u
obzir 1 njihova moguca sinergisticka, aditivna ili antagonisticka medudjelovanja. Takoder,
Stetni se spojevi pojavljuju u vrlo niskim, subletalnim koncentracijama §to poprili¢no oteZava
njihovo pouzdano odredivanje kemijskom analizom. Takve niske koncentracije onecis¢ivala u
nekim sluc¢ajevima mogu izazvati promjene na molekularnoj i/ili stani¢noj razini (DNA,
bjelancevine, lipidi) (Sauvant i sur., 1997; Richter i sur., 2015). Stetni u¢inci ovise o
koncentraciji, ali 1 o trajanju izlaganja pa tako mogu biti akutni, subkroni¢ni ili kronicni.
Spojevi prisutni u ekosustavu takoder se mogu akumulirati kroz hranidbeni lanac, $to
predstavlja rizik za razlicite troficke razine, kao i za ljude kroz konzumaciju ribe i vode

(Babi¢ 1 sur., 2017). Zbog svega prethodno navedenog razvijeni su razli¢iti ekotoksikoloski
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testovi koji primjenjuju razli¢ite modelne organizme. Bioloski testovi koji koriste Zive stanice
ili organizme mogu dati opceniti ili rjede, specificni odgovor na djelovanje smjesa onecis¢i-
vala prisutnih u niskim koncentracijama u uzorku, a bez prethodnih informacija o sastavu i

svojstvima smjese dobivenih kemijskom analizom (Richter i sur., 2015).

vvvvv

U zadnje se vrijeme sve viSe sintetiziraju 1 proizvode razni organski spojevi koji se
koriste u industriji, poljoprivredi, medicini te proizvodima za osobnu njegu. S obzirom na brz
rast industrije, postoji malo informacija o njihovom utjecaju na ekosustav i ljudsko zdravlje.
Uz namjerno sintetizirane spojeve nastaju i njihovi transformacijski produkti koji dodatno
povecavaju broj prisutnih organskih spojeva (Li, 2014; Pal 1 sur., 2010). Ovo je istraZivanje
bilo usmjereno na pet skupina organskih oneciS¢ivala: farmaceutike, pesticide, industrijske

kemikalije, hormone te ,,ostalo®.

1.2.1. Farmaceutski proizvodi

Farmaceutski proizvodi su kemijski spojevi koji se koriste u svrhu dijagnosticiranja,
lijecenja, ublazavanja ili sprjeavanja bolesti ili drugih abnormalnih stanja (WHO, 2011).
Proizvode se i koriste u velikim koli¢inama, njihova upotreba i raznolikost raste iz godine u
godinu (WHO, 2011), a u protekla dva desetlje¢a spominju se i kao ORZO. Buduc¢i da se
kontinuirano poboljSavaju sposobnosti otkrivanja raznih onecis¢ivala, dokazana je raSirena
prisutnost ljudskih i/ili veterinarskih lijekova u povrSinskim vodama (Water Quality
Association, URL 7), ali i u podzemnim vodama te pitkoj vodi kao rezultat proizvodnih
procesa i nepravilnog odlaganja (Bound i Voulvoulis, 2004; Hernando i sur., 2006). Razlog
zbog kojeg bi farmaceutici mogli biti zanimljivi u ekotoksikoloskom kontekstu je taj da oni
posjeduju sposobnost aktivacije specificnog bioloskog odgovora. Ovi spojevi Cesto imaju
slicne fizikalno-kemijske karakteristike kao $to su lipofilnost (sposobnost prolaska kroz
stanicne membrane) i1 postojanost (kako bi izbjegli neaktivnost prije nego izazovu ucinak
lijecenja), a to znaci da imaju potrebna svojstva za bioakumulaciju i1 izazivanje ucinaka u

neciljanim vodenim organizmima (Halling-Sgrensen 1 sur., 1998).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, lijekovi mogu uéi u okoli§ na viSe nacina
od kojih je najces¢i put iz otpadnih voda domaclinstava (kanalizacija) i1 uredaja za
procis¢avanje otpadnih voda (WHO, 1993). Do 90% oralnih lijekova prolazi nepromijenjeno

kroz ljudsko tijelo jer se ne apsorbira u potpunosti te tako ulazi u otpadne vode prilikom
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ekskrecije. Farmaceutski proizvodi takoder mogu nenamjerno do¢i u vodu tijekom
proizvodnje, rukovanja, skladiStenja i upotrebe ili se mogu namjerno odbaciti neiskoriSteni

(Scientific American, URL 4).

1.2.2. Pesticidi

Pesticidi su kemikalije koje se koriste za ubijanje, odbijanje ili kontroliranje rasta
1/ili ponasanja Stetnih bioloskih organizama (JMPS Manual, 2016). Pesticidi se klasificiraju
prema vrsti nametnika na koje djeluju, nacinu 1 razdoblju djelovanja te prema sastavu. To
mogu biti kemijske tvari, bioloski agensi (npr. virusi ili bakterije) ili dezinficijensi (Saravi i
Shokrzadeh, 2011). Ova raznolika skupina spojeva ukljucuje insekticide, herbicide i
fungicide, koji su 1 uklju€eni u ovo istrazivanje, ali i nematicide, akaricide, rodenticide te
avicide (Laetz i sur., 2009). Za razliku od vec¢ine drugih kemikalija, pesticidi se namjerno
ispustaju u okoli§ radi kontrole nepozeljnih organizama (JMPS Manual, 2016). Potro$nja
pesticida kontinuirano raste, kako u broju kemikalija koje se koriste, tako 1 u koli€ini
rasprSenoj na poljoprivrednim povrSinama (Carvalho, 2006). To su bioloski aktivne tvari, vrlo
postojane 1 imaju sposobnost bioakumulacije kroz hranidbeni lanac preko tla i vode (Preston,

2002), a ljudi su sve izlozeniji pesticidima u namirnicama, vodi i zraku (Malev, 2012).

Danas, s vaznom ulogom poljoprivrede u drustvu, pesticidi se koriste u jako velikim
koli¢inama 1 znacajno utjecu na okoli§, posebno na vodene ekosustave gdje su toksi¢ni i za
neciljane organizme. Predstavljaju jednu od najvazZnijih skupina kemijskih stresora u okoliSu.
Pesticidi su sve prisutnija oneciS¢ivala u okoliSu, a ulaze u kopnene vode otjecanjem s

poljoprivrednih povrsina i iz domacinstava (Fochtman i sur., 2000; Sabra i Mehana, 2015).

1.2.3. Industrijske kemikalije

Industrijska emisija podrazumijeva ispuStanje ili istjecanje otpadnih tvari te
ispustanje energije (toplina, buka) iz industrijskih postrojenja u zrak, tlo ili vodu. Industrijske
kemikalije su spojevi koji se koriste u industriji, a obuhvacaju Sirok raspon kemikalija koje se
koriste u razli¢ite svrhe: perfluoralkilne i polifluoralkilne tvari koje se koriste u kromiranju i
vatrogasnim pjenama, kao repelenti za odbijanje vode, ulja 1 mrlja u tekstilu i kozi te kao
organski surfaktanti (povrSinski aktivne tvari) u razli¢itim proizvodima (OEHHA, 2015;
Ahrens 1 Bundschuh, 2014), bisfenol A (BPA) koristi se u proizvodnji plastike, polikarbonata
i epoksi smola (Ulhaq i sur., 2013), benzotriazoli su sastavni dijelovi hidraulickih kocionih

tekucina, meduproizvodi za boje, fungicide i lijekove, dok se alkilfenol etoksilati primjenjuju
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kao detergenti, emulgatori i ovlazivaci (Seeland 1 sur., 2012; Soares i sur., 2008). Nonilfenol i
oktilfenol glavni su metaboliti koji nastaju anaerobnom razgradnjom alkilfenol etoksilata, a
koriste se kao neionski surfaktanti u kemijskim sredstvima za ¢iS¢enje i dezinfekciju te u
industriji papira i tekstila. Svi su ti spojevi Siroko zastupljeni jer se koriste u proizvodnji
deterdZzenata i PET ambalaze, a veéina je vrlo stabilna u okoliSu i otporna na hidrolizu,
fotolizu 1 biorazgradnju te se bioakumulira kroz hranidbeni lanac (npr. perfluorirani spojevi)
(Bossi 1 sur., 2008). Mnogi od tih spojeva djeluju kao endokrini modulatori (Jensen i Leffers,
2008; Kortner i Arukwe, 2007), a neki od njih mogu prevaliti velike udaljenosti kroz
atmosferu i vodu (Ahrens i Bundschuh, 2014).

1.2.4. Hormoni

Hormoni su kemijske signalne tvari koje se nakon specificnog podrazaja sintetiziraju u
malim koli¢inama i izlucuju iz endokrinih stanica i zlijezda. Tjelesnim teku¢inama prenose se
do drugih (ciljanih) stanica u tijelu 1 nadziru njihovu funkciju i reguliraju biokemijske
procese. Hormoni djeluju uglavnom na metabolicke procese u tijelu. S obzirom na kemijsku
gradu, hormoni se mogu svrstati u tri glavne skupine: derivate aminokiselina, peptide i
bjelancevine te steroidne hormone. Steroidni hormoni nastaju iz kolesterola, a s obzirom na
funkcije koje obavljaju mogu se podijeliti na: glukokortikoide (reguliraju metabolizam
hranjivih tvari i upotrebu energije), mineralokortikoide (reguliraju ravnotezu soli i vode),
androgene (nadziru spolne funkcije u muskarca) te estrogene i progesteron (nadziru spolne
funkcije u Zene). Steroidni se hormoni razgraduju uglavnom u jetri, a nakon pretvaranja u
manje aktivne oblike izlu€uju se mokra¢om, stolicom ili putem Zuci. Mnogi se hormoni 1
spojevi s hormonskom aktivno$¢u danas sintetiziraju laboratorijski, §to znatno povecava
moguénost njihove terapijske primjene. Pod pojmom "sinteticki hormoni" najceSce se
podrazumijevaju izmijenjeni hormoni, tj. hormonski analozi koji se uglavnom koriste u

klasi¢noj nadomjesnoj hormonskoj terapiji ili hormonskoj kontracepciji.

Hormoni koji su detektirani u kopnenim vodama c¢esto se analiziraju 1 proucavaju
zajedno sa sintetskim steroidima. Prisutnost hormona u otpadnim vodama prvenstveno se
objasnjava primjenom u humanoj terapiji, a kao produkti metabolizma 1 ekskrecije, hormoni u
najvec¢oj mjeri zavrSavaju u vodenom okoliSu putem komunalnih otpadnih voda. Zbog svoje
lipofilne prirode, adsorbiraju se na Cestice u vodi i brzo se uklapaju u sediment (Writer i sur.,
1995), a problem predstavlja i moguénost bioakumulacije, biomagnifikacije 1 kretanje kroz

prehrambeni lanac (Magi i sur., 2010). Prisutnost steroidnih hormona u vodenom okoliSu



predstavlja veliki problem jer su to spojevi koji snazno utje€u na endokrini sustav i mogu
ometati funkciju hormona u tijelu te izazvati niz funkcionalnih poremecaja kod covjeka i
Zivotinja, kao §to su smanjene reproduktivne sposobnosti te usporen rast i razvoja organizma
(Barreiros i sur., 2016). Kao rezultat intenzivnog oneciS¢enja vodenog okolisa, steroidni
hormoni su zabiljeZeni u povrSinskim i podzemnim vodama (Al-Odaini i sur., 2010; Gorga i
sur., 2015), sedimentima (Gorga 1 sur., 2015) pa ¢ak i u vodi za pi¢e (Magi i sur., 2010;
Vulliet i sur., 2011). Prema nekim istrazivanjima, koncentracije estrogenih hormona u
otpadnim vodama ¢esto su daleko iznad praga dozvoljenih koncentracija (Sauvé i Desrosiers,

2014).

1.2.5. Spojevi koji nisu svrstani u prethodne skupine (,,Ostalo*)

Kemikalije kao §to su acesulfam, koji se koristi kao sladilo, oktinoksat — spoj
organskog UV filtra, iopromid — neionski jodirani kontrastni agens i metaboliti, kao $§to su 2-
NP-AQZ, 4-acetilaminoantipirin, 4-formilaminoantipirin i N-desmetilklozapin ukljuceni su u
posebnu skupinu pod nazivom "ostalo" jer po djelovanju i koristenju ne pripadaju u prethodno

navedene skupine.

1.3. Monitoring okoliSa i procjena toksi¢nosti

Zbog sve vecCeg broja oneciS¢ivala razvijaju se nove analiticke tehnologije i
metodologije kojima se bolje otkrivaju Stetne tvari 1 procjenjuje njihov negativan utjecaj na
okoli§ (Sparling, 2016). Kemijske 1 fizikalne analize same po sebi nisu dovoljne za otkrivanje
djelovanja svih potencijalno toksi¢nih tvari u vodi. One obi¢no ne ukljuCuju interakcije
izmedu pojedinih kemikalija, a mogu odrediti samo prisutnost i koncentraciju pojedinog
onecis¢ivala u mediju. Primjenom bioloskih analiza na modelnim organizmima moguce je
ukazati na potencijalni toksi¢ni u¢inak uzrokovan djelovanjem smjesa onecis¢ivala. Potrebno
je koristiti viSe bioloskih metoda s razli¢itim vrstama/porodicama organizama jer je vrlo
vjerojatno da imaju razli¢ite odgovore 1 osjetljivost na pojedine kemikalije ili njithove smjese.
Na taj nacin dobivene podatke mozemo interpretirati kao informacije o cjelovitom stanju
vodenog ekosustava (Mankiewicz-Boczek i sur., 2008). Pracenje stanja okoliSa (trajno
motrenje — monitoring) podrazumijeva niz aktivnosti koje ukljucuju uzorkovanje unaprijed
odredenom dinamikom, ispitivanje i sustavno mjerenje te prac¢enje prirodnih i drugih pojava u
okolisu u svrhu zastite. BioloSki su sustavi pogodeni djelovanjem toksikanata i stoga pruzaju
detaljniju informaciju o ucinku sveukupnog oneciS¢enja od samih kemijskih analiza (Jha,

2004) pa je razvoj detekcije oStecenja ekoloskih sustava analizom bioloSke komponente od
8



posebnog znacaja u otkrivanju posljedica oneciSéenja. Takva temeljita analiza vazna je kako
bi se osigurao dobar ekoloski 1 kemijski status vode prema zahtjevima Okvirne direktive o
vodama Europske unije 2000/60/EC (Mankiewicz-Boczek i sur., 2008). U Republici
Hrvatskoj se sustavno motri stanje voda na oko 450 mjernih postaja za povrsinske i oko 700
mjernih postaja za podzemne vode. Standardi za odredivanje kakvoce povrSinskih i
podzemnih voda propisani su Uredbom o standardu kakvoce voda (NN br. 73/13) temeljenom
na Zakonu o vodama (NN br. 153/09, 130/11, 56/13) koja se primijenjuje od 2011. godine
(Sofili¢, 2014).

Za pravilnu i detaljnu procjenu toksicnosti neke kemikalije potrebno je definirati
toksi¢ni ucinak koji se analizira i korelaciju doza-odgovor, razjasniti mehanizme djelovanja i
odrediti toksikodinamiku kemikalije. Osim detaljnih toksikoloskih ispitivanja jedne
kemikalije, javlja se potreba za opseZnim ispitivanjem zajednickog toksi¢nog djelovanja
nekoliko stotina kemikalija. Dostupnost spregnutih analitickih tehnika tekuc¢inske kromato-
grafije visoke djelotvornosti i masene spektrometrije (HPLC-MS) u suvremenim istrazi-
vanjima dovela je do revolucije analitickih metoda za analizu organskih molekula poput
farmaceutski aktivnih spojeva, veterinarskih lijekova i pesticida (Kuster i sur., 2006).
Suvremena HPLC-MS analiticka tehnologija ima izvrsnu osjetljivost i omogucuje razvoj
metoda koje istovremeno analiziraju veliki broj kemikalija u razliitim uzorcima s vrlo

visokom ucinkovito$¢u (Alder i sur., 2006).

1.3.1. In vivo biotestovi

Razumijevanje djelovanja toksic¢nih tvari i odgovora organizama na njih ima veliku
ekolosku vaznost i gotovo je nemoguce potpuno eliminirati upotrebu modelnih organizama u
ekotoksikoloSkim istraZzivanjima. Za bolje vrednovanje ucinka na cijeli organizam koriste se
standardizirani in vivo testovi s vrstama iz razli¢itih trofickih razina (bakterije, alge,
beskraljeZnjaci). KoriStenje standardiziranih protokola u laboratorijskim pokusima je poZeljno
jer se osiguravaju ponovljivi i usporedivi podatci. Ovi bioloSki testovi mjere ucinke na
parametre kao $to su stopa rasta, smrtnosti 1 reprodukcije te aktivnost hranjenja, a ukljucuju 1

ucinke temeljene na specifi¢nim biokemijskim biomarkerima (Malev, 2012).



1.4. Modelni organizmi

Osjetljivost modelnog organizma na toksi¢ne spojeve slozen je problem jer
ukljucuje vrstu modelnog organizma, vrstu onecis¢ivala, uvjete u okoliSu, metode ispitivanja,
zivotni stadij modelnog organizma te mnoge druge ¢imbenike (Tuikka i sur., 2011). Kako bi
se §to bolje procijenila toksi¢nost vode potreban je veci broj biotestova s vise jedinki i s vise
razli¢itih vrsta organizama zbog intraspecijske i interspecijske varijabilnosti (Silva i sur.,

2009), a i razliciti toksikanti imaju razli¢ito djelovanje.

Vecina ekotoksikoloskih testova na modelnim organizmima ima viSestruke
prednosti. Ti su testovi osjetljivi, brzi, ponovljivi i zahtijevaju relativno male koli¢ine
uzoraka. Sve ih to ¢ini prikladnim za ispitivanje veceg broja uzoraka. Takoder, vrlo su korisni
jer mogu integrirati toksi¢an ucinak oneciS¢ivala i omoguciti detaljniju procjenu mogucih

negativnih u€inaka smjesa toksi¢nih tvari u okolisu (Kallqvist i sur., 2008).

Beskraljeznjaci se &esto koriste u istrazivanjima. Clankonogci su vrlo dobri modelni
organizmi za proucavanje osnovnih mehanizama koji se javljaju u promijenjenim fizioloskim
stanjima. Rakovi, kao i kukeci, pripadaju ¢lankonoScima i zbog te veze predstavljaju pogodne
neciljane skupine za istraZivanje npr. utjecaja pesticida (Strausfeld, 1998). Clankonosci su
sastavni dio slatkovodnih ekosustava te su Cesto izloZeni oneciS¢enju (Dudgeon i sur., 2006).
Rakovi su posebno prikladni za biomonitoring vodenih staniSta zbog Siroke rasprostranjenosti
te osjetljivosti na antropogene spojeve u vodenim tijelima koje nastanjuju (Fernandez-Alba i

sur., 2002). Osim toga, lako se prikupljaju 1 manje migriraju od riba.

U ovom su radu, za procjenu toksi¢nosti rijeke Save, koriStene dvije vrste
slatkovodnih rakova: rakusSci vrste Gammarus fossarum i rasljoticalci vrste Daphnia magna.
Poznato je da su ove vrste osjetljive na Sirok raspon kemijskih stresora. Rakusci se, zajedno s
rasljoticalcima, svrstavaju medu najosjetljivije vrste vodenih beskraljeZnjaka (von der Ohe i

Liess, 2004).
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1.4.1. Gammarus fossarum (Koch, 1836) - slatkovodni rakusac splavar

Taksonomija: koljeno Arthropoda (¢lankonoSci), potkoljeno Crustacea (rakovi), razred

Malacostraca (visi rakovi), red Amphipoda (rakusci), porodica Gammaridae

slatkovodnih visih rakova. Zbog njihove raznolikosti nazivaju se "morski kukci", a ime reda
dobili su zbog razli¢itih vrsta nogu koje posjeduju. Tijelo rakusca iz porodice Gammaridae je
bocno spljosteno, bez oklopa, gradeno od 20 kolutica i prekrivano hitin-proteinskom
kutikulom. Duzina tijela odrasle jedinke iznosi 4 — 20 mm. Smatra se da je klju¢ni ¢imbenik
koji odreduje duljinu tijela odrasle jedinke koli¢ina otopljenog kiska u vodi (Glazier, 2009).
Razdvojena su spola, a muzjaci su veci od zenki. Za razliku od vecine rakova, nemaju stadij
li¢inke 1 juvenilne jedinke sli¢e odraslim. Na glavi imaju dva para ticala; prva ticala su duza
od drugih i kod muzjaka su duza nego kod Zenki. Imaju sedam pari nogu za hodanje, a na
osnovnim ¢lancima nogu za hodanje nalaze se $krge. Cesto drugi i treéi par nogu, tzv.
gnatopodi, sluze za prihvacanje plijena ili zenke pri parenju, a ostale su noge hodalice
(pereiopodi). Na zatku se jos nalaze i tri para pleopoda tj. noge za veslanje i tri para uropoda
koji sluze za skakanje (Habdija i sur., 2011). Vrlo su pokretljivi, plivaju u skokovima
opruzanjem i savijanjem zatka i okrenuti na bok. Nastanjuje Ciste kontinentalne planinske i
subplaninske povrSinske vode (izvore, potoke, rijeke i jezera) s brzim strujanjem i dovoljno
kisika. Obi¢no su raSireni uz obalu, na zaklonjenim mjestima ispod kamenja, u velikim 1
brojnim skupinama. Kad se u vodotoku nagomila velika koli¢ina listinca s okolnog podrucja,
pronalaze zaklon u njemu. RakusSci predstavljaju klju¢nu vrstu u vodenim ekosustavima jer
imaju vaznu ulogu u kruZenju detritusa (Chaumot 1 sur., 2015). Usitnjiva¢i su krupnog
detritusa i hrane se organskom tvari u raspadanju, a bitna su karika i u hranidbenom lancu
mnogih riba i vodozemaca (MacNeil i sur., 2000). Najveca porodica su Gammaridae, a
najpoznatiji rod Gammarus ¢ije su vrste rasprostranjene u moru i slatkim vodama, a u naSim
potocima, rijekama 1 jezerima najcesce se pojavljuju G. fossarum i G. balcanicus (Habdija i
sur., 2011; Glazier, 2009). Vrste iz roda Gammarus predstavljaju dominantne beskraljeznjake

u pogledu biomase slatkovodnih ekosustava (MacNeil 1 sur., 2000).

