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SAZETAK

U danasnje vrijeme, zbog brzog rasta broja stanovnistva dolazi i do sve veée ljudske
potraznje za brojnim organskim i anorganskim tvarima. Velika proizvodnja farmaceutika,
pesticida, proizvoda za osobnu njegu i dr. zahtjeva zbrinjavanje velike koli¢ine otpadnih tvari.
Iako postoje uspjesni nacini zbrinjavanja otpada, uslijed rada metabolizma zivih bica te
nekontrolirane ljudske aktivnosti, u okoli§ svakodnevno dospijevaju brojne sintetske tvari u
vrlo niskim koncentracijama. Buduc¢i da u okoli§ dospijevaju antropogenim putem, te tvari
nazivamo ksenobioticima. Nazalost, zbog toga §to se u okoliSu i nalaze u vrlo malim
koncentracijama, ¢esto se dugo zadrzavaju u okoliSu, a mogu imati jaki ekotoksican uc¢inak na
pojedine ¢lanove ekosustava. Ovim se radom ispituje upravo njihov negativan ucinak na
pojedine mikroorganizme, kako bi se utvrdila njihova prava stetnost i kako bi se potencijalno
naSao nacin njihova zbrinjavanja. Ksenobiotici ispitivani u ovom radu su farmaceutici
diklofenak i pantoprazol radnih koncentracija od 0,125 mg L2, 05 mg L2, 2mgL?, 8 mg L
16 mg L., Ispitivane su i njihove smjese u omjerima diklofenaka i pantoprazola 1:1, 1:2 i 2:1
kako bi se odredilo njihovo medudjelovanje. Mikroorganizmi na kojima su se testovi provodili
su morska bakterija Vibrio fischeri, bakterija Pseudomonas putida, mikroalga Chlorella sp. i
kvasac Saccharomyces cerevisiae. Rezultati su pokazali kako ¢isti ksenobiotici, kao i njihove
smjese imaju snazan ekotoksikoloski utjecaj na Vibrio fischeri i Saccharomyces cerevisiae, dok
Cisti diklofenak negativno utjece na samo 5% populacije Pseudomonas putida s efektivnom
koncentracijom od 9,3 mg L te na 5% populacije Chlorella sp. s efektivnom koncentracijom
0d 0,8 mg L™,

KLJUCNE RIJECI: ksenobiotik, mikroorganizmi, diklofenak, pantoprazol, medudjelovanje



ABSTRACT

Nowadays, due to the rapid growth of the population, there is an increasing human demand
for numerous organic and inorganic substances. Large-scale production of pharmaceuticals,
pesticides, personal care products and the like requires the disposal of a large amount of waste.
Although there are successful ways of disposing the waste, as a result of the metabolism of
living beings, as well as the uncontrolled human activity, numerous synthetic substances in very
low concentrations reach the environment every day. Since they reach the environment
anthropogenically, these substances are called xenobiotics. Unfortunately, due to the fact that
they are found in the environment in very small concentrations, they often remain in the
environment for a long time, and can have a strong ecotoxic effect on individual members of
the ecosystem. This study examines their negative effect on individual microorganisms, in order
to determine their true harmfulness and to potentially find a way of their disposal. The
xenobiotics tested in this work are pharmaceuticals diclofenac and pantoprazole, with working
concentrations of 0.125 mg L%, 0.5 mg L%, 2 mg L™, 8 mg L™ and 16 mg L. Their mixtures
were also tested in diclofenac and pantoprazole ratios of 1:1, 1:2 and 2:1 to determine their
interaction. The microorganisms on which the tests were carried out were marine bacteria
Vibrio fischeri, bacteria Pseudomonas putida, microalgae Chlorella sp. and yeast
Saccharomyces cerevisiae. The results showed that pure xenobiotics, as well as their mixtures,
have a strong ecotoxicological impact on Vibrio fischeri and Saccharomyces cerevisiae, while
pure diclofenac has a fatal effect on only 5% of the population of Pseudomonas putida with an
effective concentration of 9.3 mg L™ and on 5% of the population Chlorella sp. with an effective

concentration of 0.8 mg L.

KEY WORDS: xenobiotic, microorganisms, diclofenac, pantoprazole, interaction
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1. UVOD

Otpadne vode su jedan od najvecih izvora onecis¢ujucih tvari koje naruSavaju kvalitetu 1
gistoéu prirodnih voda, tla i okolisa u cjelini.! Prema Zakonu o vodama? otpadne se vode prema
svojem porijeklu mogu podijeliti na oborinske, tehnoloske i komunalne otpadne vode.?
Farmaceutska industrija Siroko je rasprostranjen i kompleksan sustav koji za proizvodnju koristi
brojne reaktante, katalizatore, otapala, a izmedu ostalog i vodu kao ulaznu i izlaznu sirovinu.
Voda se koristi prilikom obrade, formuliranja i proizvodnje lijekova te iz tog razloga dolazi do
nastanka otpadnih voda ¢iji sastav 1 koliina ovisi o vrsti procesa u kojem se koriste. Najcesce
sadrzavaju neizreagirane reaktante, meduprodukte, ostatke djelatnih tvari, katalizatore 1 sli¢no
te se zbog toga i farmaceutske otpadne vode mogu svrstati u zasebnu kategoriju.*