RakusSci su vazna sastavnica slatkovodnih ekosustava i ¢esto se koriste u ekotoksiko-
logiji i procjeni rizika slatkovodnih vodenih tijela. Akumulacija oneciS¢ivala u rakuScima
prepoznata je kao znacajan alat u procjeni kvalitete vode i rizika za okoli§ (Kunz i sur., 2010).

RakuSci mogu biti uzorkovani tijekom cijele godine, a lako ih je prepoznati i odrediti,
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rukovati s njima te ih odrzavati u laboratoriju. Sve prethodno navedene Cinjenice objaSnjavaju
zaSto se rakuSci Cesto koriste u toksikoloskim istraZzivanjima (Gémez-Canela i sur., 2016;
Chaumot i sur., 2015; MacNeil i sur., 2000) 1 zaSto je ovaj modelni organizam ukljucen i u

ovaj rad.

(http://www.pest-advice.com/2012/01/gammarus-large-flea-shaped-bugs.html)

Slika 1. Muzjak i Zenka vrste Gammarus fossarum (Koch, 1836).

1.4.2. Daphnia magna (Straus, 1820) - velika vodenbuha

Taksonomija: koljeno Arthropoda (¢lankonosci), potkoljeno Crustacea (rakovi), razred

Brachiopoda (Skrgonosci), red Cladocera (rasljoticalci), porodica Daphnidae (vodenbuhe)

Vodenbuhe (Slika 2) su sitni planktonski rakovi duljine oko 1 mm, a Zive uglavnom
u slatkim vodama. S ekotoksikoloskog stajaliSta vazne su jer su primarni potroSaci i
dominantna sastavnica slatkovodnog zooplanktona. Primitivno obiljezje jest prisutnost
homonomne koluti¢avosti trupa, a evoluciju obiljezava razvoj listastth nozica. Imaju
dvodijelnu hitinsku ljusturicu (karapaks) s terminalnom bodljom, specifi¢no nauplijevo oko te
dva para ticala. Drugi par ticala je izrazen i njima se pokrecu trzajima, a prva ticala su jedva
zamjetna. Zapravo i1 samo ime reda potjece od velikih rasljastih drugih ticala koja sluze za
veslanje. Prsa imaju mali broj koluti¢a pa je i1 broj tjelesnih privjesaka reduciran na pet pari
pereiopoda. Iza prsa se nastavlja postabdomen koji zavrSava furkom odnosno parom kandzica
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kojima zZivotinja odstranjuje nezeljene Cestice iz karapaksa. Hrane se filtriranjem
suspendiranih Cestica i1 algama, a same su gotovo najvaznija hrana mladih riba (Habdija i sur.,
2011). Vodenbuhe se razmnoZavaju spolno i1 partenogenezom. One su ciklicki partenogeni
koji mogu proizvesti dvije vrste jaja, diploidna partenogena jaja i haploidna spolna jaja, kao
odgovor na trenutne prilike u okoliSu (Slika 3). Jaja se razvijaju u leznom prostoru, a iz jaja
izlazi li¢inka nauplij. Odredivanje spola je takoder ekoloski kontrolirano; muZjaci se pojave

kao odgovor na odgovarajuce prilike u okoliSu (Harris i sur., 2011).

Rasljoticalci iz roda Daphnia klju¢ni su pelagicki filtratori u mnogim ribnjacima i
jezerima. Popularni su modelni organizmi u raznim bioloSkim disciplinama, od ekologije do
biomedicinskih znanosti. Klju¢ne osobine koje Cine ove organizme izvrsnim eksperi-
mentalnim modelima su cikli¢ki partenogenetski zivotni ciklus, osjetljivost te jednostavan
uzgoj i rukovanje (Zhang i sur., 2016; Harris i sur., 2011). Zahvaljujuéi tim karakteristikama,
broj publikacija koje se bave rodom Daphnia brzo raste (Oliveira i sur., 2015; de Castro i sur.,
2014; Jansen i sur., 2011), a Daphnia magna prepoznata je kao izvrstan modelni organizam

vvvvv

(LeBlanc i sur., 2000).

Slika 2. Daphnia magna (Straus, 1820).

(https://en.wikipedia.org/wiki/Daphnia_magna#/media/File:Daphnia_magna asexual.jpg)
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350 pm

partenogenetska Zenka spolna zenka

Slika 3. Razlika izmedu partenogenetske i spolne Zenke i jaja koja proizvode

(prilagodeno iz Zhang i sur., 2016).

1.5. Oksidacijski stres i oksidacijsko oStecenje

Oksidacijski stres neizbjeZzan je rezultat Zivota u okoliSu s kisikom. Aerobnim
organizmima za Zivot je potreban kisik, no njegova potrosnja uzrokuje stvaranje potencijalno
opasnih reaktivnih oblika kisika (eng. reactive oxigen species, ROS) u koje ubrajamo
slobodne radikale i1 neradikalne molekule koje mogu uzrokovati oStecenja stanica (Davies,
1995; Banerjee i sur., 2001). Slobodni radikali kisika neophodni su za fizioloske procese u
aerobnim bioloSkim sustavima i njihova se proizvodnja stalno dogada u Zivim stanicama

(Halliwell i Gutteridge, 2007). Popis najcescih reaktivnih vrsta kisika dan je u Tablici 2.

Slobodni radikali su atomi, molekule ili ioni s nesparenim elektronom pa zbog toga
Cesto stupaju u kemijske reakcije (Lushchak, 2011). ROS nastaju kao proizvodi metabolizma,
a osim u bioloskim procesima, u ve¢im koli€¢inama mogu nastati pod utjecajem okoliSnih
¢imbenika kao §to je, primjerice, oneciS¢enje. Opasni su jer reagiraju s raznim molekulama u
stanici, pokrecu niz lan¢anih reakcija i stvaraju nove radikale koji tada postaju reaktivni

(Halliwell i Gutteridge, 2007).
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Oksidacijski stres dogada se kada je ravnoteza izmedu nastajanja ROS i njihove
neutralizacije pomocu antioksidacijskog sustava u stanicama narusena (Davies, 1995;
Livingston, 2000, 2001). Tijekom metabolic¢kih procesa, mali dio (2 — 3%) slobodnih radikala
izbjegne zastitu koju pruzaju antioksidacijski mehanizmi zbog ¢ega dolazi do oksidacijskog
oste¢enja dijelova stanice (DNA, bjelancevina, lipida) pa je potrebno ukloniti nakupljene
ROS iz stanice. Oksidacijski stres induciran toksikantima moze izazvati lakSe (povecana
aktivnosti antioksidacijskih i detoksikacijskih enzima) i teze (oksidacija lipida, mutacije ili

stani¢na smrt) uc¢inke (Zama i sur., 2007).
1.5.1. Radikali u bioloskim sustavima

Kisik redukcijom moze proizvesti nekoliko razli¢itih vrsta radikalnih (*) i neradikalnih
Stetnih molekula (Tablica 2). Redukcijom kisika nastaje prvi, superoksidni radikal (O;-).
Dodatnom redukcijom i dodavanjem vodikovih iona nastaju vodikov peroksid (H»O,),
hidroksilni radikal (-OH), hidroksidni ion (OH-) te na kraju voda (H,O) (Slika 4). Osim
navedenih ROS, postoji jos i singletni kisik (‘O5) koji ne nastaje redukcijom, veé apsorpcijom
elektromagnetske energije koja okrene spin jednog nesparenog elektrona kisika Sto ga Cini

nestabilnim (Davies, 1995).

Hidroksilni radikal (-OH) najreaktivniji je oblik kisika. Odlikuje se niskom
specificno$¢u prema supstratu 1 kratkom vremenu poluzivota. NajlakSe oduzima elektrone

susjednim molekulama te je vaZzan pokretac lipidne peroksidacije (Loncar, 2015).

e e e e
“u i N “u Z “
/ ™. ”

2H* OH™ H*

Slika 4. Redukcijski proces kisika (Davies, 1995).
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Tablica 2. Popis najcescih reaktivnih vrsta kisika (* oznacava slobodne radikale).

superoksidni anion * 0,
hidroksilni radikal * HO-
peroksilni radikal * ROO-
perhidroksilni radikal * HO,-
alkoksilni radikal * RO-
vodikov peroksid H,0O,

ozon O3

singletni kisik '0,
hipoklori¢na kiselina HCIO

1.5.2. Antioksidacijski sustav

Prvu crtu obrane ¢ini antioksidacijski sustav koji uklanja proizvedene ROS 1 slobodne
radikale kako bi se izbjeglo oStecenje bitnih makromolekula (DNA, bjelancevina i lipida).
Antioksidansi razgraduju slobodne radikale 1 zaustavljaju lancanu reakciju stvaranja novih
radikala te sprjecavaju njihovo Stetno djelovanje. Generirane reaktivne vrste kisika potrebno
je presresti ili razgraditi kako bi se izbjeglo oksidacijsko oSte¢enje na pojedinim
makromolekulama (Slika 5), a za tu je svrhu obrane aktivan antioksidacijski sustav (Halliwell
1 Gutteridge, 2007). U osnovi postoje tri opca antioksidacijska obrambena sustava: (i) u vodi
topljivi reducensi (npr. glutation, askorbat), (ii) lipofilni reducensi (npr. a-tokoferol, B-

karoten) te (iii) enzimi (npr. katalaza, peroksidaza, superoksid dismutaza).

Niz antioksidacijskih enzima uklanja ROS u stanicama ili katalizira prisutne toksicne
spojeve 1 njihove metabolite (Davies, 1995). Povecanjem stresa povecava se broj radikala u
stanicama pa tako 1 broj antioksidacijskih enzima koji mogu sluziti kao biokemijski
biomarkeri. Povecana aktivnost nekog od antioksidacijskih enzima upucuje na zakljucak da je

promatrani organizam u stanju oksidacijskog stresa (Valavanidis i sur., 2006).
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Slika 5. NeravnoteZa izmedu proizvodnje pro-oksidansa i antioksidansa u stanici moze dovesti do
povecane proizvodnje reaktivnih vrsta kisika koje potencijalno dovode do vecih stani¢nih oStecenja

(prilagodeno iz Wakamatsu i sur., 2008).

1.5.3. Biokemijski biomarkeri

Biomarkere ¢ine sve kvantitativne analize 1 mjerenja koja ukazuju na promjene u
bioloSkom sustavu do kojih dolazi zbog izloZenosti toksi¢nim spojevima. Biomarkeri
pokazuju interakciju izmedu bioloskog sustava i potencijalno Stetnog kemijskog, bioloskog ili
fizickog djelovanja (WHO, 1993). Prilikom interpretacije podataka o toksi¢nom djelovanju
uzorka dobivenih pomocu biomarkera u obzir se moraju uzeti 1 abioticki 1 bioti¢ki ¢imbenici
odnosno utjecaji nevezani za oneciS¢enje. Oni mogu utjecati na bioloske ucinke, a
kompleksnost bioloskih sustava i njithova moguénost kompenzacije stresa (Chapman, 2007)

dodatno otezava tumacenje mjerenih biomarkera (Kleinjans i van Schooten, 2002).

Koristenje biokemijskih biomarkera za razumijevanje mehanizama toksi¢nosti
predstavlja koristan alat u istrazivanju mogucih bioloskih ucinaka onecis¢ivala iz prirodnih 1
antropogenih izvora na Zivi svijet u vodenim ekosustavima (Sarkar, 2006). Svrha biomarkera
je osigurati rano otkrivanje bioloskih uc¢inaka i upozoriti na promjene u ekosustavu. Promjene
i odgovori na djelovanje toksi¢nih spojeva najprije se javljaju na nizim razinama bioloske

organizacije (molekularnim, biokemijskim, fizioloskim), a njihovim pravovremenim otkri-
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vanjem moguce je sprijeCiti pojavljivanje Stetnih ucinaka na viSim razinama bioloske

organizacije odnosno u populacijama i/ili zajednicama (Malev, 2012).

1.5.3.1. Ukupni proteini

Proteini su dugi lanci aminokiselina koji formiraju trodimenzionalne strukture.
Imaju vrlo vaznu strukturalnu i funkcionalnu ulogu na stani¢noj razini i sastavni su dijelovi
stanicnih membrana (Anilkumar i Meenakshi, 2012). Bilo koja vrsta stani¢nog metabolizma
koja se javlja u organizmu ukljuCuje jedan ili viSe razli¢itih proteina. Proteini su medu
najzastupljenijim bioloskim makromolekulama i iznimno su ,svestrani“ odnosno imaju

viSestruke uloge u metabolizmu proteina, aminokiselina i enzima (Harper i sur., 1978).

Mjerenje ukupnih proteina radi se prema Bradfordovoj metodi (1976) koja se temelji
na mjerenju apsorbancije smjese proteinskog ekstrakta i reagensa, odnosno na reakciji
Bradford reagensa Coomassie Brillant Blue G-250 (CBBG) (Slika 6) 1 proteina prisutnih u
uzorku koji formiraju kompleks. CBBG postoji u dvije razlicite boje, crvenoj i plavoj. Crveni
kationski oblik se pretvara u plavi anionski nakon vezanja boje na protein, a vezanje boje na

protein je vrlo brz proces (oko 5 minuta).

CH,CH;

o

H,

OH,CH;C N—cC

Tz

CH,CH;

SO;Na

Coommassie Brilliant Blue G-250 (CBBG)

Slika 6. Struktura CBBG bojila.
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1.5.3.2. Glutation-S-transferaza

Glutation-S-transferaza (GST) je detoksikacijski enzim ukljuen u detoksikaciju
mnogih toksi¢nih spojeva i ima vaznu ulogu u zastiti od oksidacijskog stresa. Spada u veliku
skupinu enzima druge faze biotransformacije (detoksikacije) koji elektrofilne spojeve i
njihove metabolite ¢ine topljivijim u vodi i tako ih pripremaju za izbacivanje iz organizma
(Banerjee 1 sur., 2001; Edwards i sur., 2000). Transferaze su skupina enzima koji kataliziraju
pojedine tvari dodatkom reduciranog glutationa (GSH) elektrofilnim grupama i na taj nacin
povecana u prisustvu toksikanata pa je potencijalni biomarker procesa detoksikacije. GST
inducira vrlo veliki broj oneci$¢ivala iako ju moze aktivirati i samo oStecenje stanica

(Edwards i sur., 2000).
1.5.3.3. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija (LP) ukazuje na postojanje oksidacijskog stresa u organizmu.
Do nje dolazi zbog djelovanja toksikanata i stvaranja toksi¢nih oblika kisika u koli¢ini koja
premasuje moguénosti mehanizama za njihovo uklanjanje pa dolazi do oSteéenja i
destabilizacije membrana (Linden 1 sur., 2008). U normalnim bioloSkim uvjetima, molekula
kisika neenzimatskom oksidacijom povremeno oduzima elektrone drugim molekulama Sto
uzrokuje nastanak slobodnih radikala. ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline u sastavu
membranskih lipida ¢esto su meta stvorenih slobodnih radikala i1 posebno su osjetljive na LP.
Unutarstanicni 1 izvanstani¢ni antioksidansi uklanjanjem ROS smanjuju moguénost oksida-

cijskog ostecenja lipidnih molekula (Stefan i sur., 2007).

Proces LP sastoji se od tri dijela: inicijacije, propagacije i terminacije. U lipidnim
sustavima peroksidacijski niz zapo€inje aktivacijom kisika u stresnim uvjetima. ROS
napadaju lipide i izdvajaju vodik iz metilenske skupine. Tako iz polinezasi¢enih masnih
kiselina nastaju slobodni lipidni radikali koji, u drugom koraku, reagiraju s kisikom stvarajuci
Stetne konjugirane diene, lipidne peroksilne radikale i lipidne hidroperokside. Nastali lipidni
peroksil radikal je vrlo reaktivan i zapo€inje lanac nepovoljnih reakcija oduzimajué¢i vodik
susjednoj molekuli lipida ¢ine¢i novi lipidni radikal. Zadnji korak, zavrSetak, dogada se samo
ako neki antioksidans donira vodik lipidnom peroksil radikalu i time zaustavi proces otimanja
vodika susjednom lipidu. LP moZe rezultirati velikim brojem razli¢itih sekundarnih
proizvoda, a jedan od glavni je malondialdehid (MDA) iz skupine aldehida (Alaya 1 sur.,

2014; Stefan i sur., 2007).
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MDA, koji nastaje kao zavr$ni proizvod procesa lipidne peroksidacije, moZze izazvati
daljnje Stetne ucinke ostecuju¢i DNA 1 bjelancevine te se koristi kao biomarker oksidacijskog
stresa (Del Rio 1 sur., 2005). Mjerenjem koli¢ine MDA mozemo zakljuciti je li u stanici doslo

do LP i jesu li lipidi osteéeni (Lykkesfeldt, 2007; Stefan i sur., 2007).
1.5.4. Promatranje ponasanja modelnih organizama i analiza kretanja

Ova kategorija ukljucuje procjenu promjena u ponasanju kao odgovor na izlozenost
toksikantima, a kao krajnje tocke ucCinka kemikalija na ponasSanje promatraju se razne
aktivnosti kao S$to su kretanje i hranjenje (Hellou, 2011). PonaSanje se smatra korisnim alatom
u ekotoksikologiji jer je jedno od prvih pokazatelja stresa (Pestana i sur., 2009). Kad god je to
moguce, biokemijski biomarkeri trebaju se povezati s uocenim promjenama u ponasanju jer
se na taj nacin daje integrirani odgovor na uvjete kojima je organizam izlozen (Hellou, 2011).
Potencijalna prednost ispitivanja ponasanja je u ranijem uocavanju promjena koje kemikalije
mogu izazvati, a prije nego Sto se neki drugi uc¢inci mogu javiti i otkriti na viSim razinama

bioloske organizacije (Malev, 2012).

Kako se poboljsavaju ekotoksikoloske metode u istrazivanjima rizika za okolis,
ponaSanje se sve ¢eSce koristi kao krajnja tocka u ekotoksikologiji (Rodrigues i sur., 2016).
Pokazalo se da je ponaSanje relevantno i korisno u akutnoj i kroni¢noj procjeni rizika za
okoli§ jer povezuje fizioloSke funkcije s ekoloSkim procesima. PonaSanje je takoder vrlo
osjetljivo na podrazaje okoliSa 1 izloZenost kemikalijama (Dell'Omo, 2002). U posljednjih
nekoliko godina sve se vise koriste i promatraju promjene u ponaSanju kao §to je lokomotorna
aktivnost (Wallace 1 Estephan, 2004; Mills 1 sur., 2006) ili brzina hranjenja (Maltby 1 sur.,
2002) kao alat za ispitivanje toksi¢nosti uzoraka vode. Razvoj takvih testova ponasanja od
velikog je znaCaja za ekotoksikologiju jer su ti testovi osjetljivi, brzi 1 jednostavni te
omogucuju povezivanje toksi¢nih ucinaka dobivenih na biokemijskoj/stanicnoj razini
(Wallace i Estephan, 2004). Pokretljivost organizma ekoloski je znac¢ajan marker ponaSanja
jer je kretanje potrebno za pronalaZzenje hrane ili bijeg od predatora. Svaka kemikalija koja
ometa pokretljivost vjerojatno ¢e smanjiti sposobnost prezivljavanja organizma i posljedi¢no

prouzrociti njegovu "ekolosku smrt" (Scott i Sloman, 2004).
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1.5.4.1. Racunalni programi za pracenje kretanja

Analize kretanja koje se temelje na video snimanju postaju sve popularnije u
ekotoksikoloskim istrazivanjima (Brodin i sur., 2014). Promjene u ponaSanju modelnih
organizama cCesto se koriste kao osjetljivi markeri stresa koji su povezani s okoliSnim
¢imbenicima. Karakteristike ponaSanja poput aktivnosti, druStvenosti ili agresije postaju bitne
u istrazivanju osobnosti Zivotinja te studijama koje se usredoto¢uju na posljedice promjene

okoline (Cote i sur., 2010).

Vazna svojstva programa za pracenje kretanja zivotinja su algoritmi koji to¢no
odreduju polozaj organizma u svakom trenutku te pruzaju dodatnu pouzdanu analizu. Vrlo
ucinkovit algoritam za pracenje je Kalmanov filtar, koji je takoder i najcesc¢i algoritam koji se
koristi za pracenje (eng. tracking). Glavna prednost Kalmanovog filtra je ta $to omogucuje
prac¢enje visestrukih objekata i ne zahtijeva nikakvo poznavanje oblika zivotinje. Neki od
parametara aktivnosti koji se mogu myjeriti su prosje¢na brzina, ubrzanje te ukupna prijedena
udaljenost po jedinici vremena. Vizualni prikazi putanje kretanja mogu se koristiti kao mjera
ucinkovitosti pojedine jedinke u istraZivanju novih podru¢ja te se mogu povezati sa
znacajkama kretanja povezanih s osjetljivos¢u na promjene (npr. onec¢is¢enje) (Conrad i sur.,
2011). Racunalni program koriSten u ovom istrazivanju bio je ToxTrac® (Rodriquez i sur.,

2017).
1.6. Podrudje istrazivanja
1.6.1. Hidrogeografske osobine rijeke Save

Istrazivanje je provedeno u svibnju 2018. godine na rijeci Savi, najvecoj i
najbogatijoj pritoci rijeke Dunav. Rijeka Sava izvire u Alpama u Sloveniji i1 tee kroz
Sloveniju, Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu te Srbiju. Ukupna duzina iznosi 945,5 km, a 562
km rijeke protjece kroz Hrvatsku (Oresi¢, 2004). Porjecje rijeke Save najvece je na podrucju
jugoistoéne Europe, povriine od priblizno 97.713 km? i &ini vise od 80% ukupne raspoloZive

slatke vode na tom podrucju (Kallquist i sur., 2008;ISRBC, 2010).

Tok rijeke Save dijeli se na gornji, srednji 1 donji. Gornji se tok nalazi u planinskom
podrucju, a u svom srednjem i donjem toku rijeka pocinje krivudati i stvarati poplavna
podrucja (Panonska nizina) (ISRBC, 2010). U donjem toku, nizvodno od Siska, rijeka postaje

sporija, a Rugvica se uzima kao to¢ka odakle Sava postaje ravnicarska rijeka. Najveci dio
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analiziranog dijela rijeke pripada srednjem toku, samo postaja Lukavec pripada donjem dijelu
toka. Za opskrbu Save vodom u gornjem, planinsko-brdskom djelu porjecja u Sloveniji vazne
su obilne oborine. U gornjem dijelu toka rijeka Sava ima snjezno-kis$ni rezim, a u srednjem i
donjem dijelu toka rezim prelazi u ki¥no-snjezni (Oresié, 2004). Sto se tice geoloske
pozadine, dolina rijeke Save ispunjena je neogenskim i kvartarnim sedimentima. Debele
naslage Sljunka danas su iznimno vazne u vodoopskrbi Zagreba i okolnih naselja. Podzemne
vode koje se akumuliraju u tim pjeS¢anim 1 Sljun¢anim vodonosnicima predstavljaju glavni i

najvazniji izvor pitke vode (Brki¢, 2017).

Rijeka Sava se ubraja u nasSe najoneciSCenije rijeke jer prima puno organskih i
anorganskih tvari iz raznih industrijskih postrojenja koja se nalaze uz nju (Oresi¢, 2004), a
istrazivanja Antonijevi¢ i sur. (2014) te Killgvist i sur. (2008) izvijestila su da postoji
povecano opterecenje hranjivim tvarima, metalima i organskim spojevima poput pesticida,
lijekova 1 proizvoda za osobnu njegu. Ti spojevi dovode do promjena rezima protoka rijeke i
oneciS¢enja sedimenta (Babi¢ i sur., 2018). Mnogi od njih i u vrlo malim koli¢inama imaju
znacajne Stetne ucinke na zdravlje ljudi i okoliSa (Antonijevi¢ i sur., 2014; Kaillqvist i sur.,
2008). Stanje se popravlja smanjenjem industrijskog oneciS¢enja 1 izgradnjom uredaja za
proc¢iS¢avanje voda (OreSi¢, 2004). Procjena mogucih negativnih uc¢inaka onecis¢enja vrlo je
vazna budu¢i da se opskrba pitkom vodom u porjecju rijeke Save oslanja na resurse

visokokvalitetnih podzemnih voda koje su pod utjecajem rijeke Save (Smital i Ahel, 2015).

Zbog smanjenja industrije 1 izgradnje procis¢ivaca vode, oneciscenje rijeke Save se
smanjilo u zadnjih desetak godina. Glavni vodnogospodarski laboratorij Hrvatskih voda
provodi monitoring povrSinskih voda (ukljucujuéi i rijeku Savu), koji ukljucuje uzorkovanje
vode i fizikalno-kemijske, bioloSke i mikrobioloske analize. S ¢lanstvom Republike Hrvatske
u EU, prihvacena je i implementirana Okvirna direktiva o vodama kao i njen dodatak koji
sadrzi listu prioritetnih tvari u vodi za koje je potrebno podnijeti izvjestaj kako bi se utvrdio

napredak u smanjenju oneciS¢enja (Stipanicev, 2011).
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1.7. Cilj rada

Za potrebe ovog istrazivanju uzorci vode rijeke Save prikupljeni su na pet razli¢itih
postaja s potencijalno razli¢itim stupnjem oneciS¢enja: Jesenice, Jankomir, Hruséica, Rugvica
1 Lukavec. Cilj istraZivanja bio je procijeniti kvalitetu 1 stupanj onec¢iS¢enja vode na svakom
mjestu uzorkovanja koriStenjem biotestova na modelnim organizmima te vidjeti kakav

potencijalni utjecaj detektirani organski spojevi imaju na vodeni ekosustav.

Toksicnost je procijenjena pomocu bioloskih testova na odabranim modelnim
organizmima iz skupine c¢lankonozaca, rakovima — Gammarus fossarum: akutni test
toksicnosti (EPA, 1996) te Daphnia magna: akutni imobilizacijski test (OECD, 2004) uz
opazanje promjena u kretanju i hranjenju koje se javljaju uslijed izlaganja uzorkovanoj vodi te
uz mjerenje biokemijskih parametara tj. ukupnog sadrZaja proteina i MDA te aktivnosti
enzima GST. Procijenjena toksi¢nost putem izlaganja modelnih organizama usporedena je s
detaljnom kemijskom karakterizacijom uzorkovane vode sa svake postaje kako bi se pokusala
utvrditi povezanost uo€enih bioloskih promjena s prisutno$¢u odredenih spojeva u vodi rijeke

Save.
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2. MATERIJALI I METODE
2.1. Podrudje uzorkovanja i priprema uzoraka

Uzorci vode rijeke Save prikupljeni su u svibnju 2018. godine na pet postaja:
Jesenice, Jankomir, Hrus¢ica, Rugvica i Lukavec (Slika 7). Postaja Jesenice smjeStena je
otprilike 13 km uzvodno od Zagreba i predstavlja slabo do umjereno oneciS¢enu postaju.
Postaja Jankomir nalazi se u predgradu Zagreba, a postaja HrusCica smjestena je stotinjak
metara nizvodno od glavnog odvodnog kanala uredaja za proc¢is¢avanje Zagrebackih otpadnih
voda. Postaja Rugvica nalazi se oko 10 km nizvodno od ispusta otpadnih voda iz uredaja za
prociS¢avanje pa stoga prima komunalne i industrijske otpadne vode iz Zagreba. Postaja
Lukavec nalazi se oko 10 km nizvodno od grada Siska, a prima komunalne vode te

industrijske otpadne vode iz Zeljezare, rafinerije nafte i pogona za proizvodnju pesticida

(Babi¢ i sur., 2018).

A

Jesenice

Jankomir J!rugc'ica

‘Rugvica

J.ukavec

0 10 20 km

Slika 7. Karta postaja uzorkovanja vode. Napravljeno pomocu softvera QGIS.
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Vrijeme sakupljanja uzoraka vode bilo je odredeno prema vremenu prosje¢nog
vodostaja rijeke Save, a postaje uzorkovanja odabrane su prema dostupnim podatcima o
intenzitetu onecis¢enja rijeke Save (Babi¢ 1 sur., 2018). Uzorci su sakupljeni u polikarbonatne
boce od 1500 mL koje su prikladnije za uzorkovanje i skladistenje vode od staklenih boca,
budué¢i da se neki organski spojevi apsorbiraju na staklo (Stipanicev i sur., 2017). Prije
postavljanja pojedinih pokusa uzorci vode su filtrirani kroz 0,2 pm politetrafluoretilen (PTFE)

membranski filtar.

2.2. Kemijska karakterizacija vode

Kako bi se dobila detaljna procjena toksi¢nosti vode i odredila koncentracija
prisutnih oneci$¢ivala s odabranih lokacija rijeke Save, provedena je detaljna kemijska
analiza. Kemijska karakterizacija uzoraka vode s istrazivanih postaja provedena je u svibnju
kromatografije spregnute spektrometrijom masa, UHPLC/QTOF/MS (eng. ultra high
performance liquid chromatography/quadrupole time-of-flight/mass spectrometry). Odvajanje
analita provedeno je na 1290 UHPLC sustavu (Agilent Technologies, USA) te su pojedini
analiti detektirani i kvantificirani pomoc¢u 6550 i-Funnel QTOF/LC-MS uredaja (Agilent
Technologies, USA). Sve analize izvrSene su u Glavnom vodnogospodarskom laboratoriju
Hrvatskih voda. Metoda se temeljila na direktnom ubrizgavanju 100 pL (200 pL za kisele
pesticide) uzorka vode koji je filtriran kroz 0,2 um PTFE filtar u UHPLC/QTOF/MS sustav.
Ova je metoda koriStena za odredivanje sljede¢ih organskih spojeva: pesticida (karbamata,
organofosfata, triazina, imidazolinona, kloroacetanilida, sulfoanilida, uree, benzimidazola,
difenil etera, fenoksioctenih i1 fenoksipropionskih spojeva, dinitrofenola te neklasificiranih i
rezidualnih spojeva), UV-blokatora, fluorosurfaktanata, hormona, farmaceutika te spojeva za

osobnu njegu prema radu Stipanicev i sur. (2017).
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2.3. Standardizirani testovi
2.3.1. Gammarus fossarum: akutni test toksi¢nosti
2.3.1.1. Uzorkovanje rakusaca

Rakusci su skupljeni u izvorskom djelu potoku Veliki potok na Medvedenici u
svibnju 2018. godine. Potok iz kojeg su uzeti rakusSci je mali potok koji se nalazi u Parku
prirode Medvednica, gdje nema ljudskih aktivnosti pa se moze smatrati nezagadenim, a
obiluje rakuscima. U potok su postavljene zamke od ¢vrste mrezice (20 x 15 cm) i u njih je
stavljeno suho lis¢e skupljeno uz obalu potoka (Slika 8). Zamke su uronjene u potok uz obalu
na mirnijim i sporijim dijelovima toka gdje se rakuSci inace zadrZavaju. Zamke su podignute
nakon tjedan dana. RakuSci su nekoliko dana drzani u aeriranom staklenom akvariju u
termostatiranom inkubatoru na 12 °C, u izvornoj vodi s potoka, kako bi se aklimatizirali na
laboratorijske uvjete. Za istraZivanje su se koristile odrasle jedinke koje su odvojene u

staklene posude za izlaganje.

Slika 8. Postavljene zamke za uzorkovanje rakusaca.
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2.3.1.2. Izlaganje

Prije izlaganja, svi su uzorci vode bili filtrirani (0,4 pum filtar). Takoder, u svim je
uzorcima vode izmjerena temperatura vode, koncentracija i zasi¢enje kisika. Postaje su
oznacene oznakama: P1-Jesenice, P2-Rugvica, P3-Hrus$¢ica, P4-Lukavec, PS-Jankomir. Zbog
nedostatka prostora i jednostavnije tehnicke izvedbe, pokus je izveden s dva postavljanja i
slozen u dvije grupe s dvije kontrole: K1+P1+P4+P5 i K2+P2+P3. Voda koja je predstavljala
kontrolu je voda uzorkovana s potoka Veliki potok. Svi uzorci vode ¢uvali su se u bocama u

hladnjaku na temperaturi od 4 °C.

U testu akutne toksi¢nosti, prema smjernicama protokola (EPA, 1996), rakusci su
bili izlozeni nerazrjedenim uzorcima vode u pet replika po postaji (Slika 9). U 300 mL vode
sa svake od lokacija stavljeno je dvanaest jedinki. Ukupno je po postaji koristeno 1500 mL
vode i Sezdeset jedinki (N = 60). Kao kontrolni uzorak koriStena je voda iz potoka uzorkovana
istog dana kada su skupljeni i rakusci. Tri su replike od svake postaje bile koriStene za
mjerenje biokemijskih parametara, a dvije za pracenje kretanja i provodenja testa intenziteta
hranjenja nakon izlaganja (eng. post-exposure feeding test, PEFT). Test izlaganja uzorkovanoj
vodi trajao je 48 h; kratak akutni period izlaganja koji je dovoljan za poticanje i uocavanje
potencijalnih promjena. Posude s uzorcima vode i rakuScima bile su pokrivene Parafilm®
folijom (kako bi se smanjilo isparavanje vode) 1 aerirane, a ¢uvale su se u mraku u inkubatoru
pri stalnoj temperaturi od 12 °C. U svim su se replikama nakon 24 h i 48 h promatrali

parametri stope imobilizacije i smrtnosti, presvlacenje te promjene u izgledu 1 boji.
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Slika 9. Izlaganje rakusaca.

Nakon izlaganja uocene su i prebrojane presvucene, nepokretne ili mrtve jedinke.
Zive odnosno mrtve jedinke odredene su promatranjem odgovora na njezno protresanje i
dodirivanje. Jedinke su smatrane mrtvima ako nije bilo nikakvog kretanja nakon tri dodira.
Neaktivne/paralizirane Zivotinje odredene su uocavanjem samo pokreta disanja (Clesceri i

sur., 1998). Presvucene jedinke brojane su na temelju prisutnosti cijelog svlaka u ¢asi.
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2.3.1.3. Snimanje i analiza kretanja

Snimanje kretanja provodilo se nakon 24 h i 48 h na ukupno dvadeset Cetiri jedinke
(dvije replike) po testiranom uzorku/lokaciji. Snimalo se u plo¢icama sa Sest jazica (6-well
plate) na nacin da je jedna jedinka bila stavljena u jednu jazicu u 1 mL vode (Slika 10).
Snimanje je trajalo 10 minuta i nakon toga se analiziralo kretanje pomocu racunalnog
programa ToxTrac® (Slika 11), a praéeni parametri bili su prosje¢na brzina, prosjecno

ubrzanje, stopa pokretljivosti i ukupna prijedena udaljenost.

Slika 10. Snimanje raku$aca u plocicama sa Sest jazica.
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Slika 11. Analiza kretanja rakusaca u jednoj jazici pomocu programa ToxTrac®

(gornja slika - kontrola 24 h; donja slika - Hru$¢ica 48 h).
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2.3.1.4. Test u¢inkovitosti hranjenja nakon izlaganja

Nakon 48 h na istim je jedinkama proveden i test u¢inkovitosti hranjenja nakon
izlaganja (eng. post-exposure feeding test, PEFT) s jajaScima racica artemija (Artemia salina)
u trajanju od 3 h. Suha jajaSca artemija dodana su u posudu s destiliranom vodom i
promijesana nekoliko puta. Nakon pola sata stajanja u vodi, izdvojena su samo ona jajasca
koja su bila na dnu posude. Ne koriste se jajasca koja plutaju na povrSini vode jer su
nedostupna rakuScima pri hranjenju. U svaku su jazicu dodana jajaSaca (N = 20) i nakon 3 h

izbrojano je koliko je jajaSaca ostalo u jazicama odnosno koliko ih je pojedeno.
2.3.1.5. Homogenizacija i mjerenje biokemijskih biomarkera

Po zavrSetku testa izlaganja, testirani triplikati (po uzorku/lokaciji) koriSteni su za
analizu biokemijskih parametara prema odgovaraju¢im protokolima za izvodenje. Neki od
vaznih pokazatelja stresa izazvanog razliCitim toksikantima, koji ukazuju na moguce
oksidacijsko oSte¢enje bjelancevina 1 lipida odnosno biomembrana, su ukupan sadrZaj
proteina i MDA te aktivnost detoksikacijskog enzima GST. Ukupno je koriSteno trideset Sest
jedinki kojima je prije daljnje obrade (homogenizacije) odreden spol te ukupna tezina mokrog
tkiva odnosno svjeza masa jedinke (eng. fresh weight, FW). Zivotinja je prije vaganja bila
osusena od viSka vode izmedu dva lista filtar papira, a homogeniziralo se cijelo tijelo zbog
male veli¢ine. RakuSci su stavljeni u Eppendorf epruvete te su naglo zamrznuti uranjanjem u

tekuc¢i dusik na nekoliko sekundi.

Cijelo tijelo Zivotinje homogenizirano je u puferu napravljenom prema protokolu
(Cold Spring Harbot Protocols — http://cshprotocols.cshlp.org). Za homogenizaciju je koriSten
hladni kalij fosfatni (KP) pufer (50 mM K,HPO.4KH,PO4, pH 7,4 + 3 mM EDTA). U

Eppendorf epruvete sa smrznutim rakuScima dodane su kuglice za homogenizaciju. Uzorci su
homogenizirani pomoc¢u mlina (IST 400) (Slika 12), prvo 1 minutu bez pufera na 30 000 Hz,
a zatim s dodatkom 400 pL KP pufera jo§ 30 sekundi. Homogenat je nakon toga centrifugiran
u rotoru 12154H visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18) (Slika 13), 15 minuta na 20 000
okretaja u minuti (rpm) i na temperaturi od 4 °C. SvjeZe pripremljen bistri supernatant
sakupljen je u Ciste epruvete i ¢uvan na temperaturi od -80°C do mjerenja enzimatskih

aktivnosti.
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Slika 12. Homogenizator mlin IST 400.

Slika 13. Visokookretajna centrifuga Sigma 3K18.
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2.3.1.6. Ekstrakcija i odredivanje sadrzaja ukupnih proteina

Koncentracija proteina u uzorcima odredena je Bradfordovom metodom (1976), a
svi podatci koji se odnose na enzimatsku aktivnost su normalizirani na ukupnu vrijednost
sadrzaja proteina. Reakcijska smjesa sastojala se od 1 mL Bradfordovog reagensa i 50 pL
uzorka te su napravljene po dvije replike za svaku jedinku. Slijepu probu ¢inio je Bradfordov
reagens i KP pufer. Sadrzaj svake epruvete promijeSan je na tresilici i zatim ostavljen 10
minuta da se boja i proteini povezu i stvore kompleks. Apsorbancija plavo obojanog
kompleksa mjerena je spektrofotometrom na 595 nm. Koncentracija proteina u pojedinim
uzorcima odredena je ocitavanjem bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije
otopina poznatih koncentracija (od 0,1 do 0,8 mg/mL) govedeg serumskog albumina (BSA,

eng. Bovine Serum Albumin) koji je koristen kao standard.
2.3.1.7. Mjerenje aktivnosti glutation-S-transferaze

GST aktivnost odredena je prema protokolu Habig i Jacoby (1981). Metoda se
temelji na odredivanju konjugiranog proizvoda dinitrofeniltioetera proizvedenog iz 1-kloro-
2,4-dinitrobenzena (CDNB), koji se koristi kao umjetni supstrat i reduciranog glutationa
(GSH). Konjugacija se katalizira GST izoenzimima (Slika 14). Mjerenje je provedeno je na
spektrofotometru (UV/VIS spektrofotometar Specord, Analytik Jena). Pracden je porast
apsorbancije zbog redukcije supstrata CDNB pomoc¢u SH-grupe od glutationa svakih 15
sekundi tijekom 2,5 minute pri valnoj duljini od 340 nm. Reakcijska smjesa (Tablica 3) bez
uzorka koriStena je kao slijepa proba. Vrijednosti su izraZene kao nmol konjugata koji nastaje

u minuti po mg proteina (¢ = 9,6 mM ™" cm™ za CDNB).

Tablica 3. Koristeni reagensi i reakcijska smjesa za mjerenje GST aktivnosti.

KoriSteni reagensi:

Reagens 1: 100 mM KP pufer pH 6,5 + 1 mM EDTA

Reagens 2: 10 mM reducirani glutation (GSH) otopljen u Reagensu 1

Reagens 3: 100 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) otopljen u vru¢em 96%-tnom etanolu
Reakcijska smjesa:

870 uL Reagensa 1 + 10 uL Reagensa 3 + 100 uL Reagensa 2 + 20 uL uzorka
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Slika 14. Nastajanje konjugiranog proizvoda, dinitrofeniltioetera

(prilagodeno iz Habig i Jacoby, 1981).