Buduéi da njihovo nekontrolirano ispustanje u okoli§ moze izazvati gotovo iskljucivo
negativne ucinke, farmaceutike i ostale organske tvari sadrzane u otpadnim vodama nuzno je
pravilno zbrinuti. U tu svrhu primjenjuju se brojni fizikalno — kemijski i bioloski postupci
obrade kao $to su membranski procesi, adsorpcija, kemijska oksidacija i sli¢no. Zbog visoke
ucinkovitosti obradnih procesa visoke koncentracije farmaceutika ne predstavljaju toliki
problem za okoli3.! Ono to je potencijalno opasno za sve lanove ekosustava jesu farmaceutici
u tragovima, koji se ponekad ne mogu detektirati, a imaju sposobnost akumulacije u okoli$u i
organizmima koji u njemu obitavaju..3 Spoznaje o ekotoksikoloskim utjecajima farmaceutika u
niskim koncentracijama na organizme i mikroorganizme u tlu i vodi nisu potpuna, zbog cega je
nuzno njihovo dodatno istrazivanje. Mikroorganizmi su prijeko potrebni za odrzavanje
funkcionalnosti ekosustava jer razgradnjom organskih tvari osiguravaju hranjiva tvari za druge
organizme u hranidbenom lancu. lako imaju sposobnost vrlo brze prilagodbe na novonastale
okolisne uvjete, zbog prevelike koli¢ine farmaceutika ili tzv. ksenobiotika u njthovoj prehrani,
moze do¢i do velike 1 Stetne promjene u cjelokupnom ekosustavu, $to se u konac¢nici odrazava
i na dovjeka.*

U ovom znanstvenom radu ispitao se ekotoksi¢ni utjecaj ksenobiotika, odnosno
farmaceutika diklofenaka i pantoprazola, na cetiri mikroorganizma: morsku bakteriju Vibrio
fischeri, bakteriju Pseudomonas putida, mikroalge Chlorella sp. te na kvasac Saccharomyces
cerevisiae. Na kulturama Vibrio fischeri i Saccharomyces cerevisiae ispituje se i ekotoksi¢nost
smjesa dvaju spomenutih farmaceutika, kako bi se ustanovilo njihovo medudjelovanje, odnosno
pojava sinergistickog, antagonistickog ili aditivnog ucinka te na taj nacin dobila slika o

njihovom mogucéem utjecaju na okolis.



2. OPCI DIO

2.1. Ksenobiotici
U danasnje vrijeme, procesi poput urbanizacije, industrijalizacije, globalizacije, kao 1

porasta ljudske populacije imaju snazan utjecaj na cjelokupno drustvo i okolis. Iako su navedeni
procesi doveli do nevjerojatnog ekonomskog i tehnoloskog napretka, utjecaj na cjelokupni
ekosustav u velikoj je mjeri negativan. Potreba za prolongiranjem i poboljSanjem ljudskog
Zivota, primarno proizvodnjom i koriStenjem raznih lijekova, pesticida, aditiva hrani i sli¢no,
povecala je mogucnost oneciS¢enja okolisSa, odnosno namjernog i nenamjernog otpustanja
raznih supstancija u okolis.> Upravo se takve, bioloski aktivne tvari koje antropogenim putem
dospijevaju u odredeni ekoloski sustav, odnosno ne sintetiziraju se u okoliSu prirodnim putem,
nazivaju ksenobiotici® (gré. xenos-stran, bios-zivot).” Druga, takoder valjana definicija
ksenobiotika podrazumijeva njihovu prisutnost u zivuéim organizmima, iako ih organizmi
metaboli¢kim putem ne mogu sami sintetizirati.®

struktura, uporaba, agregatno stanje i patofizioloski ucinak. Tako ksenobiotike dijelimo na 6
glavnih skupina: pesticidi, farmaceutici, proizvodi za osobnu higijenu, zabranjene droge,
nuklearni otpad i drugi industrijski produkti.® U navedene kategorije mogu se svrstati i odredene

podkategorije koje su prikazane u tablici 2.1.

Tablica 2.1. Podjela ksenobiotika®

Ksenobiotici
- . Proizvodi za Zabranjene | Nuklearni | . Drug.i .
Pesticidi Farmaceutici L industrijski
osobnu higijenu droge otpad X
produkti
Farmaceutici
Sirokog
spek_t_ra, . . . Organski
- esencijalni Parfemi, Halucinoge
Insketicidi, N . ) L otpad,
o lijekovi, antiseptici, ne droge, .
baktericidi, N . . . . anorganski
‘s antibiotici, Samponi, stimulansi,
herbicidi, . o . ) otpad,
A nesteroidni dezinficijensi, enzimski o
fungicidi . . S teski
protuupalni detergenti inhibitori .
. ) metali
lijekovi,
psihoaktivni
lijekovi

Kao $to je vec reCeno, ksenobiotici su najcesce tvari sintetickog podrijetla te u okoli§ mogu

dospjeti iz razliCitih izvora.




Najve¢i izvori ksenobiotika su farmaceutska i kemijska industrija, rudarska industrija,
postrojenja za izbjeljivanje papira, fosilna goriva te intenzivna poljoprivreda.® Zbog izvora iz
kojeg dospijevaju u okolis, ksenobiotici mogu biti specifi¢ne i kompleksne strukture, koje
otezavaju procese njihova uklanjanja i biorazgradnje.” Ovisno o strukturi, ksenobiotici mogu
biti policiklicki aromatski ugljikovodici, ciklicki bifenili, nitroaromatski spojevi, alifatski i
aromatski halogenirani spojevi, triazini, azo spojevi, polimeri, ali i brojni anorganski spojevi.®
Takve strukture prirodno postojani mikroorganizmi onecis¢enog podrucja teSko mogu
metabolizirati, §to omoguéuje daljnje postojanje i akumulaciju ksenobiotika u okolisu.’
Ksenobiotici u okoliSu mogu biti prisutni u iznimno niskim, ali 1 izuzetno visokim
koncentracijama.® Visoke koncentracije ksenobiotika prisutne u raznim oblicima industrijskog
otpada relativno se lako zbrinjavaju procis¢avanjem podrucja u kojem se nalazi sam izvor
otpada.’® Medutim, ksenobiotici prisutni u okoli$u u niskim koncentracijama predstavljaju veéi
problem jer ne postoji uéinkoviti biotehnologki na¢in njihova zbrinjavanja.!* Danas postoje
odredene fizikalno — kemijske metode uklanjanja ksenobiotika iz okoliSa (tablica 2.2.),
medutim sve je popularnija metoda bioremedijacije pomocu ,prirodnih® ili genetski

modificiranih mikroorganizama.'?