2.3.1.8. Odredivanje sadrzaja malondialdehida

Ostecenje lipida moze se odrediti spektofotometrijskim mjerenjem koncentracije
MDA koji u bioloskim uzorcima reagira s tiobarbiturnom kiselinom u jakim kiselim uvjetima

1 uz zagrijavanje. Ovom reakcijom formira se proizvod TBA-MDA koji se zatim mjeri.

Homogenizirani uzorci (100 pL) pomijesani su s 200 pL. 10 %-tne trikloroctene kiseline
(TCA) uz dodatak 0,01%-tnog butiliranog hidroksitoluena i s 300 pL 0,67 %-tne tiobarbi-
turne kiseline (TBA). Smjesa je zagrijavana 25 minuta na 95 °C u suSioniku. Nakon grijanja,
svi su uzorci naglo ohladeni u ledenoj kupelji 1 prije mjerenja promuckani na tresilici kako bi
bili homogeni. Apsorbancija je o€itavana na 532 nm, a kao slijepa proba koriStena je otopina

0,67 %-tne TBA.

Tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH vrijednosti dolazi do raspadanja
lipidnih peroksida nastalih kao posljedica stresa, pri ¢emu nastaje MDA. Jedna molekula
MDA reagira s dvije molekule TBA, pri ¢emu se stvara crvenkasti kromogen (Slika 15)
kojem se mjeri apsorbancija. Koncentracija lipidnih peroksida izrazena je kao MDA u

jedinicama nmol po mg proteina uz ekstinkcijski koeficijent € = 156 mM'cm™.
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Slika 15. Nastajanje kompleksa MDA-TBA (Janero, 1990).

2.3.2. Daphnia magna: akutni imobilizacijski test
2.3.2.1. Uzgoj vodenbuha

Vodenbuhe su uzgojene u laboratoriju u umjetnoj vodi. Dan prije postavljanja
pokusa, u poseban aerirani i grijani (22 + 2°C) akvarij, odvojene su trudne vodenbuhe jer se u
pokusu, prema smjernicama protokola (OECD 202, 2004), koriste jedinke mlade od 24 h.
Trudne vodenbuhe mogu se lako prepoznati po crnim jajascima koja nose na lednoj strani

tijela. Voda je bila dodatno grijana (oko 24°C) jer toplina potic¢e polaganje jajaSaca.

2.3.2.2. Izlaganje

U pokusu s vodenbuhama, svaki je uzorak postavljen u Cetiri replike po 30 mL vode
i deset jedinki (ukupan volumen testirane vode po postaji je 120 mL 1 Cetrdeset jedinki,
N = 40). Kao kontrola koriStena je svjeze pripremljena umjetna voda (destilirana voda, CaCl,
x 2 H,O, MgSO4 x 7 H,O, NaHCO3, KCI) u kojoj su se vodenbuhe uzgojile. U pokusu su se
koristile jedinke mlade od 24 h (OECD 202, 2004). Test izlaganja trajao je 48 h, a uzorci s
vodenbuhama (Slika 16) drzani su u mraku na temperaturi izmedu 18 °C i 22 °C. Nakon 24 h
1 48 h provjeravali su se sljedeci parametri: stopa imobilizacije i smrtnosti (OECD 202, 2004),
presvlacenje, promjene u ponaSanju i kretanju (pomocu programa ToxTrac®) te promjene u
izgledu i boji. Provjera nepokretnih odnosno mrtvih jedinki provodi se na nacin da se posude
njezno protresu nekoliko puta 1 uoc€e jedinke koje ne proplivaju u roku od 15 sekundi. Ako
jedinka ne pliva, ali pomice ticala, onda je imobilizirana, a ukoliko se ne vide nikakvi pokreti,

jedinka se smatra mrtvom.
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Slika 16. Izlaganje vodenbuha.

2.3.2.3. Snimanje i analiza kretanja

Snimanje kretanja provodilo se nakon 24 h. Vodenbuhe su se snimale u posudama u
kojima su bile izlagane uzorkovanoj vodi kako bi ih se $to manje izlagalo stresu prilikom
prebacivanja u plo¢ice. Snimanje je trajalo 6 minuta i nakon toga se analiziralo kretanje (3 x 1
minuta) pomoc¢u racunalnog programa ToxTrac® (Slika 17). Praceni parametri bili su

prosjecna brzina, prosjecno ubrzanje, stopa pokretljivosti i ukupna prijedena udaljenost.

Slika 17. Analiza kretanja vodenbuha programom ToxTrac®.
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2.3.2.4. Test u¢inkovitosti hranjenja nakon izlaganja

Nakon 48 h proveden je test ucinkovitosti hranjenja nakon izlaganja (eng. post-
exposure feeding test, PEFT) uz koriStenje alge Chlorella vulgaris. Alge koriStene za pokus
uzgojene su u kulturi u tekuéem hranjivom mediju u kontroliranim uvjetima. Uzeta je jedna
tikvica s algama uzgojenim u dovoljnoj gustoci te je oko 2 mL otopine s algama dodano u
Cistu plasti¢nu neprozirnu epruvetu. Nakon 10 minuta centrifugiranja na 2000 rpm dekantiran
je tekudi supernatant, a iz zelenog taloga algi i uz dodatak svjeze pripremljene umjetne vode
pripremljena je otopina s algama za hranjenje (omjer razrjedenja: 10 pL taloga algi i 50 mL
umjetne vode). Pocetna apsorbancija (oko 0,050 AU (eng. absorbance units)) na valnoj
duljini od 680 nm odgovarala je po&etnoj koncentraciji algi (0 h) od 5 x 10’ stanica/mL u
svakoj od testnih posuda. Na Slici 18. prikazana je kalibracijska krivulja alge Chlorella

vulgaris koja je koriStena za bazdarenje rezultata hranjenja vodenbuha.

Pokus je izveden u osam replika po postaji. U 15 mL otopine s algama dodano je pet
jedinki vodenbuha, a hranjenje se odvijalo na temperaturi od 20 + 2 °C u mraku kako bi se
sprije¢io nekontrolirani rast algi. Pomocu spektrofotometra (UV/VIS spektrofotometar
Specord, Analytik Jena) odredena je tocna koncentracija algi na pocetku pokusa (0 h) u
svakoj od testnih posuda mjere¢i apsorbanciju na 680 nm. Apsorbancija je potom mjerena

nakon 4 h i nakon 18 — 20 h (hranjenje preko no¢i).
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Slika 18. Kalibracijska krivulja alge Chlorella vulgaris.
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2.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka i1 njihov graficki prikaz provedeni su koriStenjem
racunalnog programa GraphPad Prism 6 (za obradu i statistiCku analizu kretanja vodenbuha),
programskog jezika Python (za obradu i statisticku analizu kretanja rakuSaca) te Excel
programa Microsoft Office paketa. Brojani podatci su predstavljeni u obliku srednje
vrijednosti (sr.vr.) svih testnih replika uz pridruZzenu vrijednost standardne devijacije (+ SD)
ili su prikazani grafikonom kutijastog dijagrama (eng. box-plot) kao na Slici 19. Ukoliko je za
prikaz koriSten pravokutni dijagram, pravokutnik na grafu prikazuje podatke donjeg i gornjeg
kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije (eng.
whisker) najmanji i najve¢i dobiveni rezultat za to mjerenje (Slika 19). Razlike izmedu
eksperimentalnih grupa i kontrolne skupine testirane su jednosmjernom analizom varijance —
one way ANOVA i post hoc testom viSestrukih usporedbi (Dunnett test ili Tukey test).
Normalnost raspodjele podataka provjerena je D'Agostino-Pearson testom normalnosti.
Ukoliko je raspodjela podataka odstupala od normalne (neparametrijske metode), za
usporedbu vise skupina koristen je Kruskal-Wallis test (uz Dunn's post hoc test). Statisticki
znacajnim smatrani su rezultati koji su se razlikovali na razini p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) te

p < 0,001 (#*%*).

Podatci kretanja rakuSaca iz programa ToxTrac® preneseni su u Excel tablicu u
matri¢nom formatu za lakSe ucitavanje. Za Cetiri kljucne mjerne veli¢ine (prosjecna brzina,
prosjecno ubrzanje, stopa pokretljivosti, ukupna prijedena udaljenost) filtrirani su podatci za
24 h 148 h koji su koriSteni u daljnjoj analizi. Za obradu 1 statisticku analizu kretanja rakuSaca
koriSten je programski jezik Python (URL 2) s bibliotekama pandas (McKinney, 2010),
statsmodels (Seabold 1 Perktold, 2010) te matplotlib (Hunter, 2007) 1 seaborn (URL 5) za
vizualizaciju te jezik R (URL 3) u kojem je napravljena analiza varijance. Sirovi podatci su
provjereni na odstupajuce vrijednosti. U tu svrhu napisana je skripta (eng. script) koja

izraCunava interkvartilni raspon.

Kwvartili su vrijednosti statistickog obiljezja koje statisticki niz dijele na Cetiri jednaka
dijela, a mogu se podijeliti na donji i gornji kvartil (25 % i1 75 % elemenata skupa). Inter-
kvartilni raspon je razlika izmedu donjeg i gornjeg kvartila u nekom podatkovnom stupcu ili
vektoru. On predstavlja raspon unutar kojeg se nalazi srediSnjih 50 % elemenata skupa.
Vrijednosti su filtrirane prema danu/satima(24h,48h)/mjerenom parametru te podijeljene u

grupe iz kojih su izuzete vrijednosti nize od Q1-1.5xIQR 1 viSe od Q3+1.5xIQR (Slika 19).
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Slika 19. Izgled pravokutnog dijagrama.
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3. REZULTATI
3.1. Kemijska karakterizacija vode

U svim je uzorcima vode izmjerena temperatura vode, koncentracija i zasi¢enje
kisika, a vrijednosti parametara prikazane su kao srednja vrijednost svakog parametra + SD.
Temperatura (°C) je iznosila 25,48 + 0,13, koncentracija kisika (mg/L) 8,08 + 0,08 te
zasi¢enje kisika (%) 99,83 £ 0,89 u svim izmjerenim uzorcima vode. Kroz trajanje pokusa
vrijednosti navedenih parametara bile su konstantne i nisu odstupale od navedene srednje
vrijednosti. U uzorcima vode analizirana je prisutnost 571 organskog oneci$¢ivala, a
detektirana su 483 spoja koja su razvrstana u pet glavnih skupina: farmaceutici, pesticidi,

industrijske kemikalije, hormoni 1 ,,0stalo (Tablica 4).

Tablica 4. Broj zabiljeZzenih organskih onecis¢ivala u uzorcima vode za svaku postaju i skupinu.

Stupac ,,UBAK* prikazuje ukupan broj analiziranih kemikalija, a stupac ,,UBDK® ukupan broj

vvvvv

Skupine
organskih UBAK | UBDK | Jesenice | Jankomir | Hrus¢ica | Rugvica | Lukavec
onecis¢ivala
Farmaceutici 234 196 142 154 171 164 165
Pesticidi 291 242 213 170 182 185 179
Industrijske
kemikalije 31 30 28 27 28 27 27
Hormoni 8 8 8 8 8 8 8
Ostalo 7 7 7 7 7 7 7
Ukupno 571 483 398 366 396 391 386

S obzirom na uzorkovane postaje, najviSa ukupna koncentracija ispitivanih
organskih onecis¢ivala (OO) utvrdena je u uzorku vode s postaje Hrus¢ica (14,98 ng/L), zatim
s postaja Rugvica i1 Jesenice, koje imaju slicne koncentracije (13,57 ng/L odnosno
13,27 ng/L), zatim s postaje Lukavec (10,94 ng/L), dok je najniza ukupna koncentracija OO
bila zabiljezena u uzorku vode s postaje Jankomir (9,15 ng/L). U svakom je uzorku vode

otkriven Sirok raspon vrsta OO i to u sliénom broju: Jesenice — 398, Jankomir — 366,
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Hrus¢ica — 396, Rugvica — 391 i Lukavec — 386 (Tablica 4). Ukupno su detektirana 483 spoja,
od 571 analiziranog, a najvec¢i broj vrsta detektiranih OO pripada skupini pesticida (242
spoja), no njihova je koncentracija niza u odnosu na ukupnu koncentraciju farmaceutika 1
industrijskih kemikalija. Prema broju detektiranih vrsta spojeva, nakon skupine pesticida
slijedi skupina farmaceutika (196 spojeva), koji su ujedno pronadeni i u najvecoj ukupnoj
koncentraciji na svakoj postaji. U odnosu na pesticide i farmaceutike, najmanji broj
detektiranih spojeva je iz skupine industrijskih kemikalija (30 spojeva), ali je njihova ukupna
koncentracija veca od ukupne koncentracije pesticida. Na svim su postajama nadeni svi
spojevi (100 %) iz skupine hormoni (8 spojeva) i ,,0stalo® (7 spojeva). Od ukupnog broja
detektiranih farmaceutika na Jesenicama je pronadeno 72,45 %; na Jankomiru 78,57 %; na
Hrus¢ici 87,24 %; na Rugvici 83,67 % te na Lukavcu 84,18 %. Od ukupnih detektiranih
pesticida, najviSe vrsta pronadeno je na Jesenicama (88,02 %), zatim na Rugvici (76,45 %),
Hrusc¢ici (75,21 %), Lukavcu (73,97 %) te na kraju najmanje vrsta na Jankomiru (70,25 %).
Na Jesenicama i1 Hrus¢ici nadeno je 28 od 30 detektiranih vrsta industrijskih kemikalija

(93,33 %), a na ostalim postajama jedna manje odnosno 90,00 % (Tablica 4).

Farmaceutski proizvodi su, prema svom djelovanju, razvrstani u sljedece
podskupine: hipnotici/antikonvulzanti/anestetici, antibiotici, halucinogeni/stimulansi/droge,
antiepileptici/neuroleptici, opioidi, analgetici, kardiovaskularni lijekovi, antidepresivi,
antiparazitici, diuretici, steroidni protuupalni lijekovi i drugo (Stipanicev i sur., 2017).
Pesticidi su ukljucivali herbicide, insekticide 1 fungicide. Industrijske kemikalije
podrazumijevaju Sirok raspon perfluoralkilnih 1 polifluoralkilnih tvari kao $§to su 1 1-H
benzotriazol, bisfenol A (BPA), 4-nitrofenol, 4-para-nonilfenol, 4-terc-oktilfenol,
heksabromociklododekan (HBCDD), oktilfenol mono- i dietoksilati (OP1EO i OP2EO) te
nonilfenol mono- i dietoksilati (NP1IEO i NP2EO). Skupina hormona ukljucivala je i
sinteticke 1 prirodne hormone, a kemijskom analizom utvrdeni su sljede¢i spojevi:
androstendion, testosteron, estriol, ekvilin, 17a-etinilestradiol, estron, 17f-estradiol i
progesteron. U skupini ,,0stalo bili su zabiljezeni acesulfam, oktinoksat, iopromid, 2-NP-

AQZ, 4-acetilaminoantipirin, 4-formilaminoantipirin te N-desmetilklozapin.

Farmaceutici su na svim postajama zabiljeZeni u visokim Kkoncentracijama:
10,44 ng/L na Hrus¢ici; 10,20 ng/L na Rugvici; 7,18 ng/L na Lukavcu; 6,32 ng/L na
Jesenicama te 5,15 ng/L na Jankomiru. Industrijske kemikalije zabiljezene su u sljede¢im
koncentracijama: 5,12 ng/L na Jesenicama; 2,71 ng/L na Jankomiru; 2,49 ng/L na Hrus¢ici;

2,22 ng/L na Lukavcu te 1,71 ng/L na Rugvici. Pesticidi su pronadeni u manjim
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koncentracijama: 1,29 ng/L na Hruséici; 1,28 ng/L na Jesenicama; 1,20 ng/L. na Rugvici;
1,01 ng/L na Lukavcu te 0,96 ng/L na Jankomiru. Hormoni su bili prisutni u najnizim
koncentracijama na svim postajama, osim na Jesenicama gdje je bila prisutna poviSena
koncentracija: 0,31 ng/L na Jesenicama; 0,038 ng/L na Jankomiru; 0,032 ng/L. na Rugvici;
0,022 ng/L na Hrus¢ici te 0,005 ng/L na Lukavcu. Skupina ,,ostalo* zabiljezena je u sljede¢im
koncentracijama: 0,73 ng/L na Hrus¢ici; 0,52 ng/L na Lukavcu; 0,43 ng/L na Rugvici; 0,29
ng/L na Jankomiru i 0,24 ng/L na Jesenicama (Slika 20).
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Slika 20. Zastupljenost skupina organskih onecis¢ivala na uzorkovanim postajama.

Prema koncentraciji, najdominantnija skupina organskih oneciS¢ivala jesu
farmaceutici koji ¢ine udio od 47,66 % od ukupne zabiljezene koncentracije OO na postaji
Jesenice, 56,26 % na Jankomiru, 65,67 % na Lukavcu, 69,72 % na Hruséici do ¢ak 75,14 %
na Rugvici (Slike 21 — 25). Ukupna koncentracija farmaceutika bila je znatno viSa u uzorcima
vode s postaja Hrus¢ica (10,44 ng/L) i Rugvica (10,20 ng/L) u usporedbi s ostalim postajama,
a tome su doprinijele poviSene koncentracije halucinogena/stimulansa/droga (3,68 ng/L na
postaji Rugvica) te antibiotika (3,37 ng/L na postaji HruS¢ica). Na postaji Jesenice najzastu-
pljenije podskupine farmaceutika su analgetici (27,21 %) 1 antibiotici (27,00 %). Podskupina
halucinogeni/stimulansi/droge najdominantnija je na postajama Jankomir (45,46 %), Rugvica

(36,13 %) i Lukavec (30,14 %) zbog ustanovljene velike koli¢ine nikotina, kotinina i kofeina,
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a na postaji HruS¢ica najzastupljeniji su antibiotici (32,30 %) uz halucinogene/stimulanse/

droge (25,57 %).

U skupini farmaceutika, najveci broj vrsta pripada antibioticima koji su u visokim
koncentracijama pronadeni u svim uzorcima. Antibiotici zabiljezeni u visokim koncentra-
cijama bili su penicilini (amoksicilin, kloksacilin te nafcilin), tetraciklini (doksiciklin,
minociklin, oksitetraciklin te tetraciklin HCI) te sulfonamidi (sulfapiridin). Amoksicilin je
najvise bio prisutan na Hrus¢ici, zatim na Jankomiru i Rugvici, kloksacilin na Jesenicama,
dok uopce nije zabiljezen na Rugvici 1 Lukavcu, nafcilin, doksiciklin i oksitetraciklin na
Jesenicama, minociklin na Rugvici, tetraciklin HCI na HruS8¢ici 1 Rugvici te sulfapiridin na
Hrus¢ici, Lukavcu i Rugvici, dok uopce nije zabiljezen na postajama Jesenice i Jankomir. U
podskupini halucinogeni/stimulansi/droge najveé¢i udio otpada na kofein (u najvecoj
koncentraciji na Hru8¢ici, Rugvici 1 Lukavcu), nikotin (najviSe na Rugvici 1 Jankomiru) 1
kotinin (najviSe na HruS¢ici i Rugvici). Hipnotici/antikonvulzanti/anestetici te analgetici su
takoder utvrdeni u relativno visokim koncentracijama u uzorcima vode rijeke Save; prva
podskupina u najveéim koncentracijama na postajama HruS¢ica (1,75 ng/L) i Rugvica
(1,71 ng/L), a druga podskupina na postaji Jesenice (1,72 ng/L). Iz prve podskupine u
najvecoj je koncentraciji bio prisutan fenobarbital i to na postajama Rugvica, Lukavec i
Hrusc¢ica, a iz druge podskupine u vecoj su koncentraciji bili utvrdeni ibuprofen (prisutan na
svim postajama, osim na Jankomiru, a najviSe na Jesenicama i1 Rugvici), etodolak (prisutan
samo na postaji Jesenice), naproksen (najviSe na Jesenicama i Rugvici) te acetilsalicilna
kiselina (najviSe na Lukavcu, dok na Jankomiru uopce nije zabiljezena). Najveca koncentra-
cija kardiovaskularnih lijekova izmjerena je na postaji Hrus¢ica (1,25 ng/L), a iz te je pod-
skupine u najvecoj koncentraciji pronaden metoprolol. Steroidni protuupalni lijekovi u
poviSenoj koncentraciji uo€eni su na Jesenicama (0,97 ng/L) gdje je zabiljezen fludrokortizon

acetat. Ostale podskupine farmaceutika bile su prisutne u bitno niZim koncentracijama.