Tablica 2.2. Ucinkovitost uklanjanja farmaceutika konvencionalnim i naprednim procesima

obrade.®
Proces obrade UClEIS{g:;g)izttilllj;l?%%anja
Aktivni mulj 7-100
Konvencionalni Bioloska filtracija 6-71
procesi Primarno taloZenje 3-45
Koagulacija, filtracija i taloZenje 5-36
Ozonizacija 1-100
Ozonizacij a 1 ke_l_talitiéka 9-100
ozonizacija
Fotoliza 29
Napredni Fotooksidacija (UV/H202) 52-100
procesi Fotokataliza (UV/Ti02) <95
Biomembrana 23-99
Mikrofiltracija i reverz. osmoza 91-100
Reverzna osmoza 62-97
Ultrazvuk 24-100




Zbog konstantne izlozenosti ksenobioticima, svake godine premine vise od 13 milijuna
Zdravstveni problemi koje ksenobiotici uzrokuju su brojni, od poremecaja endokrinog sustava
1 pojave raznih autoimunih bolesti do otkazivanja rada centralnog ziv€anog sustava i pojave

vvvvv

i biljke, posebno one koje Zive u vodi te zbog toga brojnim vrstama prijeti izumiranje.'2

2.1.1. Diklofenak

Analgetici se mogu definirati kao tvari koje umanjuju osjec¢aj boli u nekom organizmu bez
trajnih psihoaktivnih u¢inaka.'® Postoje tri glavne skupine analgetika, a to su neopioidni,
opioidni'* i pomoéni analgetici.’® Svi neopioidni analgetici osim paracetamola spadaju u
nesteroidne protuupalne lijekove. To znac¢i da djeluju na nain da se uplicu u sustav
prostaglandina, sustav tvari odgovoran za osjet boli i tako smanjuju upalu, oteknuce,
nadrazljivost i sam osjeéaj boli.’® Opioidni analgetici kemijski su povezani s morfijem,
prirodnom tvari dobivenom iz cvijeta maka, ali i nekim drugim supstancijama dobivenih iz
drugih biljaka ili sintetiziranim u laboratoriju. Vrlo su ucinkoviti u suzbijanju boli, medutim
mogu uzrokovati niz nuspojava kao $to su mucnina, pospanost, otezano disanje pa Cak i
ovisnost.’® Pomoéni analgetici su obi¢no lijekovi koji se ne koriste konkretno za ublazavanje
boli, nego u neke druge svrhe. Primjer pomoénih analgetika jesu lijekovi protiv depresije koji
ujedno mogu ublaZiti i bol, zbog Cega se koriste za lijeCenje kroni¢ne boli u ledima, glavobolje
i neuropatske boli.*®

Jedan od najéesée koriStenih analgetika (slika 2.1.) je diklofenak.® Diklofenak
(2-[2-(2,6-diklorfenilamino)fenil]loctena  kiselina)l” spada u nesteroidne protuupalne
analgetike'® i koristi se za ublazavanje boli u zglobovima, miSi¢ima i kostima. MoZe se
konzumirati u obliku tableta, kaspula i gelova, medutim pacijentima se daje i injekcijom.®
Struktura diklofenaka (slika 2.1.) omoguéava mu sposobnost inhibicije enzima
ciklooksigenaze-1 i ciklooksigenaze-2 koji su odgovorni za sintezu prostaglandina, tvari koja

uzrokuje osjet boli.?°
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Slika 2.1. Strukturna formula molekule diklofenaka?

U literaturnom istrazivanju,?? ispitivala se ucestalost konzumiranja nesteroidnih

protuupalnih lijekova u Hrvatskoj, a medu njima bio je i diklofenak (slika 2.2.). Godine 2007.

diklofenak je bio jedan od najcesce koristenih nesteroidnih protuupalnih lijekova s prosje¢nom

konzumiranom dnevnom dozom od 15,06 DDD (engl. Defined Daily Dose). Tijekom godina

konzumacija diklofenaka polako se smanjivala, a 2013. godine prosje¢na konzumirana dnevna

doza iznosila je 12,82 DDD. U istom istrazivanju, jedina supstancija koja se konstantno sve

vise koristila bila je ibuprofen, dok je ketoprofen pokazivao rast u konzumaciji do 2010. godine

i od tad nadalje lagani pad. Indometacin i naproksen te piroksikam i tenoksikam pokazivali su
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Slika 2.2. Graficki prikaz promjene konzumacije pojedinih analgetika u Hrvatskoj od 2007.

do 2013. Godine??



Zbog konstantnog unosa diklofenaka u prirodu i prirodna stanisSta zivotinja i biljaka,
su bioloski razgradive, medutim uslijed kontinuiranih emisija u okoli§ mogu se u njemu trajno
akumulirati.?* Brojne kopnene i morske biljne i Zivotinjske vrste imaju sposobnost razgradnje
diklofenaka.?® U Zivotinja razgradnja se uglavnom odvija pomoéu hepatobilijarnog sustava,
odnosno jetrom,? a nakon toga se akumulira u krvnoj plazmi i urinu preko ¢ega se izlucuje iz
organizma.? Uslijed razgradnje u jetri, diklofenak moZe dovesti do jetrenog oSteéenja koje
moze biti akutno ili kroniéno.?® Iz tog se razloga diklofenak smatra hepatotoksi¢nim.’