Druga najdominantnija skupina na svim postajama, prema koncentraciji, jesu
industrijske kemikalije zastupljene s udjelom od 38,60 % (udio od ukupne koncentracije OO
na toj postaji) na Jesenicama; 29,58 % na Jankomiru; 20,29 % na Lukavcu; 16,61 % na
Hrus¢ici te 12,62 % na Rugvici (Slike 21 — 25). Od industrijskih kemikalija, u viSim
koncentracijama detektirani su nonilfenol monoetoksilat (NP1EO) na postajama Jankomir i
Lukavec, nonilfenol dietoksilat (NP2EO) na postajama Hru$¢ica i Jankomir, oktilfenol

monoetoksilat (OP1EO) na Lukavcu, oktilfenol dietoksilat (OP2EO) na Hrus¢ici i Jankomiru,
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BPA na postajama Rugvica 1 Jesenice, 4-terc-oktilfenol na postaji Jesenice, 1-H benzotriazol

na postaji Jankomir te iznimno poviSena koncentracija 4-para-nonilfenola na Jesenicama.

Na tre¢em mjestu svih postaja nalaze se pesticidi Cije su koncentracije u svim
uzorcima vode bile slicne. Udio pesticida, od ukupne zabiljeZene koncentracije OO na
pojedinoj postaji, na Jankomiru je iznosio 10,54 %; na postaji Jesenice 9,61 %; na postaji
Lukavec 9,22 %; na postaji Rugvica 8,82 % te na postaji Hru$éici 8,63 % (Slike 21 — 25). Sto
se tice skupine pesticida, dominiraju insekticidi koji su na svim postajama izmjereni u vecoj
koncentraciji nego herbicidi i1 fungicidi, a najveéi udio insekticida zabiljeZen je na postaji
Jesenice (insekticidi ¢ine 61,21 % od svih zabiljeZenih pesticida na toj postaji) gdje su u

veéim koncentracijama prisutni bili spojevi spiromesifen i halofenozid.

Hormoni i zasebna skupina ,,ostalo* bili su prisutni u znatno nizim koncentracijama
na svim postajama. Najveca koncentracija sintetskih hormona, posebice progesterona
(0,30 ng/L), utvrdena je u uzorku vode s postaje Jesenice, dok su acesulfam (0,39 ng/L) i
iopromid (0,19 ng/L) iz skupine ,,0stalo bili prisutni u viSim koncentracijama na postaji

Hrus¢ica (Slike 21 — 25).

Zabiljezena organska oneciS¢ivala i njihove koncentracije razlikovale su se od
postaje do postaje, a u Tablici 5 prikazano je deset najzastupljenijih zabiljeZenih kemikalija za

svaku postaju zajedno s koncentracijom i klasifikacijom spoja.
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Tablica 5. Popis deset kemikalija i njihovih kategorija koje su nadene u najve¢im koncentracijama na

pojedinim postajama. Koncentracije su izrazene u ng/L.

Jesenice Jankomir Hrus¢ica Rugvica Lukavec
4-para-nonilfenol Nikotin Metoprolol Nikotin Fenobarbital
(ind.kemikalija) (stimulans) (kardiov.lijek) (stimulans) (hipnotik)
3,52 1,56 1,21 2,24 1,27
- Nikotin Fenobarbital -
(steroidni protuupalni lijek) (ind.kemikalija) (stimulans) (hipnotik) (stimulans)
0,79 0,71 1,20 1,29 0,98
Naproksen OP2EO Sulfapiridin Kafein| Nikotin
(analgetik) (ind.kemikalija) (antibiotik) (stimulans) (stimulans)
0,55 0,61 1,18 1,10 0,85
4-terc-oktilfenol Metoprolol Fenobarbital Tetraciklin HC] NP1EO
(ind.kemikalija) (kardiov.lijek) (hipnotik) (antibiotik) (ind.kemikalija)
0,54 0,57 1,15 0,67 0,71
Nafcilin natrijev monohidrat _ - _ _
(antibiotik) (antibiotik) (stimulans) (antibiotik) (antibiotik)
0,52 0,57 1,06 0,53 0,65
[buprofen - _ Metoprolol
(analgetik) (stimulans) (antibiotik) (kardiov.lijek)
(analgetik)
0,45 0,50 0,96 0,50
0,58
Nikotin 4-para-nonilfenol - Bisfenol A Metoprolol
(stimulans) (ind.kemikalija) (ind.kemikalija) (ind.kemikalija) (kardiov.lijek)
0,43 0,49 0,75 0,48 0,57
Bistenol A ko | D | SEOSEE | G
(ind.kemikalija) (ind.kemikalija) (antibiotik) (antibiotik) (ind.kemikalija)
0,41 0,31 0,68 0,45 0,52
Metoprolol Fenobarbital NPI1EO Naproksen 4-para-nonilfenol
(kardiov.lijek) (hipnotik) (ind.kemikalija) (analgetik) (ind.kemikalija)
0,37 0,25 0,56 0,44 0,34
1H-benzotriazol Acesulfam 4-para-nonilfenol -
(analgetik) (ind.kemikalija) (umjetno sladilo) (ind.kemikalija) (ind.kemikalija)
0,33 0,20 0,39 0,33 0,22
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Na postaji Jesenice (Slika 21) najdominantniji su farmaceutici (47,66 %), a
najzastupljenije podskupine analgetici (27,21 %), antibiotici (27,00 %), halucinogeni/
stimulansi/droge (15,48 %) te steroidni protuupalni lijekovi (15,37 %). Nakon njih slijede
industrijske kemikalije (38,60 %) te pesticidi (9,61 %) od kojih su najizrazeniji insekticidi
(61,21 %), zatim herbicidi (22,07 %) te fungicidi s najmanjim udjelom (16,72 %). Hormoni
¢ine velikih 2,31 %, a skupina ,,ostalo* 1,82 %.

JESENICE W Farmaceutici
231% g Pesticidi
- 1,82%
m Herbicidi 16,72% /
0 Industrijske kemikalije
M Insekticidi
Fungicidi
1,61%_\ 0,15%
0,01%

/ - B Kardiovaskularni lijekovi
/ Antidepresivi

B Antiparazitici

B Diuretici

W Steroidni protuupalni lijekovi

B Ostalo

Hormoni

M Ostalo

1 Antibiotici

B Halucinogeni/stimulansi/
droge

= Antiepileptici/neuroleptici

B Opioidi

B Analgetici

Slika 21. Zastupljenost glavnih skupina i podskupina u uzorku vode s postaje Jesenice.

B Hipnotici/antikonvulzanti/anestetici



Na postaji Jankomir (Slika 22) takoder dominiraju farmaceutici (56,26 %) s
podskupinama halucinogeni/stimulansi/droge (45,46 %), antibiotici (19,42 %) te kardio-
vaskularni lijekovi (12,18 %). Industrijske kemikalije ¢ine 29,58 %, a pesticidi 10,54 %.
Insekticidi (45,38 %) i herbicidi (44,97 %) su podjednako zastupljeni, a fungicidi ¢ine 9,65 %.

Hormoni se pojavljaju u malom udjelu od 0,41 %, a skupina ,,ostalo ¢ini 3,21 %.
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Slika 22. Zastupljenost glavnih skupina i podskupina u uzorku vode s postaje Jankomir.
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Na postaji Hrus¢ica (Slika 23) takoder dominiraju farmaceutici (69,72 %) s
podskupinama antibiotici (32,30 %) i halucinogeni/stimulansi/droge (25,57 %). Industrijske
kemikalije ¢ine 16,61 %, a pesticidi 8,63 %. Insekticidi (39,53 %) i herbicidi (36,01 %) su
takoder podjednako zastupljeni kao i na postaji Jankomir, a fungicidi Cine Ccetvrtinu
zabiljezenih pesticida (24,46 %). Hormoni su prisutni u malom postotku (0,14 %), a skupina

,,ostalo“ ¢ini 4,89 %.
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Slika 23. Zastupljenost glavnih skupina i podskupina u uzorku vode s postaje Hrus¢ica.
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Na postaji Rugvica (Slika 24) najzastupljeniji su farmaceutici (75,14 %) i to

halucinogeni/stimulansi/droge (36,13 %), antibiotici (24,00 %) te hipnotici/antikonvulzanti/

anestetici (16,78 %). Nakon njih slijede industrijske kemikalije (12,62 %) te pesticidi

(8,82 %). Polovicu prisutnih pesticida ¢ine insekticidi (51,18%), dok su herbicidi 1 fungicidi

zastupljeni s 35,62 % odnosno 13,21 %. Hormoni ¢ine 0,23 %, a skupina ,,ostalo* 3,18 %.
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Slika 24. Zastupljenost glavnih skupina i podskupina u uzorku vode s postaje Rugvica.
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Na postaji Lukavec (Slika 25), kao i na svim drugima, najveéi udio zauzimaju

farmaceutici (65,67 %) s najzastupljenijim podskupinama halucinogeni/stimulansi/droge

(30,14 %), hipnotici/antikonvulzanti/anestetici (20,32 %) te antibiotici (18,94 %). Industrijske

kemikalije zauzimaju drugo mjesto s udjelom od 20,29 %, a pesticidi su na tre¢em mjestu s

9,22 %. Vecinu zabiljezenih pesticida Cine insekticidi (55,69 %), zatim slijede herbicidi

(34,20 %), dok su fungicidi prisutni s 10,11 %. Hormoni su na ovoj postaji zabiljeZeni u

najmanjem udjelu (0,05 %), a skupina ,,ostalo* ¢ini 4,77 %.
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Slika 25. Zastupljenost glavnih skupina i podskupina u uzorku vode s postaje Lukavec.

50



3.2. Gammarus fossarum: akutni test toksi¢nosti
3.2.1. Analiza kretanja

Postaje su analizirane svaka sa svojom kontrolom: K1 + Jesenice, Jankomir i
Lukavec; K2 + Hrus¢ica i Rugvica. Rezultati su predstavljeni kao sr.vr. = SD. Statisticka
znacajnost (* za p < 0,05; ** za p < 0,01; *** za p < 0,001) na grafu naznaCena je samo u

usporedbi pojedine postaje s pripadaju¢om kontrolom.
3.2.1.1. Prosjecna brzina—24hi48h

Na Slici 26. prikazana je prosjecna brzina kretanja rakusaca. Uoceno je povecanje
prosjecne brzine na Jesenicama i Jankomiru (koja zatim znacajno pada nakon 48 h) u odnosu
na Hrus¢icu i Rugvicu gdje je uofeno smanjenje u odnosu na kontrolu koje je uvjetovano
izljevom otpadnih voda grada Zagreba, dok je na Lukavcu zabiljeZen blagi oporavak u odnosu
na Hru$¢icu 1 Rugvicu (Slika 26). Nakon 24 h, statisti¢ki znacajno smanjenje brzine uo¢eno je
izmedu kontrole K2 (100,25 + 24,66) 1 postaje Hrus¢ica (83,48 + 28,41) (p < 0,001). Nakon
24 h izlaganja uocen je znacajan pad brzine kretanja rakuSaca izloZzenim vodi s postaja
Hrus¢ica 1 Rugvica u odnosu na postaje Jesenice i Jankomir te pad brzine kretanja kod
rakuSaca izlozenim vodi s postaje Lukavec u odnosu na Jesenice (sve sa statistickom
znacajno$¢éu p < 0,001). Uocen je i pad brzine na Hrus¢ici u odnosu na Lukavec (p < 0,05).
Pad brzine kretanja nakon 48 h izlaganja 1 dalje je prisutan na postaji HruS¢ica u odnosu na
postaje Jesenice (p < 0,01) i Jankomir (p < 0,001), na postaji Rugvica u odnosu na Jankomir
(p < 0,05) te na postaji Hrus¢ica u odnosu na Lukavec (p < 0,05). Prosjecna je brzina bila
veca nakon 24 h u odnosu na 48 h. Najmanja vrijednost prosjecne brzine zabiljeZena je nakon
24 h na postaji Hrus¢ica (83,48 + 28,41), a najviSa na postaji Jesenice (152,41 + 31,78),
takoder nakon 24 h.
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Slika 26. Graficki prikaz mjerenja prosjecne brzine rakuSaca nakon 24-satnog i 48-satnog izlaganja
uzorcima vode rijeke Save. ProsjeCna brzina kretanja izrazena je u arbitrarnim pikselarnim
jedinicama/s. Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke
donjeg i gornjeg kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije
najmanji i najveci dobiveni rezultat za tu postaju. Tockice predstavljaju vrijednosti koje odskacu (eng.

outlayers). Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom (*** za p <0,001).

3.2.1.2. Prosjecno ubrzanje—24hid48 h

Na Slici 27. prikazano je prosjecno ubrzanje rakuSaca. Statisticki znacajan pad
prosjecnog ubrzanja nakon 24 h izlaganja uocen je na postajama Hrus¢ica 1 Rugvica u odnosu
na postaje Jesenice 1 Jankomir (sve sa statistiCkom znacajno$¢u od p < 0,001). Nakon 48 h
izlaganja, statisticki znacajno povecanje uoceno je na postajama Jankomir (345,40 + 81,09)
(p <0,001) 1 Lukavec (330,17 £ 90,54) (p < 0,01) u odnosu na kontrolu K1 (291,51 + 51,90).
Statisticki znafajno smanjenje prosjeCnog ubrzanja, nakon 48 h izlaganja, postoji i na
postajama Hrus¢ica 1 Rugvica u odnosu na Jankomir (p < 0,001), a statisticki znacajno
povecanje ubrzanja uoceno je na postaji Jankomir u odnosu na Jesenice (p < 0,001) i na
postaji Lukavec u odnosu na postaje Hrus¢ica i Rugvica (p < 0,001) te u odnosu na postaju
Jesenice (p < 0,01). Prosjecno je ubrzanje bilo ve¢e nakon 24 h u odnosu na 48 h, izuzev
postaje Lukavec gdje je nakon 48 h uocCeno znacajno vece ubrzanje. Najmanja vrijednost
prosjecnog ubrzanja zabiljezena je na Hrus¢ici (225,07 = 63,21), a najvisa na Jankomiru
(359,81 + 85,25), obje nakon 24 h. Bitna razlika u prosjecnom ubrzanju nakon 24 h i 48 h
primije¢ena je na Jesenicama gdje ubrzanje znacajno pada nakon 48 h. Na Jesenicama i
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Jankomiru zabiljeZzeno je veée ubrzanje u odnosu na Hruséicu i Rugvicu gdje je uoceno
smanjenje uvjetovano izljevom otpadnih voda grada Zagreba, dok do oporavka dolazi na

Lukavcu (Slika 27).
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Slika 27. Graficki prikaz mjerenja prosjecnog ubrzanja rakusaca nakon 24-satnog i 48-satnog
izlaganja uzorcima vode rijeke Save. Prosje¢no ubrzanje izrazeno je u arbitrarnim pikselarnim
jedinicama/s®. Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke
donjeg 1 gornjeg kvartila, crta pravokutnika ozna¢ava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije
najmanji i najveci dobiveni rezultat za tu postaju. Tockice predstavljaju vrijednosti koje odskacu (eng.

outlayers). Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom (** za p <0,01; *** za p < (0,001).
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3.2.1.3. Stopa pokretljivosti —24 hi48 h

Na Slici 28. prikazana je stopa pokretljivosti rakuSaca. Znacajnije smanjenje stope
pokretljivosti, u odnosu na kontrolu K1, uo¢eno je nakon 48 h kod jedinki koje su bile
izlozene vodi s postaje Jesenice, iako navedena smanjena stopa pokretljivosti nije bila
statistiCki znacajna. Na Jankomiru je, s druge strane, uoCena visoka stopa pokretljivosti,

odnosno povecanje i nakon 24 h i nakon 48 h u odnosu na kontrolu K1 (Slika 28).
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Slika 28. Graficki prikaz stope pokretljivosti rakuSaca nakon 24-satnog i 48-satnog izlaganja uzorcima
vode rijeke Save. Stopa pokretljivosti izrazena je u %. Rezultati su predstavljeni kutijastim
dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i gornjeg kvartila, crta pravokutnika oznacava
medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i najveéi dobiveni rezultat za tu postaju.

Tockice predstavljaju vrijednosti koje odskacu (eng. outlayers).
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3.2.1.4. Ukupna prijedena udaljenost —24 hi48 h

Na Slici 29. prikazana je ukupna prijedena udaljenost. Nakon 24 h izlaganja,
statisticki znacajno smanjenje prijedene udaljenosti uofeno je na postaji Hruscica
(5169,18 £ 1637,27) u odnosu na kontrolu K2 (6102,40 £+ 1476,41) (p < 0,001). Statisticki
znaajno smanjenje prijedene udaljenosti, nakon 24 h izlaganja, uoceno je na postajama
Hrus¢ica i Rugvica u odnosu na postaje Jesenice i Jankomir te na postaji Lukavec u odnosu na
Jesenice (sve sa statistickom znacajnosc¢u od p < 0,001). Statisticki znacajno smanjenje bilo je
prisutno i nakon 48 h izlaganja na postaji Hrus¢ica u odnosu na Jankomir (p < 0,001) i
Jesenice (p < 0,01). Prijedena udaljenost bila je ve¢a nakon 24 h u odnosu na 48 h. Najmanja i
najveca prijedena udaljenost uocene su nakon 24 h; najmanja na Hru$é¢ici (5169,18 +
1637,27), a najveta na Jesenicama (9263,13 + 1898,89). Na Jesenicama i Jankomiru
zabiljeZena je znacajno veca prijedena udaljenost u odnosu na Hruséicu i Rugvicu gdje je
uo¢ena manja prijedena udaljenost uvjetovana utjecajem izljeva otpadnih voda grada Zagreba

(Slika 29).
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Slika 29. Graficki prikaz ukupne prijedene udaljenosti rakusaca nakon 24-satnog i 48-satnog izlaganja
uzorcima vode rijeke Save. Prijedena udaljenost izraZena je u arbitrarnim pikselarnim jedinicama.
Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i gornjeg
kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i najveci
dobiveni rezultat za tu postaju. Tockice predstavljaju vrijednosti koje odskacu (eng. outlayers).

Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom (*** za p <0,001).
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3.2.2. Test u¢inkovitosti hranjenja nakon izlaganja

Ucinkovitost hranjenja, nakon 48-satnog izlaganja, mjerena je nakon 3 h i prikazana
na Slici 30. Testom normalnosti ustanovljeno je da raspodjela podataka nije normalna kod
svih postaja, odnosno, uoceno je kako postaje Jesenice i Jankomir nemaju normalnu

raspodjelu.

Rezultati su predstavljeni kao sr.vr. £ SD. Iako nema vece statisticke znacajnosti, kod
svih je postaja, u odnosu na kontrolu (16,25 + 2,42), uoceno smanjenje ucinkovitosti
hranjenja, osim na postaji Lukavec (17,25 + 2,54) gdje je zabiljezeno neznatno povecanje. U
odnosu na kontrolu, podatci nisu statisticki znacajni, a prisutan je samo trend prema
statistiCkoj znacajnosti 1 to kod postaja Hrus¢ica (p = 0.49) i Rugvica (p = 0.54),na kojima su
zabiljeZzene najmanje vrijednosti (H: 13,21 £ 5,52; R: 13,78 + 4,58) ovog parametra u odnosu

na kontrolu (16,25 + 2,42), §to je ozna¢eno zZutom ovalnom oznakom (Slika 30).
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Slika 30. Graficki prikaz ucinkovitosti hranjenja rakuSaca nakon 48-satnog izlaganja uzorcima vode

rijeke Save. Rezultati su predstavljeni kao sr.vr. + SD.
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3.2.3. Biokemijski biomarkeri

Rezultati biokemijskih biomarkera izrazeni su u odnosu na svjezu masu jedinke (eng. fresh

weight, FW) (Tablica 6) ili na ukupne proteine.

Tablica 6. Masa i spol jedinki koriStenih za mjerenje biokemijskih biomarkera.

JESENICE JANKOMIR HRUSCICA RUGVICA LUKAVEC

Red. Masa Masa Masa Masa Masa
br. Spol (mg) Spol (mg) Spol (mg) Spol (mg) Spol (mg)
1 M 29,9 M 17,1 M 12,4 M 15,7 M 22.0
2 M 22,6 M 21,7 7z 10,1 M 9,8 M 15,7
3 M 31,1 M 15,9 M 13,7 7z 9,5 M 17,4
4 M 26,1 M 17,0 M 20,3 M 19,8 M 21,3
5 M 28,7 M 18,9 M 13,2 M 17,4 M 28,6
6 M 225 M 21,1 M 10,3 M 12,4 M 16,6
7 M 31,0 M 18,3 M 243 M 12,8 M 15,8
8 M 21,7 7z 23,3 M 8,6 M 13,4 M 19,0
9 M 20,5 M 23,8 M 31,6 M 24,7 M 18,6
10 M 26,6 7z 17,8 7z 14,3 M 9.4 M 19,7
11 M 26,4 M 20,9 M 22.8 7z 18,0 M 22.8
12 M 24,7 M 16,5 M 25,4 M 29,0 M 20,0
13 M 21,6 M 21,7 7z 12,7 M 25,8 M 17,0
14 M 26,2 M 16,3 M 19,4 M 14,3 M 18,6
15 M 20,0 M 17,7 M 12,7 7z 18,6 M 17,3
16 M 24,1 M 13,4 M 19,4 M 18,0 M 18,5
17 M 18,9 M 23,7 M 20,1 M 19,2 M 30,0
18 M 22,1 M 19,2 M 13,4 M 12,2 M 21,8
19 M 274 M 17,4 M 12,1 M 21,2 M 21,6
20 M 17,6 M 14,7 M 27,2 M 16,7 M 24.8
21 M 25,0 M 19,6 M 11,7 M 9,1 M 21,9
22 M 27,9 M 20,0 M 11,0 M 17,0 M 21,9
23 M 32,6 M 17,3 M 12,7 M 16,9 M 23,3
24 M 23,7 M 223 M 19,5 M 25,9 M 26,2
25 M 26,6 M 24,0 7z 15,0 M 15,0 M 19,5
26 M 24,0 M 23,2 M 16,1 M 17,9 M 17,7
27 M 344 M 21,0 M 22.1 M 28,9 M 30,5
28 M 38,7 M 13,7 M 18,8 M 12,7 M 30,7
29 M 23,2 M 21,3 7z 16,9 M 12,4 M 224
30 M 292 M 15,6 M 18,4 M 11,7 M 20,5
31 M 27,3 M 24.6 7z 10,2 M 21,6 M 20,5
32 M 29,8 M 19,6 7z 17,1 M 14,7 M 24.6
33 M 31,5 M 25,2 M 225 M 19,7 M 21,7
34 M 20,7 / / M 30,1 M 10,9 M 18,3
35 / / / / 7z 18,7 / / M 22,6
36 / / / / M 11,2 / / M 26,1
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Tablica 6. Masa i spol jedinki koriStenih za mjerenje biokemijskih biomarkera. Nastavak tablice.

Kontrola 1 Kontrola 2
Red.br. | Spol | Masa (mg) | Spol | Masa (mg)

1 M 20,8 M 21,2
2 M 21,7 M 28,8
3 M 19,7 M 9,3
4 M 22,1 M 21,3
5 M 22,3 Z 15,4
6 M 19,7 M 15,3
7 M 22,4 M 19,3
8 M 16,3 M 18,7
9 M 16,5 M 18,6
10 M 23,6 M 20,6
11 M 19,7 M 13,2
12 M 21,5 M 18,8
13 M 26,1 M 14,0
14 M 20,7 M 17,6
15 M 24,8 M 23,1
16 M 19,7 M 24,0
17 M 22,9 M 24.9
18 M 20,0 7 19,7
19 M 23,8 M 13,9
20 M 17,2 M 13,3
21 M 19,0 M 20,3
22 M 20,2 M 14,6
23 M 21,2 M 16,5
24 M 21,2 M 22,1
25 M 23,0 M 19,4
26 M 21,4 M 20,3
27 M 18,4 M 17,5
28 M 27,7 M 23,6
29 M 22,5 M 21,6
30 M 17,9 M 21,9
31 M 27,5 M 21,8
32 M 17,8 M 20,3
33 M 23,7 M 19,6
34 M 23,5 M 22,8
35 M 26,9 M 23,7
36 M 23,5 M 18,5
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3.2.3.1. Ukupni proteini

Rezultati mjerenja ukupnih proteina nakon 48-satnog izlaganja uzorcima rijeke Save
prikazani su na Slici 31. Testom normalnosti ustanovljena je normalna raspodjela kod svih
podataka sa svih postaja. Statisticka znacajnost u usporedbi svake pojedine postaje s

kontrolom naznacena je na Slici 31.

Statisticki znacajno povecanje ukupnih proteina, u odnosu na kontrolu (19,85 =+
5,38), uoceno je kod rakuSaca izlaganih vodi s postaja Hrus¢ica (24,66 + 5,33) i Rugvica
(23,33 + 5,46). Na svim drugim postaja zabiljezeno je smanjenje, a statistiCki znacajno
smanjenje ukupnih proteina, u odnosu na kontrolu, primije¢eno je na postaji Lukavec (16,40 £
4,15). Statisticki znacajno povecanje ukupnih proteina uoceno je na postajama Rugvica i
Hrus¢ica u odnosu na Jesenice, Lukavec i Jankomir (sve sa statistickom znacajnoS¢u od
p < 0,001). Najmanja vrijednost zabiljezena je na postaji Lukavec, a najve¢a na postaji

Hruséica (Slika 31).
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Slika 31. Grafic¢ki prikaz mjerenja ukupnih proteina nakon 48-satnog izlaganja uzorcima vode rijeke
Save. Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i
gornjeg kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i
najveci dobiveni rezultat za tu postaju. Statisticki znacajne razlike izmedu kontrole i postaja oznacene

su simbolom (** za p <0,01; *** za p < 0,001).
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3.2.3.2. Mjerenje aktivnosti glutation-S-transferaze

Rezultati mjerenja glutation-S-transferaze nakon 48-satnog izlaganja uzorcima
rijeke Save prikazani su na Slici 32. Testom normalnosti ustanovljeno je da raspodjela
podataka nije normalna kod svih postaja, odnosno, uoceno je kako kontrola i postaja Rugvica

nemaju normalnu raspodjelu.

StatistiCki znacajno povecanje GST aktivnosti, u odnosu na kontrolu (0,27 £ 0,087),
uoceno je na postaji Jankomir (0,33 £ 0,086). lako nije statisti¢ki znacajno, kod svih je drugih
postaja zabiljezeno povecanje, osim na postaji Lukavec (0,25 + 0,057) gdje zabiljezeno
smanjenje u odnosu na kontrolu. Statisticki zna€ajno povecanje uoceno je takoder na postaji
Jankomir u odnosu na Lukavec (p < 0,01), a upravo su na tim dvjema postajama zabiljeZene

najmanja (Lukavec) i najveca (Jankomir) vrijednost (Slika 32).
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Slika 32. Graficki prikaz mjerenja GST nakon 48-satnog izlaganja uzorcima vode rijeke Save.
Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i gornjeg
kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i najveci
dobiveni rezultat za tu postaju. Statisticki znacajne razlike oznaCene su simbolom

(* zap <0,05; ** zap < 0,01).
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3.2.3.3. Odredivanje sadrzaja malondialdehida

Rezultati mjerenja malondialdehida nakon 48-satnog izlaganja uzorcima rijeke Save
prikazani su na Slici 33. Testom normalnosti ustanovljena je normalna raspodjela kod svih

podataka svih postaja.

Statisticki znacajno smanjenje MDA, u odnosu na kontrolu (0,59 + 0,15), uoc¢eno je
na postaji Jesenice (0,47 £ 0,11). lako nema statisticke znacajnosti, kod svih je drugih postaja
takoder zabiljezeno smanjenje, osim na postaji Jankomir (0,61 + 0,16) gdje zabiljezeno blago
povecanje u odnosu na kontrolu. Statisticki znacajno povecanje uo€eno je na Jankomiru u
odnosu na Jesenice (p < 0,01), a upravo su na tim dvjema postajama zabiljeZene najmanja

(Jesenice) i najveca (Jankomir) vrijednost (Slika 33).
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Slika 33. Graficki prikaz mjerenja MDA nakon 48-satnog izlaganja uzorcima vode rijeke Save.
Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i gornjeg
kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i najveci

dobiveni rezultat za tu postaju. Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom (** za p < 0,01).
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3.3. Daphnia magna: akutni imobilizacijski test
3.3.1. Imobilizacijski test

Nakon 24 h sve su jedinke bile Zive, a nakon 48 h uoc¢en je manji utjecaj uzorkovane
vode s postaje Jankomir (5 %), dok je na Rugvici (12,5 %) zabiljezen statisticki znacajan

utjecaj na prezivljavanje odnosno smrtnost vodenbuha (p < 0,001) (Slika 34).
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Slika 34. Graficki prikaz smrtnosti vodenbuha nakon 24 h i 48 h izlaganja. Rezultati su predstavljeni

kao sr.vr. + SD. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su simbolom (*** za p <0,001).
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3.3.2. Analiza kretanja

Statisticka znacajnost (* za p < 0,05; ** za p < 0,01; *** za p < 0,001) na grafu

naznacena je samo u usporedbi pojedine postaje s kontrolom.
3.3.2.1. Prosjecna brzina — 24h

Rezultati mjerenja prosjecne brzine nakon 24-satnog izlaganja uzorcima rijeke Save
prikazani su na Slici 35. Testom normalnosti ustanovljena je normalna raspodjela kod svih

podataka svih postaja.

Statisticki znacajno smanjenje prosjecne brzine kretanja vodenbuha, u odnosu na
kontrolu (46,36 + 4,78), uoceno je kod svih postaja osim Hrus¢ice, na kojoj je takoder
zabiljezeno smanjenje prosjecne brzine, ali nije statisticki znacajno. Statisticki najznacajnije
razlike, a ujedno i najmanje vrijednosti za ovaj parametar, zabiljezene su na postajama

Jesenice (33,02 + 7,46) te Lukavec (34,10 £ 4,09) (Slika 35).
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Slika 35. Graficki prikaz mjerenja prosjeéne brzine vodenbuha nakon 24-satnog izlaganja uzorcima
vode rijeke Save. ProsjeCna brzina kretanja izrazena je u arbitrarnim pikselarnim jedinicama/s.
Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i gornjeg
kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i najveci
dobiveni rezultat za tu postaju. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su simbolom (* za p < 0,05; ** za

p < 0,01; *+* za p < 0,001).
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3.3.2.2. Prosjecno ubrzanje — 24h

Rezultati mjerenja prosje¢nog ubrzanja vodenbuha nakon 24-satnog izlaganja
uzorcima rijeke Save prikazani su na Slici 36. Testom normalnosti ustanovljeno je da
raspodjela podataka nije normalna kod svih postaja, odnosno, uoceno je kako postaja Rugvica

nema normalnu raspodjelu.

Statisticki zna€ajno smanjenje prosje¢nog ubrzanja, u odnosu na kontrolu (160,3 +
15,37), uoceno je na postajama Jesenice (114,9 + 23,92) i Lukavec (131,2 + 19,10), a iako
nije bilo statisticki znacajno, na svim je drugim postajama takoder uoceno smanjenje.
Najmanja zabiljeZena vrijednost, u odnosu na kontrolu, bila je vrijednost na postaji Jesenice

(Slika 36).
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Slika 36. Graficki prikaz mjerenja prosjecnog ubrzanja vodenbuha nakon 24-satnog izlaganja
uzorcima vode rijeke Save. Prosjeéno ubrzanje izrazeno je u arbitrarnim pikselarnim jedinicama/s’.
Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i gornjeg
kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i najveci
dobiveni rezultat za tu postaju. Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom (** za p < 0,01; ***

zap <0,001).
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3.3.2.3. Stopa pokretljivosti — 24h

Rezultati mjerenja stope pokretljivosti nakon 24-satnog izlaganja uzorcima rijeke
Save prikazani su na Slici 37. Testom normalnosti ustanovljeno je da raspodjela podataka nije
normalna kod svih postaja, odnosno, uo€eno je kako kontrola te postaje Jesenice, Hrus¢ica i

Rugvica nemaju normalnu raspodjelu.

Statisticki znacajno smanjenje stope pokretljiivosti, u odnosu na kontrolu (97,36 +
2,70), uoceno je na postajama Jankomir (92,05 £+ 5,795) i Lukavec (90,27 + 8,37). Iako nije
statisticki znacajno, smanjenje je zabiljezeno i na ostalim postajama. Najmanja zabiljezena
vrijednost, u odnosu na kontrolu, bila je na postaji Jesenice (90,17 £ 11,62) no zbog visoke

SD i rasapa podataka nije statisti¢ki znacajno (Slika 37).
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Slika 37. Graficki prikaz mjerenja stope pokretljivosti vodenbuha nakon 24-satnog izlaganja uzorcima
vode rijeke Save. Rezultati su predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke
donjeg i1 gornjeg kvartila, crta pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije
najmanji i najveéi dobiveni rezultat za tu postaju. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su simbolom

(* zap <0,05).
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3.3.2.4. Ukupna prijedena udaljenost — 24h

Rezultati mjerenja ukupne prijedene udaljenosti nakon 24-satnog izlaganja uzorcima
rijeke Save prikazani su na Slici 38. Testom normalnosti ustanovljena je normalna raspodjela

kod svih podataka svih postaja.

Iako nisu zabiljezene statisticki znaCajne razlike, u odnosu na kontrolu, povecanje
ukupne prijedene udaljenosti uoc¢eno je na svim postajama osim na postaji Jesenice gdje je
bilo prisutno smanjenje, no ono nije statisticki znac¢ajno zbog velike SD. Najmanja vrijednost
ovog parametra zabiljeZena je na postaji Jesenice (2945 + 836,9), a najveca na postaji

Lukavec (3414 + 554,8), u odnosu na kontrolu (3235 + 548,6) (Slika 38).
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Slika 38. Graficki prikaz ukupne prijedene udaljenosti vodenbuha nakon 24-satnog izlaganja uzorcima
vode rijeke Save. Prosje¢no ubrzanje izraZzeno je u arbitrarnim pikselarnim jedinicama. Rezultati su
predstavljeni kutijastim dijagramom gdje pravokutnik prikazuje podatke donjeg i gornjeg kvartila, crta
pravokutnika oznacava medijan, dok su donje i gornje vertikalne linije najmanji i najvec¢i dobiveni

rezultat za tu postaju.
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3.3.3. Test u¢inkovitosti hranjenja nakon izlaganja

Rezultati testa ucinkovitosti hranjenja algom Chlorella vulgaris, nakon 48-satnog
izlaganja uzorcima rijeke Save, prikazani su na Slici 39. Koncentracija algi, odnosno
apsorbancija pri 680 nm, mjerena je nakon O h, 4 h i 20 h. Na svim je postajama i nakon 4 h i
nakon 20 h primije¢eno smanjenje apsorbancije odnosno povecano hranjenje. Statisticki
znacajne razlike, u odnosu na kontrolu, uoc¢ene su nakon 4 h na postajama Jesenice, Jankomir
i Lukavec na kojima je uocena najmanja uinkovitost hranjenja u odnosu na kontrolu. Na
Jesenicama je zabiljeZen najmanji pad apsorbancije odnosno najmanja stopa hranjenja. Nakon

20 h na Hrus¢ici i Rugvici uocena je visa stopa hranjenja u odnosu na kontrolu (Slika 39).
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Slika 39. Grafic¢ki prikaz u¢inkovitosti hranjenja vodenbuha nakon 48-satnog izlaganja uzorcima vode
rijeke Save. Rezultati su predstavljeni kao sr.vr. + SD. Statisticki znacajne razlike oznacene su

simbolom (* za p <0,05; ** za p < 0,01; *** za p < 0,001).
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4. RASPRAVA

Onecisc¢ivala iz razlicitih izvora, kao $to su industrijske ili tehnoloske otpadne vode,
neprocis¢ene komunalne vode iz domacinstava te oneciS¢ivala iz poljoprivrednih djelatnosti,
zavriavaju u rijeci Savi (Kallqvist i sur., 2008; S¢anéar i sur., 2015). S obzirom na vaznu
ulogu porjecja rijeke Save u opskrbi pitkom vodom, javlja se nuzna potreba za stalnim i
temeljitim monitoringom kvalitete vode (Killqvist i sur., 2008). Cilj ovog rada je utvrdivanje
razine organskog oneciS¢enja rijeke Save kao 1 utjecaj tog oneciScenja na izabrane modelne
organizme putem akutnih testova toksi¢nosti u kombinaciji s mjerenjem biokemijskih
pokazatelja (sadrzaj proteina i malondialdehida, aktivnost enzima glutation-S-transferaze) te

analizama kretanja i u¢inkovitosti hranjenja.

Za procjenu utjecaja oneciS¢ivala na vodene organizme nije dovoljna samo kemijska
karakterizacija vode, koja daje informaciju o prisutnosti i koncentraciji toksikanata u
ekosustavu, ve¢ je bitna stvarna izloZenost organizama prisutnim toksikantima (Jha, 2004), a
ona ovisi 1 o bioraspoloZivosti, procesima transformacije i razgradnje te medudjelovanjima
izmedu razli¢itih kemijskih spojeva. Povezanost izmedu izlozenosti onecis¢ivalima i njihovih
bioloskih ucinaka nije uvijek znacajna (Kleinjans i van Schooten, 2002), a da bi se pruzila §to
tocnija procjena ukupnog utjecaja organskog onecis¢enja na vodeni okoli$ 1 Zive organizme u

njemu, primijenjuju se bioloski testovi s razli€itim vrstama i s ve¢im brojem jedinki.

Akutni testovi toksinosti osnova su ekotoksikoloskih istrazivanja. Kako bi se utvrdio
utjecaj oneciS¢enja na zive organizme koriSteni su biotestovi s modelnim organizmima iz
skupine rakova (Crustacea), a modelni organizmi odabrani za ovaj rad pokazali su razli¢itu
osjetljivost na razli¢ite uzorke voda s drugacijim sastavom onecis¢ivala. Uzrok tome moze
biti Cinjenica da razliiti modelni organizmi mogu biti izloZeni toksikantima na drugaciji
nacin zbog svojih bioloskih i ekoloskih svojstava (Schulze-Sylvester i sur., 2016). Za vrstu

onecisc¢enje (Oropesa i sur., 2017).
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4.1. Kemijska karakterizacija vode

Kako bi se odredio stupanj antropogenog oneciS¢enja organskim onecis¢ivalima u
uzorkovanoj vodi, u laboratoriju Hrvatskih voda ucinjena je kemijska karakterizacija vode
tekuc¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti spregnutom spektrometrijom masa
(UHPLC/QTOF/MS) 1 odreden je niz prisutnih OO. Pomalo iznenadujuce, najveci broj
razli¢itih OO utvrden je u uzorku vode s postaje Jesenice, zatim s postaja Hrus¢ica, Rugvica,
Lukavec 1 na kraju s postaje Jankomir. Uzevsi u obzir ukupnu koncentraciju ispitivanih
> Jesenice > Lukavec > Jankomir. Postaja Jesenice (13,27 ng/L) bila je oneciS¢ena vise nego
Sto se oCekivalo, a visoke ukupne koncentracije organskih onecis¢ivala na postajama Hrus¢ica
(14,98 ng/L) i Rugvica (13,57 ng/L) bile su u skladu s predvidanjima, budu¢i da je voda s
postaje HruS¢ica bila uzorkovana stotinjak metara nizvodno od ispusta glavnog odvodnog
kanala uredaja za proc¢iS¢avanje otpadnih voda, a postaja Rugvica nalazi se 10 km nizvodno
od postaje Hrus¢ica. Na postajama Hrus$¢ica i Rugvica, koje primaju otpadne vode urbanog
podrucja, farmaceutici ¢ine 70% odnosno 75% od ukupnih zabiljezenih OO. Na postaji
Jesenice zabiljezen je najve¢i broj nadenih oneciS¢ivala (398/483), a skupine koje su
dominirale u podjednakim koncentracijama bile su farmaceutici (6,32 ng/L) te industrijske
kemikalije (5,12 ng/L) koje su upravo na ovoj postaji i pronadene u najvecoj koncentraciji
indiciraju¢i utjecaj industrije iz susjednih zapadnih drZava. Tome je doprinijela iznimno
visoka koncentracija 4-para-nonilfenola (3,52 ng/L) koja ¢ini skoro 70% od svih zabiljeZenih
industrijskih kemikalija na postaji Jesenice, a koja upucuje na velik utjecaj kemijske

industrije.

Broj medicinskih, poljoprivrednih 1 industrijskih kemikalija ubrzano raste s
razvojem modernog druStva (Livingstone i sur., 2000). Kontinuirano ispustanje lijekova u
kopnene vode rezultira kroni¢nim izlaganjem vodenih organizama tim spojevima i negativnim
utjecajem na cjelokupan vodeni ekosustav. Koncentracije tih spojeva u povrSinskim vodama
su u ng/L i vjerojatno nece imati izravni letalni u€inak na organizme, ali dugotrajno izlaganje
niskim koncentracijama vodi do subletalnih u¢inaka poput promjena u ponasSanju (De Lange i
sur., 2006) koje mogu imati utjecaj na uspjeSnost u razmnozavanju ili pri bijegu od predatora
Sto dugorocno moze utjecati na smanjenje brojnosti populacije. Odlaganje velikih koli¢ina
vodenog okoliSa koja dalje negativno utjeCe na bioloSku komponentu prisutnu u tako
ugrozenom okoliSu (Livingstone 1 sur., 2000; Topi¢ Popovi¢ 1 sur., 2015). Benticki
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beskraljeznjaci i drugi vodeni organizmi mogu akumulirati toksi¢ne tvari prvenstveno iz vode,
ali i iz sedimenta (Gross-Sorokin i sur., 2003), a ako te organizme pojede npr. riba,
oneci$¢ivala se mogu prenijeti kroz hranidbeni lanac sve do ljudi (Babic¢ i sur., 2017; Hafner 1

sur., 2015).