Biljna razgradnja ksenobiotika u danasnje se vrijeme detaljno proucava. Konkretno
govoreci o diklofenaku, nakon razgradnje metaboliti mogu biti brojni, a koji ¢e nastati ovisi o
bilici koja ga razgraduje. Prema literaturnom istrazivanju?® biljke poput Typha latifolia,
Populus alba i Phalaris arundinacea razgraduju diklofenak do metabolita poput
4-hidroksidiklofenaka i 5-hidroksidiklofenaka te 4-glukopiranosiloksidiklofenaka i
5-glukopiranosiloksidiklofenaka.?® Isti metaboliti mogu se naéi i u Zivotinjama. Sto se tie
zadrzavanja diklofenaka i njegovih metabolita u organizmu biljke, prema literaturnom
istrazivanju?® u kojem se ispitivala brzina apsorbiranja i metaboliziranja diklofenaka na biljnim
vrstama Hordeum vulgare i Armoracia rusticana, ve¢ nakon tri sata izloZenosti ksenobiotiku
svi biljni organi bili su one¢is¢eni njime.?® Uz brzo dospijevanje u svaki dio biljke, u drugom
eksperimentu zabiljeZzen je usporen rast kao i teze obavljanje procesa fotosinteze zbog
izlozenosti diklofenaku.?’

Na slicne metabolite diklofenak mogu razgraditi 1 mikroorganizmi. Zbog njihove
sposobnosti razgradnje ksenobiotika kao i njihove cijene i dostupnosti, mikroorganizmi se ¢esto
koriste u testovima ekotoksi¢nosti.?® Testovi ekotoksi¢nosti nuzni su prilikom razvoja novih
supstancija kako bi se utvrdila njihova maksimalna dozvoljena koncentracija koja se moze
otpustiti u prirodu. Izmedu ostalog na taj se nacin utvrduje kakvoca vode, tla i zraka, ali 1
negativni utjecaji ksenobiotika raznih koncentracija koji ve¢ i postoje u okolisu.?® U tablici 2.3.

dani su mikroorganizmi koji su primjenjeni u odredenim testovima ekotoksi¢nosti diklofenaka.



Tablica 2.3. Testovi ekotoksi¢nosti ¢istog diklofenaka i dobiveni rezultati testova

Testovi BN ECso/
... | koncentracije, 50_1 Ostale nuspojave Literatura
ekotoksic¢nosti 1 mg L
y/mgL
Nema mutagenih u¢inaka
Raoultella s na mikroorganizme,
DD4 - 0,0 - 3000,0 | 1950,0 bakterija je sposobna 29
metabolizirati 0,6 mg L u
28 dana.
Povecana lipidna i
. glutation peroksidacija,
Daphnia 43, 54, 68, 86, 96,6 ostecenje molekule DNA 30
magna 108, 136 O R
oksidacijom purinskih
baza.
Vibrio fischeri - 11,45 - 31
55,7% ukupnog
Parachlorella diklofenaka u ispitivanim
K . 0,1-05 - uzorcima bilo je 32
essleri
razgradeno od strane
mikroalge.

2.1.2. Pantoprazol
Pantoprazol ((RS)-5-(difluormetoksi)-2-[(3,4-dimetoksipiridin-2-il)metilsulfinil]-3H-

-benzoimidazol)*® spada u lijekove koji se nazivaju inhibitorima protonske pumpe, a djeluju na
naéin da smanjuju koli¢inu proizvedene Zelucane kiseline.?* Inhibitori protonske pumpe
naj¢eS¢e se konzumiraju oralno u obliku tableta ili kapsula i danas spadaju u jednu od
najpropisivanijih skupina lijekova diljem svijeta. Koriste se pri lijeCenju ulkusne bolesti Zeludca
I dvanaesnika te pri prevenciji refluksnog ezofagitisa i Zollinger-Ellisonova sindroma.
Ucinkoviti su 1 pri lijeCenju lezija ZeluCane sluznice prilikom konzumiranja nesteroidnih
protuupalnih lijekova. Na slici 2.3. prikazane su strukture nekih najcesc¢e konzumiranih

inhibitora protonske pumpe.®
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Slika 2.3. Strukture najéesc¢e koristenih inhibitora protonske pumpe®®

Kao sto je vidljivo na slici 2.3., svi inhibitori protonske pumpe dijele zajednicku strukturu
supstituiranog benzimidazolskog prstena. Primjenjuju se u obliku neaktivnih acidorezistentnih
prolijekova. Nakon oralne konzumacije, inkapsulirani inhibitor protonske pumpe prolazi kroz
zeludac do alkalnog medija tankog crijeva gdje se prolijek apsorbira i prelazi u aktivan oblik.
Zatim se veZe na enzim H'/K* - ATP — azu stanica Zelu¢ane sluznice ¢ime se djelovanje enzima
ireverzibilno inhibira. Mehanizam djelovanja pantoprazola nakon akumulacije u kiselom

okolisu zeludca prikazan je na slici 2.4.%°
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Slika 2.4. Mehanizam djelovanja pantoprazola®

Nakon konzumacije, ljudski organizam izlucuje oko 70 — 95% pantoprazola u obliku

farmaceutski aktivnih i neaktivnih metabolita.



Medutim, ostatak koji ostaje nerazgraden moze se izluc¢ivanjem izbaciti u okolis. Drugi nacin
njegova dolaska u okolis je direktnim odlaganjem otpadne vode iz kuc¢anstva koja je onecis¢ena
pantoprazolom. Iz tog razloga pantoprazol, kao i ostali inhibitori protonske pumpe i njihovi
metaboliti mogu se na¢i u raznim vrstama vode, tlu i sedimentu, ali mogu biti i akumulirani u
biljkama. Budu¢i da se inhibitori protonske pumpe u okoliSu mogu razgraditi 1 nebioloskim
putem, stvarni negativan utjecaj pantoprazola na okoli$ je upitan, ali i jo§ uvijek nedovoljno
istrazen. Iz tog razloga bitno je provoditi ekotoksikoloSke testove kako bi se utvrdila njegov
stvaran utjecaj na cjelokupni Zzivi svijet.?® Neki od provedenih ekotoksikoloskih testova

prikazani su u tablici 2.4.