Dokazano je da farmaceutici uzrokuju pove¢anu smrtnost riba, smanjuju raznolikost
planktona, inhibiraju rast cijanobakterija i mnogih vodenih biljaka (Reinhold i sur., 2010). U
Republici Hrvatskoj sustavno i cjelovito pracenje ukupne potrosnje lijekova na razini cijele
drzave provodi se od 2004. godine. Prema izvjeStaju Agencije za lijekove 1 medicinske
proizvode (HALMED) o koristenju lijekova od 2005. do 2017. godine, u Hrvatskoj je u
proslom desetlje¢u doslo do povecanja upotrebe farmaceutika za oko 60% (HALMED, 2018).
Sukladno tome, ukupna koncentracija mjerenih farmaceutika u uzorcima vode rijeke Save bila
je bitno visa u odnosu na sve ostale skupine organskih onecis¢ivala, a to je vjerojatno trend i u
vecini razvijenih drzava. NajviSe koncentracije farmaceutika izmjerene su u uzorcima voda s
postaja Hruséica i Rugvica koje su najveéim dijelom pod utjecajem otpadnih voda grada
Zagreba (Babic¢ 1 sur., 2018). Pretpostavlja se da su poviSene koncentracije farmaceutika na
tim postajama potroSacke prirode, Sto dokazuje 1 njihov poloZzaj u blizini uredaja za
prociS¢avanje otpadnih voda, a u oba su uzorka vode antibiotici te halucinogeni/stimulansi/
droge bile najdominantnije zabiljeZzene podskupine farmaceutika. Buduci da su uzorci uzeti u
svibnju, visoke koncentracije antibiotika mogle bi biti posljedica povecane upotrebe tijekom
zimskih mjeseci kada se navedeni lijekovi najviSe i koriste. Danas sve viSe raste zabrinutost
zbog spore razgradnje 1 postojanosti farmaceutika u okoliSu (Christen i sur., 2010), a njihovi
najvazniji izvori su uredaji za prociS¢avanje komunalnih otpadnih voda, bolnice te
farmaceutska postrojenja (Bielen i sur., 2017). Broj vrsta farmaceutika koji je utvrden u ovom
istrazivanju niZi je od broja vrsta pesticida u svakom uzorku, ali je uo€eno da je svaki uzorak
sadrzavao 5 — 8 puta vecu koncentraciju farmaceutika nego pesticida (Babi¢ i sur., 2018).
Niske koncentracije zabiljeZenih pesticida mogle bi biti povezane sa sezonalnoS¢u upotrebe
pesticida jer su uzorci uzeti u rano proljece, a za vrijeme zime koriStenje pesticida relativno je

smanjeno (Babi¢ i sur., 2018).

Podskupine farmaceutika zabiljeZzene u vodi u najviSim koncentracijama bile su:
halucinogeni/stimulansi/droge, antibiotici, analgetici, hipnotici/antikonvulzanti/anestetici, ste-
roidni protuupalni lijekovi te kardiovaskularni lijekovi. Nekoliko vrsta farmaceutika
pronadeno je na gotovo svim postajama u visokim koncentracijama. Antibiotik nafcilin

zabiljezen je na svim uzorkovanim postajama, a najveca koncentracija uocena je na postaji
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Jesenice (0,52 ng/L; 4 — 27 puta visa koncentracija nego na ostalim postajama), dok je
amoksicilin u najvecoj koncentraciji zabiljeZen na Hrus¢ici (0,96 ng/L; 1,7 do ¢ak 95 puta
visa koncentracija u odnosu na ostale postaje). Tetraciklin HCl u poviSenim je koncentra-
cijama zabiljezen na Hrus¢ici (0,68 ng/L) i Rugvici (0,67 ng/L). Gorokhova i sur. (2015) su
izvijestili da antibiotici mogu utjecati na neciljane vrste i dovesti do smanjenja stope hranjenja
1 posljedi¢no smanjene stope rasta. Tuc Dinh i sur. (2011) su u francuskim rijekama Seine i
Prédecelle zabiljezili koncentraciju amoksicilina od 68 ng/L i tetraciklina od 7,4 ng/L.
Kardiovaskularni lijek metoprolol takoder je zabiljezen na svim postajama, a poviSena
koncentracija bila je uo¢ena na Hrus¢ici (1,21 ng/L). Metoprolol je beta-blokator koji se u
visokim koncentracijama nalazi i u vodama Italije (10 — 100 ng/L) (Aukidy i sur., 2012).
Hipnotik fenobarbital uocCen je na svim postajama osim na Jesenicama, a koncentracija je
varirala izmedu 0,25 ng/L. na Jankomiru do 1,29 ng/L na Rugvici. Analgetici acetilsalicilna
kiselina i ibuprofen zabiljezeni su na svim postajama, osim na Jankomiru. Ovi analgetici
utjeCu na ponasanje vodenih beskraljeznjaka tako Sto i u vrlo niskim koncentracijama
znacajno smanjuju aktivnost kretanja (De Lange 1 sur., 2006). Na postaji Jesenice istice se 1
podskupina steroidni protuupalni lijekovi na kojoj je zabiljezen fludrokortizon acetat u
koncentraciji od 0,79 ng/L. Stimulansi kofein, nikotin i kotinin (metabolit nikotina) takoder su
zapazeni u svim uzorcima vode. Visoke koncentracije nikotina u vodenim ekosustavima
poticu zabrinutost jer nikotin moZe izazvati promjene u nekim kljuénim skupinama razlicitih
trofickih razina $to moZe dovesti do poremecaja ravnoteze vodenog ekosustava u vrlo
kratkom vremenu (Oropesa 1 sur., 2017). Istrazivanja pokazuju da nikotin moze imati
negativan utjecaj na reproduktivni sustav planktonskih rakova Daphnia magna na nacin da
smanjuje polaganje jaja i broj izleglih mladunaca te djeluje na njihov endokrini sustav jer
potic¢e pojavljivanje muskih jedinki (Oropesa 1 sur., 2017). Poznato je, nadalje, da je nikotin
toksi¢an za kukce (koji zajedno s rakovima pripadaju ¢lankonoScima) i da se u proslosti
naSiroko koristio kao prirodan insekticid protiv lisnih usi 1 moljaca na nizu usjeva. Nikotin se
nalazi u velikom broju sintetickih neonikotinoidnih insekticida, a ometa neurotransmitere koji
Salju poruke miSi¢ima pa moze utjecati i na smanjenje pokretljivosti kod kukaca odnosno
rakova (Buerge i sur., 2008). Legradi i sur. (2018) su nikotin, kotinin i kofein definirali kao
spojeve s neuroaktivnim djelovanjem. NajviSe koncentracije nikotina uocene su na postajama
Rugvica i Jankomir, povecana koncentracija kotinina na Lukavcu, dok su viSe koncentracije

kofeina zabiljeZene na Rugvici, Hrus¢ici i Lukavcu.
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Industrijske kemikalije bile su drugi najdominantniji izvor oneciS¢enja. NajviSe
pronadene koncentracije bile su koncentracije 4-para-nonilfenola, bisfenola A, NPI1EO,
NP2EO, OP2EO te 4-terc-oktilfenola. Koncentracije alkil fenola i bisfenola A u svim su
uzorcima vode bile viSestruko poveéane u odnosu na perfluoroalkilne i polifluoroalkilne
spojeve. Ti svi spojevi predstavljaju veliku opasnostjer su Siroko zastupljeni u proizvodnji
deterdZenata i PET ambalaze, a dokazano je da djeluju kao endokrini modulatori (Bonefeld-
Jgrgensen i sur., 2007; Gatidou i sur., 2007), $to mi nazalost nismo mogli utvrditi u ovom
3,52 ng/L na postaji Jesenice (7 — 10,5 puta visa koncentracija nego na ostalim postajama). U
radu Gautam 1 sur. (2015) u indijskim su rijekama (Ganges i Varuna) zabiljezene koncen-
tracije 4-para-nonilfenola varirale izmedu 3,90 i 16 pg/L. 4-para-nonilfenol nastaje kao
proizvod biorazgradnje alkilfenol etoksilata koji se Siroko koriste kao neionski surfaktanti
(povrsinski aktivne tvari) (Renner, 1997). Hidrofoban je i vrlo postojan spoj koji se oslobada
iz plastike 1 ima sposobnost akumuliranja u Zivim organizmima. Takoder je sveprisutan
ksenoestrogen koji izaziva endokrine poremecaje (Litwa i sur., 2014; Gross-Sorokin i sur.,
2003), a otkriven je u povrSinskim i podzemnim vodama, otpadnim vodama, sedimentima,
vodenim organizmima te zraku i hrani (Porter i Hayden, 2002). Zbog svoje lipofilne prirode
akumulira se 1 postojan je u vodenim organizmima te kroz prehrambeni lanac dolazi i do ljudi
(Gautam i sur., 2015). Testom bioakumulacije utvrdeno je da se bioakumulacija 4-para-
nonilfenola povecava kako se sadrzaj organske tvari u sedimentu smanjuje pa se pretpostavlja
da kemijsko vezanje za organski materijal smanjuje kemijsku bioraspolozivost (Mienpdd i
Kukkonen, 2006). Toksi¢an je za vodene organizme kao Sto su bakterije, alge, beskraljeznjaci
i ribe. Uzrokuje brojne Stetne ucinke u ribama: smanjuje oplodnju i rast, remeti endokrini
sustav, a estrogena svojstva ometaju normalnu spolnu diferencijaciju 1 reproduktivne
aktivnosti u ribama (Chaube i sur., 2013; Hill i Janz, 2003). ZabiljeZene letalne koncentracije
za ribe su u rasponu od 17 do 3000 pg/L (Servos, 1999). 4-para-nonilfenol ima subletalni
ucinak na rast vodenih kukaca, smanjuju¢i veli¢inu 1 masu li¢inki (Méenpédd i Kukkonen,
2006), a u radu Granmo 1 sur. (1991) na dagnji su uoceni subletalni u¢inci u vidu smanjenja
rasta te snage bisusnih niti. BPA je zabiljeZen u najviSoj koncentraciji na Rugvici (0,48 ng/L)
1 Jesenicama (0,41 ng/L), dok je na svim ostalim postajama koncentracija bila do 7 puta niza.
NajviSe koncentracije BPA u svijetu zabiljeZene su u Aziji i Europi i kre¢u se izmedu 0,006
ng/L i 370 pg/L, a u tkivu riba variraju izmedu 0,2 i 13 000 ng/g (Corrales i sur., 2015).
Lindholst 1 sur. (2003) su pokazali da zebrice brzo metaboliziraju BPA §to se moZe pripisati

nizoj estrogenskoj osjetljivosti na BPA. Bhandari 1 sur. (2015) su otkrili da budu¢i narastaji
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riba pokazuju smanjenu stopu oplodnje i povecanu smrtnost embrija, a ako se ti trendovi
nastave, moze se ocekivati da ¢e do¢i do smanjenja ukupne populacije buduc¢ih narastaja koji
su vremenski daleko od pocetne izloZenosti bisfenolu A. BPA pokazuje estrogensku
aktivnost, dok alkilfenol etoksilati djeluju kao endokrini modulatori (Amiridou i Voutsa,

2011).

U uzorcima vode prisutan je bio i velik broj pesticida: Jesenice > Rugvica > Hrus¢ica
> Lukavec > Jankomir. Velik broj pesticida se i oCekivao zbog intenzivnih poljoprivrednih
aktivnosti na podrucjima duz rijeke Save. lako je brojnost vrsta pesticida najveca,
koncentracije su bile puno niZe u usporedbi s farmaceuticima i industrijskim kemikalijama, a
to se moze objasniti vremenom uzorkovanja vode. Zbog toga su na svakoj postaji bile
zabiljezene relativno niske koncentracije pesticida. U skupini pesticida najbrojniji su bili
insekticidi moksidektin, spiromesifen te halofenozid, zatim herbicidi, od kojih su u nesSto
viS§im koncentracijama zabiljezeni fenmedifam, nikosulfuron, rimsulfuron, glifosat te
terbutilazin i1 na kraju fungicidi tolilfluanid, flutolanin i famoksadon. Na postaji Jankomir
gotovo jednako su bili zastupljeni herbicidi i1 insekticidi (44,97 % i 45,38 %), kao i na postaji
Hrus$¢ica (36,01 % i 39,53 %), dok su na Jesenicama, Rugvici i Lukavcu najdominantnija
podskupina bili insekticidi (61,21 %; 51,18 %; 55,69 %). Fungicidi na svim postajama €ine
manje od 25% zabiljezenih pesticida. U istrazivanju Legradi i sur. (2018) o neurotoksi¢nim
spojevima, na dvjema europskim rijekama, Rajni 1 Dunavu, utvrdeno je da je olfaktorni sustav
riba posebno osjetljiv i ranjiv na neurotoksi¢ne tvari poput pesticida i surfaktanata. Olfaktorni
sustav je u direktnom dodiru s onec¢isS¢enom vodom, a navedeni spojevi dovode do smanjenja

ili izostanka osjetila njuha (Legradi i sur., 2018).

Skupine hormoni i ,,0stalo* pojavile su se u nizim koncentracijama u svim uzorcima
vode. To je i o€ekivano s obzirom da je u ove dvije skupine detektirano malo vrsta spojeva (8
vrsta hormona i 7 vrsta iz skupine ,,0stalo*) u odnosu na primjerice skupinu pesticida gdje je
broj detektiranih vrsta daleko veci (242), a koncentracije nisu bile toliko viSe (svega 1,5 — 5
puta visa koncentracija). Zanimljivo je da je koncentracija spojeva iz skupine ,,ostalo* u svim
uzorcima ¢inila manje od 5 %, a otkrivene su visoke koncentracije acesulfama (0,39 ng/L na
Hrus¢ici) 1 umjereno visoke koncentracije iopromida (0,19 ng/L na Hrus¢ici). Umjetna
sladila, aspartam i acesulfam, poznata su kao prehrambeni otrovi modernog doba. Smatraju se
najistrazivanijom namirnicom pa tako postoje i mnoga istrazivanja koja ukazuju na pozitivne i
negativne ucinke pojedinih vrsta umjetnih sladila (Bian i sur., 2017), no podaci o toksi¢nosti

prijavljeni do sada smatraju se nedostatnim. Acesulfam je sinteticki spoj, derivat
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acetoacetatne kiseline, koji se koristi kao zasladiva¢ u bezalkoholnim pi¢ima, hrani i
odredenim potroSackim proizvodima kao Sto je pasta za zube (Buerge i sur., 2009).
Istrazivanje Buerge i sur. (2010) pokazalo je da je acesulfam dobar pokazatelj prisutnosti
otpadnih voda jer kvantitativno odrazava oneciS¢enje otpadnim vodama iz domadinstava, a
dovoljno je postojan i hidrofilan da dode i do podzemnih voda. Spoj je pronaden u mnogim
otpadnim (11 — 46 pg/L), povrSinskim (jezero Greifensee - 2,8 ug/L; rijeka Glatt - 6,9 ug/L) i
podzemnim vodama (4,7 ug/L) Svicarske (Buerge i sur., 2010).

Hormoni su u gotovo svim uzorcima ¢inili manje od 1 % ukupne koncentracije
zabiljezenih OO. Iznimka je postaja Jesenice na kojoj su hormoni bili zna€ajno povisSeni
(2,31 %) u odnosu na ostale postaje zbog zabiljezene visoke koncentracije hormona
progesterona (0,30 ng/L). U radu Torres i sur. (2015) na rijeci Piracicaba (Brazil) utvrdena
koncentracija progesterona varirala je izmedu 0,58 — 3 ng/L. Hormoni i u vrlo niskim koncen-
tracijama mogu promijeniti metabolizam 1 fizioloske funkcije kod mnogih organizama. Ovi
lijekovi sve se CeSée koriste Sirom svijeta, a mnogi su opasne i potentne bioaktivne kemijske
tvari (Sirés i Brillas, 2012) koje mogu ugroziti kvalitetu vodnih resursa, biolosku raznolikost i
ravnoteZu u vodenim ekosustavima (Alda i Barceld, 2001). Cesto su pronadeni u povrsinskim
i podzemnim vodama, tlu te sedimentu u koncentracijama od ng/L. do mg/L, a to su koli¢ine
za koje se zna da uzrokuju promjene u endokrinom sustavu vodenih organizama (Torres i sur.,
2015). Neki se hormonski lijekovi, kao $to su estrogeni i progestageni, smatraju onecis¢i-
valima od rastu¢eg znacaja za okoli§ (ORZO) (Gros i sur., 2009). Prisutnost prirodnih
hormona 17B-estradiola, estriola i progesterona u prirodnim vodenim tijelima snaZan je
pokazatelj oneciS¢enja otpadnim vodama iz domacinstava (Aukidy 1 sur., 2012.). Sinteticki
steroidni estrogen 17a-etinilestradiol naj¢esce je otkriveni hormon u povrSinskim vodama 1 to
zbog koriStenja u oralnim kontraceptivima (Han i sur., 2012). Nakon primjene, znacajan dio
lijeka izlu€uje se urinom i izmetom pa nepromijenjenti ili kao aktivni metaboliti ulaze u okoli§
gdje se opiru konvencionalnim procesima obrade vode, dugo ostaju postojani i predstavljaju

opasnost za okoli§ (Farré i sur., 2008).
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4.2. PonaSanje, kretanje i hranjenje Zivotinja

Najnovija dostignuéa u tehnologijama video pracdenja pruzaju moguénost kvanti-
ficiranja obrazaca ponaSanja, osobito kretanja vodenih beskraljeznjaka, koji do sada nisu bili
dobro prouceni i shvaceni (Augusiak i Van den Brink, 2016). PonaSanje zivotinja, kao jedan
od parametara mjerenja stresa u onecis¢enom okoliSu, osjetljiva je 1 znacajna krajnja tocka
koja dobiva sve veéu pozornost u mnogim ekotoksikoloskim istrazivanjima. PonaSanje
povezuje fiziolosku aktivnost s ekoloskim procesima i moze biti vrlo osjetljivo na podrazaje
iz okolisa 1 izloZenost kemikalijama (Augusiak i Van den Brink, 2016). Testovi ponasanja od
posebnog su interesa za neurotoksikoloska istrazivanja u vodenom okolisu (Legradi i sur.,
tvari (Melvin i Wilson, 2013), a istrazivanja su pokazala da brojni pesticidi (Augusiak i Van
den Brink, 2016; Malev 1 sur., 2012), farmaceutici (De Lange i sur., 2006) 1 industrijske
kemikalije (Negishi i sur., 2014) u subletalnim koncentracijama imaju ucinak na ponasanje

pojedinih organizama.

Vodenbuhe su modelni organizmi koji se Siroko koriste u ekotoksikoloskim
ispitivanjima, a stopa smrtnosti najcesci je bioloski uc¢inak odnosno krajnja tocka koja se
promatra. Nakon 24 h izlaganja sve su vodenbuhe u ovom istrazivanju bile zive. Iako su
vodenbuhe vrlo osjetljive na oneciS¢enje, moZemo zakljuciti da uzorci vode, prema ovom
parametru, nisu toliko oneci$¢eni da izazovu akutni letalni uc¢inak nakon 24 h izlaganja.
Nakon 48 h uoCena je manja stopa smrtnost na Jankomiru (5 %, §to ulazi u normalnu
10 %-tnu varijaciju). Statisticki znacajnija ve€a smrtnost zabiljeZena je na Rugvici (12,5 %)
gdje je uocena pozitivna korelacija izmedu smrtnosti vodenbuha i razine oneciS¢enja posto je
postaja Rugvica druga najoneciS¢enija postaja po ukupnoj koncentraciji OO i tre¢a po broju
pronadenih vrsta OO. Premda su smrtnost i imobilizacija glavne krajnje tocke koje se koriste
za odredivanje toksicnosti, otkrivanje promjena izazvanih nekim kemikalijama, osobito u
nizim, subletalnim koncentracijama, moze zahtijevati osjetljivije biomarkere. Kako su brojna
istrazivanja pokazala da se promjene ponasSanja u plivanju mogu promijeniti pesticidima,
nanoCesticama 1 drugim kemikalijama, analiza ovog parametra smatra se novim metodo-

loSkim pristupom za procjenu toksicnosti 1 pracenje kvalitete vode (Bownik, 2017).
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Sto se ti¢e parametara kretanja vodenbuha, brzina, ubrzanje i stopa pokreljivosti na
svim su postajama bile smanjene u odnosu na kontrolu. Na svim je postajama uocen pad
prosjene brzine kretanja, u odnosu na kontrolu, koji je bio statisticki zna€ajan na svim
postajama osim na Hrus¢ici. Najsporije su bile vodenbuhe izlagane uzorcima voda s postaja
Jesenice i Lukavec. Na tim je postajama bila zabiljeZena visoka koncentracija halucinogena i
stimulansa koji bi mogli biti razlog ovakvog ponasanja. Rezultati Bahrndorff i sur. (2016) su
pokazali da se aktivnost plivanja moZe povezati sa subletalnim u¢incima kemikalija prisutnih
u vodi koje uzrokuju smanjenje brzine kretanja, a Legradi i sur. (2018) su stimulanse
definirali kao vrlo neuroaktivne spojeve. Na Jesenicama i Lukavcu su takoder zabiljezene i
povecane koncentracije pesticida organofosfata i karbamata koje su mogle doprinijeti
smanjenju kretanja vodenbuha (Brock i Van Wijngaarden, 2012), a sloZene smjese s
industrijskim kemikalijama poput nonilfenolnih spojeva (koji su u vrlo visokim koncentra-
cijama zapazeni na Jesenicama) povecavaju toksi¢nost i mogu dovesti do veée dezorijenti-
ranosti vodenbuha koje ¢esto mijenjaju smjer kretanja (Zein i sur., 2015). Sli¢ni su rezultati
dobiveni i1 za prosjecno ubrzanje te stopu pokretljivosti, a parametar ukupne prijedene

udaljenosti nije pokazao statisticki znacajne promjene u odnosu na kontrolni uzorak.