Tablica 2.4. Testovi ekotoksi¢nosti ¢istog pantoprazola i dobiveni rezultati testova

Testovi BaliEs ECso/
... | koncentracije, y/ 50_1 Ostale nuspojave Literatura
ekotoksi¢nosti mg L mg L

IzloZenost pantoprazolu
utjecala je narast i
morfologiju nakterija te na
4000,0-20000,0 - njihovo stvaranje 37
biofilmova, pojava smanjene
mogucénosti akumulacije
Kisika.

Campylobacter
jejuni

Osjetljivost bakterija
Bifidobacterium
adolescentis i Eubacterium
ventriosumvec pri
- koncentraciji pantoprazola 38

Bifidobacterium
adolescentis,
Eubacterium

ventriosum, 0,005, 0,05, 0,5,

DIEE! S od 0,005 mg L™, smanjen
longicatena, 3 .
L rast bakterija Escherichia
Escherichia . ) .
coli coli i Dorea longicatena pri

koncentraciji od 0,05 mg Lt

Pantoprazol je smanjio pH
L actobacillus 2 5.9500 ) vrijednost kulture §to je 39
’ znacajno utjecalo na rast i

morfologiju bakterije.

Iznimna inhibicija rasta

Blastocystis, bakterija; pantoprazol je
Candida 0,06-0,1 - potencijalno dobar lijek za 40
albicans lijeCenje od navedenih
bakterija.




2.2. Ispitivanje ekotoksi¢nosti
Ekotoksikologija je grana toksikologije, odnosno znanstvena disciplina koja se bavi

proucavanjem toksi¢nog utjecaja prirodnih i1 sintetskih tvari na cjelokupni ekosustav koji
ukljuéuje mikroorganizme, biljke, Zivotinje i ljude.** Tako ju je definirao René Truhaut 1977.
godine prilikom njenog uvodenja kao novu znanstvenu disciplinu.*> Moderna definicija
ekotoksikologije odreduje ju kao znanost koja prouCava izravni ili neizravni ucinak
ksenobiotika na ekosustav, to jest njihov odnos sa zivuéim organizmima i njihovom
organizacijom, odnos sa nezivom prirodom te odnos s ¢ovjekom. Ekotoksikologija sama po
sebi obuhvaca i druge znanosti poput ekologije, fiziologije, molekularne biologije i analiticke
kemije. Krajnji cilj znanstvenih istrazivanja u vidu ekotoksikologije jest moguénost to¢nog
predvidanja raznih utjecaja ksenobiotika na ekosustav. Isto tako na temelju tih istraZivanja
moguée je i osmisliti najuéinkovitiji na¢in saniranja ekosustava u slu¢aju ekologkih nesre¢a.*®

Testovi ekotoksi¢nosti podrazumijevaju eksperimente provedene u laboratoriju. Svi testovi
provode se prema normama koje su propisane od strane Internacionalne organizacije za
standardizaciju (ISO) i Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (OECD).** Na samom
pocetku razvoja ekotoksikologije, testovi ekotoksi¢nosti provodili su se prvenstveno na
sisavcima. S vremenom su se pocele u tu svrhu koristiti 1 biljke, medutim u danasnje vrijeme
najée$ée koristeni organizmi za provodenje ovih testova su mikroorganizmi.*? Takav oblik
testova, odnosno testovi koji se odraduju na zivuéim organizmima nazivaju se in vivo (lat.
unutar zivog)®® testovi.*® Vrsta testnog organizma odabire se na temelju potreba i ciljeva
eksperimenta. Testni organizam mozZe biti 1 Covjek ukoliko se radi o klinickim ispitivanjima na
izabranim skupinama ljudi uz strogo propisane uvjete. Zbog Cestih slu¢ajeva trpljenja boli
tijekom eksperimenta kod ljudi, ali i Zivotinja, takvi oblici testova ne smatraju se eti¢nima.*’ S
druge strane postoje i tzv. in vitro testovi (lat. u staklu). Takav tip testa podrazumijeva
ispitivanje izvan Zivog organizma, odnosno ukljucuje ispitivanja na izoliranim tkivima,
organima ili stanicama.®® In vitro testovi u dana$nje su vrijeme sve populariji zbog
jednostavnosti i kratkog vremena izvodenja testa te njegove niske cijene. Isto tako, sve ve¢i rast
svijesti o moralnim nacelima svakog zivog bi¢a na planetu Zemlji ide u Korist in vitro
testovima.*® Primjer in vitro testa antibakterijskog djelovanja biljne komponente prikazan je na
slici 2.5. U kontekstu ovog rada provodeni su isklju¢ivo in vitro testovi na odredenim

mikroorganizmima.
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Slika 2.5. Literaturni primjer® in vitro testa antibakterijskog djelovanja vodenog ekstrakta
biljke Cucumis sativus na bakterijskim kulturama a) Klebsiella pneumoniae, b) Streptococcus

pneumoniae, ¢) Staphylococcus aureus i d) Escherichia coli®®

Ekotoksikologija razlikuje dva nacina djelovanja ekotoksi¢nih tvari na organizme, a to su
akutna 1 kroni¢na ekotoksi¢nost. Akutna ekotoksi¢nost tvari uzrokuje brzu smrt organizma,
nedugo nakon njegova izlaganja toj tvari.*> Testovi kojima se ispituje ovakva vrsta
ekotoksicnosti mogu trajati 24 sata do 14 dana. Relativno su jednostavni za izvodenje 1 jeftini
te se mogu primijeniti na brojnim organizmima. Rezultati ovakvih testova najéesce su prikazani
u obliku LCso ili LDso vrijednosti te u obliku ECso vrijednosti*. Kratice rezultatnih vrijednosti
objasnjene su kasnije u ovom poglavlju. Kroni¢na ekotoksi¢nost tvari uzrok je smrti organizma
nakon duZeg vremenskog perioda u kojem je organizam izlozen ekotoksi¢noj tvari.*? Testovima
kroni¢ne ekotoksi¢nosti ispituje se utjecaj niskih, subletalnih doza ekotoksi¢nih tvari na
organizam. Nedostatak ovakvih testova ekotoksi¢nosti je njihovo dugo trajanje, ponekad ¢ak 4
do 7 tjedana, ovisno o koriStenom organizmu. Medutim, test kroni¢ne ekotoksicnosti daje
preciznije rezultate koji se smatraju legitimnima za predvidanje utjecaja ksenobiotika na
cjelokupne ekosustave.**