Zanimljivo je istaknuti i vodenbuhe koje su prosle presvlacenje (ostavljajuci cijeli stari
svlak) nakon tretmana s ispitivanim uzorcima u kojima su ocito bile prisutne kemikalije sa
stimulirajuéim u¢inkom na proces presvlacenja. Stovise, nedavno presvudene jedinke mogu
biti osjetljivije na djelovanje toksikanata. Kratkorocno izlaganje poti¢e presvlacenje, za
rakove vrlo vazan fizioloSki proces, koje kontrolira neuroendokrini sustav na koji mogu

djelovati razliciti toksikanti poput pesticida (Waddy 1 sur., 2002).

Prosje¢na brzina kretanja rakuSaca, nakon 24 h izlaganja, bila je znaCajno smanjena na
postaji Hru$¢ica, u odnosu na kontrolne vrijednosti, a smanjenje je uoceno i na Rugvici i
Lukavcu, §to je 1 u skladu s povecanim oneciS¢enjem na tim postajama. Na Jesenicama i
Jankomiru, postajama s neSto manjim ukupnim koncentracijama OO, zabiljezeno je povecanje
aktivnosti. Nakon 48 h, opet je primijecen pad brzine kretanjana Hrus¢ici i Rugvici. Prosje¢no
ubrzanje rakuSaca, nakon 24 h, bilo je ponovno povecano na Jesenicama i Jankomiru, a nakon
48 h, znacajno povecanje ubrzanja primijec¢eno je na Jankomiru i Lukavcu. Neki od prisutnih
spojeva u uzorkovanoj vodi, primjerice poveCane koncentracije pesticida — herbicida
fenmedifama te insekticida moksidektina, mogu inducirati hiperaktivnost i brzo plivanje, a
hiperaktivnost u plivanju mozZe se interpretirati i kao odgovor na izbjegavanje prisutnih

toksikanata (Roast i sur., 2000). Povecanje ubrzanja na Lukavcu moze biti i rezultat
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adaptacije na nizi stupanj oneciS¢enja (Shahid i sur., 2018) posto je Lukavec druga po redu
najmanje oneciS¢ena postaja. Na postajama Hrus¢ica i Rugvica smanjenje ubrzanja bilo je
zabiljezeno 1 nakon 24 h i nakon 48 h §to potvrduje da su rakusSci izloZeni vodi s ovih dviju
postaja bili u najveéem stresu posto su svi parametri, osim stope pokretljivosti, bili smanjeni u
odnosu na kontrolu. Stopa pokretljivosti nakon 24 h bila je poviSena na svim postajama, a
nakon 48 h uoceno je znacajnije smanjenje pokretljivosti na postaji Jesenice koje je vjerojatno
posljedica iznimno visoke zabiljeZene koli¢ine industrijskih kemikalija. Sto se ti¢e parametra
ukupne prijedene udaljenosti, nakon 24 h izlaganja, uoceno je znac¢ajno smanjenje na postaji
Hrusc¢ica. Smanjenje je zabiljeZzeno i na Rugvici i Lukavcu. Nakon 48 h, u odnosu na 24 h,
uoceno je smanjenje na svim postajama osim na Hrus$¢ici i Rugvici. U pravilu su rakuSci na
svim postajama bili sporiji nakon 48 h izlaganja, a jedino su na postaji Jankomir svi parametri
kretanja bili poviSeni u odnosu na kontrolu $to se moze objasniti time da je postaja Jankomir

bila najmanje oneciS¢ena i prema koncentraciji i prema ukupnom broju pronadenih vrsta OO.

Laboratorijski testovi hranjenja, koji slijede metodu stope hranjenja u odredenom
vremenu (Taylor i sur., 1993), provode se ve¢ nekoliko desetljeca. Intraspecifi¢na varija-
bilnost vrlo je vazna u ekotoksikologiji, osobito pri proucavanju subletalnih ucinaka, jer
razlike u krajnjim tockama i odgovorima na stres medu pojedincima mogu biti jako velike
(Agatz i Brown, 2014) pa je zbog toga potrebno koristiti ve¢i broj jedinki. Hranjenje kao
krajnja toCka u ekotoksikoloskim istrazivanjima korisno je i osjetljivo sredstvo za otkrivanje
subletalnih utjecaja na pojedine organizme koji su vazni za viSe organizacijske razine
(populacije 1 ekosustave) (Agatz 1 Brown, 2014). Aktivnost hranjenja ima izravan utjecaj na
razini ekosustava zbog vaznosti kruzenja hranjivih tvari pa tako ex situ testovi hranjenja
rakuSaca predstavljaju primjerice raspadanje listinca u prirodi, za $to su rakuSci vrlo vazni
(Bloor 1 Banks, 2006). Sposobnost hranjenja pokazatelj je opeg stanja organizma, a
smanjeno hranjenje smanjuje i mogucénost prezivljavanja (Nyman i sur., 2013). Na hranjenje
rakuSaca utjecu i vrlo niske razine oneciS¢enja (Bundschuh i sur., 2011), a utjecaji su gotovo
trenutni. S druge strane, rakusci pokazuju povecanu razinu adaptacije na niske koncentracije

oneciS¢ivala (Shahid 1 sur., 2018).

U provedenom testu ucinkovitosti hranjenja nakon izlaganja, rakuSci izlagani
uzorkovanoj vodi u pravilu su se manje hranili u odnosu na kontrolu, iako to smanjenje nije
bilo statisticki znacajno. Izuzetak su rakusci izlagani vodi s Lukavca gdje je uocena povecana
stopa hranjenja u odnosu na kontrolu. Vjerojatno je razlog tome zabiljeZeno manje

onecis¢enje u odnosu na ostale postaje. Najnize stope hranjenja primijeCene su na
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najoneciS¢enijim postajama, Hrus¢ici i Rugvici. Istrazivanje Nyman i sur. (2013) pokazalo je
da insekticidi imaju potencijal neizravno uzrokovati smrtnost vodenih beskraljeznjaka pri
niskim subletalnim koncentracijama tako §to smanjuju kretanje, a time i hranjenje. Isto je
ustanovljeno i za stimulans nikotin koji djeluje na centralni ziv¢ani sustav (Buerge i sur.,

2008). Industrijske kemikalije takoder uvelike utje¢u na metabolizam (LeBlanc i sur., 2000).

U provedenom testu ucinkovitosti hranjenja vodenbuha nakon izlaganja primijeéen
je opéeniti pad aktivnosti. Nakon 4 h hranjenja, vodenbuhe izlagane uzorkovanoj vodi manje
su se hranile u odnosu na kontrolu, a znaCajne razlike uoCene su na postajama Jesenice,
Jankomir i Lukavec gdje su zabiljeZene najmanje stope hranjenja. Nakon 20 h hranjenja, na
Hrus¢ici 1 Rugvici uocena je visa stopa hranjenja u odnosu na kontrolu, no nisu uocene
statisticki znacajne promjene §to ukazuje ili na pad aktivnosti u kontroli ili na mozebitnu
adaptaciju na ovu razinu oneciS¢ivala. Najmanja stopa hranjenja, u odnosu na kontrolu,
zabiljezena je na postaji Jesenice. Spojevi koji su uofeni na toj postaji u viSim
koncentracijama i koji su potencijalno djelovali na vodenbuhe su antibiotici kloksacilin i
nafcilin, analgetici ibuprofen i etodolak, industrijska kemikalija 4-para-nonilfenol (3,52 ng/L),
insekticidi spiromesifen i1 halofenozid te hormon progesteron. Gorokhova 1 sur. (2015) su
izvijestili da antibiotici mogu utjecati na neciljane vrste i rezultirati smanjenjem stope
hranjenja i stope rasta, a u svojem su istrazivanju uocili smanjenu stopu hranjenje vodenbuha
nakon izlaganja antibioticima, Sto je sukladno 1 rezultatima dobivenim u ovom radu. Pan i sur.
(2017) su takoder ustanovili kako antibiotici smanjuju ucinkovitost hranjenja i u vrlo malim
koncentracijama, kao 1 niske koncentracije ibuprofena (De Castro 1 sur., 2014). Torres 1 sur.
(2015) su ustanovili da hormoni 1 pri niskim koncentracijama mijenjaju metabolicke 1
fizioloSke funkcije. Industrijske kemikalije, poput nonilfenola, utjeCu na metabolizam
(LeBlanc 1 sur., 2000), kao i insekticidi za koje je takoder ustanovljeno kako smanjuju stopu

hranjenja (Villarroel i sur., 1999).

Onecisc¢ivala opcéenito smanjuju metabolicke stope 1 inhibiraju unos hrane (LeBlanc
1 sur., 2000), a posebno je vazno istaknuti medudjelovanja izmedu kemikalija. Rezultati
kretanja i hranjenja pozitivno koreliraju kod rakuSaca odnosno smanjenje prosjecne
sposobnosti plivanja rezultira i smanjenom stopom hranjenja na $to utjece koncentracija OO
prisutnih u vodi. Najsporiji rakusSci bili su oni izlagani vodi s najoneciS¢enijih postaja,
Hrus¢ice 1 Rugvice, a na tim je postajama uofeno smanjenje parametara kretanja te su
zabiljezene najmanje stope hranjenja. Kod vodenbuha je bilo uoc¢eno suprotno djelovanje pa

su tako najnize vrijednosti parametara kretanja i stopa hranjenja uoCene na postajama
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Jesenice, Jankomir i Lukavec. Moze se zakljuciti da su vodenbuhe bile osjetljivije (barem u
prvih 4 h hranjenja) na neke spojeve pronadene na postajama koje su bile manje oneciS¢ene
prema ukupnim koncentracijama OO, a to bi mogle biti skupine opioida i analgetika koje su
na potonjim postajama bile zabiljezene u poviSenim koncentracijama. Na Jesenicama su
ustanovljene visoke koncentracije etodolaka (spoj zabiljezen jedino na ovoj postaji),
naproksena te ibuprofena. Analgetici utjecu na vodenbuhe tako Sto smanjuju stopu
razmnozavanja i rasta populacije, ali toksicni utjecaj je uocen pri koncentracijama na razini
mg/L (Heckmann i sur., 2005), koje su znacajno vise od ustanovljenih u ovom radu (na razini

ng/L).

Primijeceno je da malo povecana koncentracija OO (do 11 ng/L) izaziva pojacanu
aktivnost, dok ukupna koncentracija OO iznad 13 ng/L uglavnom izaziva supresiju. S
obzirom na visoke koncentracije farmaceutika (Slika 20) moZemo pretpostaviti da su upravo
oni odigrali glavnu ulogu u supresiji aktivnosti modelnih organizama. Vazno je naglasiti da
ovi podatci trebaju daljnju obradu koja bi omoguéila detaljnije analize obrazaca ponaSanja,
ukljucujuéi 1 ¢injenicu visoke individualne varijabilnosti koja stvara mnoge poteskoce u

interpretaciji podataka (Malev, 2012).

4.3. Biokemijski biomarkeri

Ucinak oneciS¢enja moze se procijeniti na svim razinama bioloSke organizacije, od
ekosustava do molekularne razine. Na biokemijskoj razini, enzimi su ti koji su ukljuceni u
detoksikaciju organskih oneciS¢ivala 1 koji su vrlo korisni kao pokazatelji izloZenosti
onecis¢ivalima posto su jedna od prvih linija obrane 1 odgovora na oneciS¢enje. Uzorkovana
voda izazvala je oksidacijski stres u rakuscima, a posljedica izloZenosti mnogim onecis¢i-
valima prisutnim u vodi na stanicnhoj razini je stvaranje ROS. Povecana aktivnost
antioksidacijskih i detoksikacijskih enzima stoga moZe ukazivati na oksidacijski stres i
prisutnost oneciS¢ivala u vodi (Valavanidis 1 sur., 2006; Livingstone, 2001). Funkcija
antioksidacijskih i detoksikacijskih enzima u svim Zivim organizmima je uklanjanje ROS 1
stranih molekula iz organizma. Prisutnost teskih metala moze inhibirati neke enzime i
smanjiti njihovu aktivnost. U uzorcima vode rijeke Save nije bila mjerena koncentracija
teskih metala, no oni su takoder mogli pridonijeti primije¢enom toksi¢nom ucinku (Gulin 1

sur., 2018; Kutlu i Susuz, 2000).
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Kod rakuSaca izlozenih najoneciS¢enijim postajama prema ukupnoj koncentraciji
OO, Hrus¢ici 1 Rugvici, primijeceno je znacajno povecanje ukupnih proteina, dok je na svim
drugim postajama uoceno smanjenje u odnosu na kontrolu. Na Lukavcu je, nadalje,
zabiljezeno statisticki znacajno smanjenje. Koli¢ina ukupnih proteina u korelaciji je s
oneciS¢enjem jer su poviSeni proteini uoceni upravo na najoneciséenijim postajama (Hrusc¢ici
i Rugvici). Povecane koncentracije ukupnih topljivih proteina potvrdile su stresne uvjete na
oneciS¢enim postajama (Gulin 1 sur., 2018). Na koncentraciju i sastav proteina mogu utjecati
vanjski ¢imbenici, kao Sto su fluktuacije u okoliSnim uvjetima (temperatura i dostupnost

hrane) ili unutarnji ¢imbenici poput metabolicke i fizioloske aktivnosti (Brazao i sur., 2003).

Mjerenje aktivnosti GST omogucuje brze rezultate jer je to vrlo osjetljiv biomarker
izlozenosti onecis¢ivalima (Warwick, 1997). Aktivnost GST bila je poviSena u rakuScima
izloZzenim gotovo svim uzorcima vode. Znacajno poviSena aktivnost bila je u onim rakuScima
koji su bili izloZeni vodi s Jankomira, a jedino je na postaji Lukavec uofena smanjena
aktivnost GST. Inhibicija GST je moguca zbog neravnoteze u omjeru reduciranog i
oksidiranog glutationa zbog ucinka onecis¢ivala prisutnih u vodi rijeke Save (Mathew i sur.,
2006). Smanjenje i inhibicija GST aktivnosti u vodenim makrobeskraljeZznjacima utvrdena je 1
u radu Kutlu i Susuz (2000), a to moze biti rezultat manjeg stupnja oneciS¢enja gdje je bio
manji stres pa aktivnost GST nije bila povecana. lako je Jankomir najmanje oneciS¢ena
postaja, povecanje aktivnosti GST moze biti uzrokovano onecis¢ivalima koja nisu izmjerena
ili zbog sinergistickih ucinaka medu toksikantima ili pak zbog povecane prisutnosti
specifinih onecis¢ivala (Babi¢ i1 sur., 2017). Povecana aktivnost GST uocena je i u
istrazivanjima Horion 1 sur. (2015) te Cikcikoglu Yildirim i Yaman (2019) koji su ustvrdili i
da trajanje izlozenosti znacajno utjeCe na aktivnost GST. Veliki broj lijekova, halogeniranih
ugljikovodika, epoksida i insekticida reagira sa sulthidrilnom (SH) skupinom glutationa.
Reakcija se moZe katalizirati s jednim ili viSe enzima iz skupine transferaza te se stoga smatra
da je glavna funkcija ovih enzima pomo¢ u detoksikaciji raznih toksi¢nih spojeva (Kutlu i
Susuz, 2000), a promjene u aktivnosti GST mogu ukazivati na ucinke na viSim razinama

bioloske organizacije.

Povetan sadrzaj malondialdehida pouzdan je biomarker 1 pokazatelj lipidne
peroksidacije te oSteCenja stani¢ne membrane jer je MDA jedan od zavrSnih proizvoda
oksidacije lipida (Radi¢ i sur., 2010). S obzirom da sadrzaj MDA nije bio povecan u
rakuscima izloZenim uzorcima vode, moZe se zaklju€iti da ili prisutna oneci$¢ivala u

izmjerenim koncentracijama ne uzrokuju lipidnu peroksidaciju 1 oSte¢enja lipidne
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komponente stanicne membrane ili je razlog tome povecana aktivnost GST i detoksikacijskih
procesa. Na Jesenicama je uoCeno znacajno smanjenje sadrzaja MDA, dok je na Jankomiru
zabiljezen blagi porast u odnosu na kontrolu. Povecanje sadrzaja MDA moglo bi se objasniti i
prisutnos¢u nekih onecis¢ivala koja nisu bila obuhvadena kemijskom analizom npr. teski
metali. Smanjenje koli¢ine MDA primijeceno je u istrazivanju Yildirim i sur. (2018) dok je
povecan sadrzaj MDA zabiljeZen u istrazivanju Cikcikoglu Yildirim i Yaman (2019) te Khan

isur. (2011).

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju ukazuju na to da u rijeci Savi postoji Sirok
spektar organskih oneciS¢ivala koja vrlo vjerojatno izazivaju oksidacijski stres kod vodenih
organizama i koja bi potencijalno mogla imati dugoro¢no negativne utjecaje na slatkovodni
ekosustav. To je dokazano upotrebom ekotoksikoloskih biotestova na modelnim organizmima
iz skupine rakova, mjerenjem razli¢itih biokemijskih biomarkera te analizama kretanja i
ucinkovitosti hranjenja. Iako je napravljena opsezna kemijska karakterizacija, nije sve uzeto u
obzir jer je ovo istrazivanje uklju€ivalo samo organska onecis¢ivala i nisu utvrdene druge
potencijalno vazne skupine oneci$¢ivala kao §to su primjerice teski metali. Unato¢ tome,
kemijska analiza vode rijeke Save omogucila je dobar uvid u op¢i status oneciS¢enja rijeke.
Dodatno koriStenje biotestova s modelnim organizmima, uz kemijsku karakterizaciju vode,
omogucilo je analizu subletalnog djelovanja organskih onecis¢ivala i uvid u moguce razloge

uocenih promjena na slatkovodnim skupinama rakova.
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5. ZAKLJUCAK

Kemijska karakterizacija rijeke Save pokazala je da na odabranim postajama u
blizini Zagreba i Siska postoji veliki raspon organskih oneciS¢ivala prisutnih u vodi. Ipak, u
obzir nisu uzeti svi moguc¢i toksikanti i usprkos tome §to su detektirana 483 spoja (od 571
analiziranog), moguce je da su neki drugi spojevi, koji nisu mjereni, imali utjecaj na modelne
organizme. Koncentracije onecis¢ivala dobivene u ovom radu znacajno su manje od zabilje-
zenih u veéini drugih istrazivanja, a na varijabilnost podataka mogu utjecati primjerice
razli¢iti obrasci potro$nje lijekova ili hidrodinamicke karakteristike vodnih tijela poput brzine

protoka koja doprinosi rasprSivanju i razrjedivanju onecis¢ivala.

Kako bi se dobio detaljniji uvid u potencijalne toksicne ucinke koje detektirane
kemikalije mogu uzrokovati, koristeni su testovi akutne toksi¢nosti s modelnim organizmima
iz skupine rakova. Rezultati pokazuju da su u vodi rijeke Save prisutna organska onecis¢ivala
koja uzrokuju povecani stres u modelnim organizmima. Isto tako primije¢eno je da izabrani
modelni organizmi imaju razliCitu osjetljivost na iste uzorke vode. Analize kretanja i
hranjenja pokazale su se kao vrlo osjetljivi i korisni parametri u procjeni toksi¢nog
subletalnog djelovanja slozenih smjesa onecis¢ivala. Rezultati kretanja i hranjenja pozitivno
koreliraju i1 kod vodenbuha i kod rakuSaca odnosno smanjenje prosjecne sposobnosti plivanja
dovodi i do smanjenja stope hranjenja. U modelnim organizmima utvrdena je i promjena
sadrzaja proteina, malondialdehida te aktivnosti enzima glutation-S-transferaze. Uzimajuci u
obzir raznolikost spojeva otkrivenih u ispitivanim uzorcima vode u razli¢itim koncentra-
cijama, teSko je odrediti to¢an uzrok koji stoji iza uocenih ucinaka jer postoje mnogi
¢imbenici koje takoder treba uzeti u obzir kao $to su metaboliti, medudjelovanja izmedu
kemikalija, bioraspolozivost, oneciS¢ivala koja nisu zabiljeZena analizom vode i drugo. No,
uocena je korelacija izmedu rezultata kemijske karakterizacije optere€enijih postaja i rezultata

biokemijskih parametara, kretanja i hranjenja.

Prema rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju moze se zakljuciti da su izabrani
modelni organizmi Gammarus fossarum i Daphnia magna dovoljno osjetljivi i pogodni
bioloski modelni organizmi za biomonitoring 1 ispitivanje toksi¢nosti u vodenom okolisu. Kao
kretanja prosjecna brzina i prosje¢no ubrzanje nakon 24 h, a kod rakuSaca su to ukupni
proteini, prosjecna brzina i ukupna prijedena udaljenost nakon 24 h te prosjecno ubrzanje

nakon 48 h.
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