Doze u ekotoksikoloSkom smislu predstavljaju koli€inu otrovne tvari koja se unosi u
organizam u odredenim vremenskim intervalima. One mogu uzrokovati odredene odgovore
koji oznacavaju udio populacije koja pokazuje odredenu fiziolosSku promjenu kao posljedicu

djelovanja ekotoksi¢nih tvari.
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Doze se mogu opisivati na vi$e nacina, a najée$ce kao smrtonosna ili letalna doza (engl. lethal
dose, LD), gdje je odgovor smrt populacije, toksi¢na doza (engl. toxic dose, TD), gdje je
odgovor Stetan ucinak, ali ne i smrt te sentinel doza (engl. sentinel dose, SD), pri kojoj odgovor
pokazuje minimalnu Stetnost ispitivane tvari. Pored kratice za dozu, u indeksu se pise broj koji
predstavlja postotak populacije na koju je ekotoksi¢na tvar utjecala, npr. LDso predstavlja dozu
koja uzrokuje smrt u 50% populacije.>! U kontekstu ovog rada doza koja se koristila za
opisivanje ekotoksi¢nog ucinka ksenobiotika bile su EC20 i ECso (engl. effective concentration),
odnosno efektivne koncentracije koje smanjuju odredenu fiziolosku osobinu u 20% i 50%
populacije.>? Prema Globalnom harmoniziranom sustavu klasifikacije i ozna¢avanja kemikalija
(engl. Globally Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals), na temelju
ECso vrijednosti tvari se mogu Klasificirati kao visoko toksi¢ne (ECso < 1 mg L), srednje
toksi¢ne (1 mg Lt < ECso< 10 mg L), slabo toksi¢ne (10 mg L*< ECso< 100 mg L?) te
netoksiéne (100 mg L < ECsp) tvari.>

Odnos doza-odgovor ima veliki znacaj u ekotoksikologiji jer predstavlja povezanost
izmedu koli¢ine ekotoksi¢ne tvari kojemu je neki organizam izloZzen u nekom vremenu i
odgovora na tu dozu, odnosno uéinka te tvari na organizam.>® Osim toga, za odredivanje
ekotoksi¢nosti tvari moze se koristiti i odnos vrijeme-odgovor koji predstavlja ovisnost

promjene odredene fizioloske osobine mikroorganizma o vremenu njegove izlozenosti toj tvari.
55

Uc¢inak 100 %

100
A Bez ucinka
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Slika 2.6. Primjer idealne ,,S* krivulje®*

Na slici 2.6. prikazana je krivulja koja objasnjava odnos doze i odgovora (tzv. krivulja

doza-odgovor, karakteristi¢na ,,S“ krivulja).
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Na samom pocetku krivulje odituju se i doze NOEL (engl. No Observed Effect Level)> ili
NOEC (engl. No Observed Effect Concentration)®®, sto predstavlja najvisu dozu bez uginka te
LOEL (engl. Lowest Observed Effect Level) ili LOEC (engl. Lowest Observed Effect
Concentration)®®, sto predstavlja najnizu izmjerenu dozu s odgovorom. Podruéje dijela grafa
od 0 do X ili doze LOEC pokazuje spori rast krivulje, Sto ukazuje na slabu ili beznacajnu
ekotoksicnost tvari. Srednji dio grafa (od X do X1) ukazuje na srednju ekotoksicnost tvari, Sto
se moze vidjeti i u naglom rastu krivulje, odnosno inhibicije. U zadnjem dijelu grafa (od X1 do
X2) moze se uociti sve sporiji rast, ali u visokim vrijednostima inhibicije do 100%, §to oznac¢ava
koncentraciju tvari koja uzrokuje visoku ekotoksi¢nost tvari.>*

Uz navedene bakterije u opisu slike 2.5. postoje brojni drugi mikroorganizmi i organizmi
koji se koriste u in vitro ispitivanjima ekotoski¢nosti. Neki od primjera su morske alge (Vibrio
fischeri), brojne plijesni (Aspergillus niger, Mucor circinelloides) i kvasci (Cryptococcus
neoformans, Candida albicans) i sl. Jedan od primjera organizama je i vodenbuha Daphnia
magna. Pomoc¢u nje cCesto se provode testovi akutne imobilizacije 1 reproduktivne
ekotoksic¢nosti. Test akutne imobilizacije podrazumijeva izlaganje vodenbuha (mladih od 24
sata) nizu koncentracija ispitivane tvari u razdoblju od 48 sati. U tom periodu (nakon 24 i 48
sati) biljezi se nepokretnost vodenbuha, odnosno njihova smanjena sposobnost plivanja, a
rezultati se iskazuju pomocu ECso (,,Effective Concentration) vrijednosti. S druge strane,
testom reproduktivne ekotoksiCnosti ispituje se u€inak kemikalija ne reprodukcijsku uspjesnost
vodenbuhe, takoder mlade od 24 sata. U ovom slucaju ispitivanje traje 21 dan, a na kraju
ispitivanja o ocjenjuje se ukupni broj zivih potomaka po roditeljskoj Zivotinji koja je ziva na
kraju ispitivanja. Rezultati se prikazuju pomocu LOEC i NOEC vrijednosti. Testovi
ekotoksi¢nost mogu se provoditi u svrhu odredivanja ucinka ekotoksi¢nih tvari na rast vrsta
jednostani¢nih zelenih algi. Takva vrsta testa provodi se u relativno kratkim periodima
(najceSce 72 sata) prilikom cega se mogu ocijeniti ucinci kroz nekoliko generacija, §to se
provodi izravnim brojanjem Zivih stanica pomocu mikroskopa, komorica za brojanje 1 sl.

Rezultati se prikazuju pomoéu ECsg ili NOEC vrijednosti.®’

2.2.1. Morska bakterija Vibrio fischeri
Vibrio fischeri ili Aliivibrio fischeri (slike 2.8.) je gram — negativna, nepatogena, morska

bakterija.® U prirodi se moze naéi kao slobodna, ali i u simbiozi s odredenim lignjama i

ribama.>®
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Specifi¢na je po svom svojstvu bioluminiscencije®® koje se temelji na kemijskoj reakciji
oksidacije molekule luciferina u prisutnosti enzima luciferaze (slika 2.7.). Na taj se nacin

emitira svjetlost plave ili zelene boje.®
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Slika 2.7. Mehanizam stvaranja svjetlosti pomocu svojstva bioluminiscencije

Slika 2.8. Morska bakterija Vibrio fischeri snimljena pomo¢u SEM-a®!

Bioluminiscencijom bakterije uspostavljaju komunikaciju, a ta se pojava zove quorum
sensing. Quorum sensing podrazumijeva minimalnu, kriti¢nu koncentraciju bakterijskih stanica
u populaciji potrebnih da se dogodi zajednicka genska ekspresija i koordinirani odgovor na
promjene u njihovu okoliSu. Ova pojava otkrivena je prilikom proucavanja simbiotskog odnosa
bakterije Aliivibrio fischeri i havajske kratkorepe lignje Euprymna scolopes (slika 2.9.).
Bakterije zive u lignjinom svjetlosnom organu i Stite je od grabeZljivaca oponasajuéu vanjsku,

noénu svjetlost, a lignja im zauzvrat omoguduje Seéere i aminokiseline kao hranu.5?
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Slika 2.9. Havajska kratkorepa lignja Euprymna scolopes®®

Upravo svojstvo bioluminiscencije, medustanicne komunikacije 1 moguénosti
individualnog i simbiotskog zivota Cini ovu bakteriju iznimno pogodnom za izvodenje
ekotoksikoloskih testova.*® Tipi¢an oblik testa s bakterijama Vibrio fischeri uklju¢uje mjerenje
intenziteta bioluminiscentne svjetlosti prije 1 nakon izlaganja ekotoksi¢noj tvari. Vrijeme
izlaganja ekotoksi¢noj tvari moze varirati, najéesce iznosi 5, 10, 15, 20 ili 30 minuta, a sam test
moze se primijeniti za ispitivanje organskih ili anroganskih tvari, odnosno antibiotika,
herbicida, teSkih metala, atmosferskih onecis¢ivaca i sl. Ovakayv tip testa omogucava ispitivanje
akutne 1 kroni¢ne toksicnosti te je primarna metoda ispitivanja ekotoksicnosti prvenstveno zbog
svoje niske cijene 1 brzine izvodenja, ali 1 jednostavnosti ponovljivosti rezultata. Test ispitivanja
inhibicije intenziteta bioluminiscentne svjetlosti pokazuje najvisu osjetljivost, u usporedbi s
drugim tipi¢nim testovima na vodenim organizmima poput respitrometrije, ispitivanja
inhibicije nitrifikacije i inhibicije enzimske aktivnosti. Takoder, sama bakterija Vibrio fischeri
pokazuje izrazito dobru osjetljivost prema niskim koncentracijama odredenih teskih metala
iorganskih spojeva u usporedbi s drugim bioluminiscentnim bakterijama poput Pseudomonas
fluorescens. 8 U tablici 2.5. prikazani su rezultatne vrijednosti literaturnog ispitivanja%®
ekotoksic¢nosti teskih metala i fenola na bakterijama Vibrio fischeri i Pseudomonas fluorescens.
Rezultati pokazuju niske vrijednosti ECso dobivenih u testu s Vibrio fischeri u odnosu na test s

Pseudomonas fluorescens, sto ukazuje na vecu osjetljivost bakterije Vibrio fischeri.
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Tablica 2.5. Usporedba utjecaja teskih metala i fenola na bakterijske kulture Vibrio fischeri i

Pseudomonas fluorescens®

Ekotoksi¢na | Vibrio fischeri | Pseudomonas fluorescens
tvar ECso/mgL? ECso/mgL?
Zn** 0,87 1,27
Cu? 0,44 1,00
Ni?* 3,64 1,86
Cd* 1,36 0,085
Fenol 15,4 210

2.2.2. Bakterija Pseudomonas putida

Bakterijska kultura Pseudomonas putida (slika 2.10.) gram — negativna je, Stapicasta i
nefermentirajuéa bakterija. Najcesée se moze izolirati iz vode i tla.%® Zbog velikog broja enzima
koji bakterijski rod Pseudomonas posjeduje, ova bakterija ima dobru sposobnost
bioremedijacije brojnih ksenobiotika u okoliSu. 1z tog razloga koristi se za uklanjanje teskih
metala i brojnih organskih sintetickih spojeva kojima je neki dio ekosustava oneciscen.
Bakterija Pseudomonas putida otporna je na Siroki raspon antibiotika i na ekstremne uvjete
poput niske temperature i nedostatak hranjivih tvari.®’

Slika 2.10. Bakterijska kultura Pseudomonas putida snimljena pomoéu SEM-a%

Upravo zbog otpornosti ove bakterije, ako i njezine dobre moguénosti probavljanja brojnih
ksenobiotika, Pseudomonas putida ima Siroku primjenu u ekotoksikoloSkim istrazivanjima.
Najcesca vrsta testa koja ukljucuje ovu bakteriju temelji se na promatranju njihova rasta tijekom

izlozenosti ekotoksi¢noj tvari.
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Ispituje se viSe koncentracija ekotoksi¢ne tvari na suspenziji bakterijske kulture, a rezultati se
prikupljaju svakih 16-24 sata.% Rezultati podrazumijevaju odredivanje broja bakterijskih
stanica, kao i spektrofotometrijsko odredivanje opticke gustoce bakterijske suspenzije prilikom
prolaska zrake svjetlosti odredene valne duljine kroz nju. Opticka gusto¢a definira se kao mjera
sposobnosti opticke komponente neke otopine da uspori Sirenje svjetlosti. Taj pojam Cesto se
zamjenjuje s apsorbancijom koja oznacava sposobnost opticke tvari da apsorbira svjetlost.
Opticka gustoca najcesce se mjeri kako bi se dobila informacija o koli¢ini bakterija u odredenoj
suspenziji, dok se mjerenje apsobancije koristi za utvrdivanje veli¢ine bakterijskih molekula u
suspenziji,®® kao $to su enzimi, metaboliti, plinovi i s1.”° Mjerenje ovih dviju svojstava mogu se
mjeriti za isti sustav kako bi se dobila potpuna slika bakterijske suspenzije,®® medutim u
kontekstu ovog rada mjerila se samo opti¢ka gustoca za odredivanje inhibicije rasta bakterija i
mikroalgi.

CFU (engl. Colony Forming Units) je jedinica koja se koristi za izrazavanje ukupnog broja
zivih stanica u testnom uzorku.” To je ukupan broj zivih stanica, tj. ukupan broj kolonija u 1
mL ili 1 L uzorka. Tehnika odredivanja CFU koja se koristila u testu primjenom bakterije
Pseudomonas putida podrazumijevala je izravno brojanje izraslih kolonija bakterije na
hranjivoj podlozi u Petrijevim zdjelicama i to je klasicna metoda koja se koristi u
mikrobiologiji.”? Rezultati takoder mogu biti prikazani kao postotak inhibicije rasta bakterija ili
u obliku ECx vrijednosti.” Ovakav tip testa izrazito je pogodne osjetljivosti u slu¢aju koristenja
bakterije Pseudomonas putida. U literaturnom istrazivanju’® u kojem se provodio test inhibicije
rasta na bakterijskim kulturama Pseudomonas putida i Vibrio fischeri, ispitivala se

bakterije Pseudomonas putida, nego Vibrio fischeri.”

2.2.3. Mikroalga Chlorella sp.

Jednostani¢ne mikroalge roda Chlorella (slika 2.11.) Cesti su mikroorganizmi prisutni
prvenstveno u slatkoj vodi, ali 1 u vodi, zraku i tlu. Ovisno o njihovom stanistu, njihove
morfoloske i fizioloske karakteristike se mijenjaju, zbog Cega je ovaj rod mikroalgi vrlo tesko
identificirati. 1znimno se brzo razmnozavaju nespolnim putem, a njihovo svojstvo vrSenja
procesa fotosinteze, redukcije nitrata te njihova fizioloSka 1 biokemijska svojstva Cine ih
idealnim kandidatima za ekotoksikoloSka istrazivanja u kojima se ispituje utjecaj ksenobiotika
na navedena svojstva. Ima Siroku primjenu u agrikulturi, prehrambenoj industriji, ali i

biotehnologiji.” U danasnje vrijeme dosta se istrazuje njeno svojstvo sinteze biodizela.”
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Slika 2.11. Vrste mikroalgi roda Chlorella: a) Chlorella vulgaris’’, b) Chlorella

sorokiniana®, c) Chlorella minutissima’

Upravo kao i test s bakterijom Pseudomonas putida, ekotoksikoloski testovi s mikroalgama
naj¢eScée podrazumijevaju ispitivanje inhibicije njihova rasta. Metode kojima se provodi ovakva
vrsta testa zahtjevaju strogo odredene uvjete poput temperature, koli¢ine hranjivih tvari, pH,
izbor medija te koli¢ine svjetlosti. Metode se temelje na brojanju stanica mikroalgi tijekom
izloZenosti ekotoksi¢noj tvari, kao i na odredivanju opticke gustoée bakterijske suspenzije.®’ Za
odredivanje CFU vrijednosti mikroalge Chlorella sp. koristila se druga tehnika kojom se
pomoc¢u Thominove komorice i svjetlosnog mikroskopa izravno odreduje broj stanica
mikroalge. Postoje jo§ brojne komorice koje se koriste u istu svrhu, kao npr. poboljSana
Neubauerova, Buerkerova, Buerker-Tuerkova, Fuchs-Rosenthalova, Nageotteova i
Malassezova komorica. Svaka od njih sastoji se od odredenog broja kvadrata pomocu kojih se
odreduje ukupan broj stanica.! Medutim, ova metoda brojanja nije potpuno pouzdana, zbog
irelevantnog broja stanica koje se nalaze na komorici, ali i potencijalno netoc¢nih fizickih
dimenzija komorice.??

Buduc¢i da veci laboratoriji farmaceutskih korporacija zahtijevaju brze, efikasnije 1 tocnije
rezultate, razvijene su 1 druge, raCunalne metode brojanja mikroorganizama. Literaturno
istrazivanje koristilo se tzv. automatskim brojacima kolonija, koji su prepoznavali i brojali
kolonije bakterije Streptococcus pneumoniae obojane tetrazolijevim bojama.®® Takvo mjerenje
temelji se na analizi slika izraslih kolonija. Druge popularne metode takoder podrazumijevaju
i kvantitativni PCR test, fluorescentno markiranje i sondiranje genoma.’?

Rezultati se najéesc¢e prikazuju u obliku ECso vrijednosti, a mogu varirati ovisno o
osjetljivosti odredenih vrtsa mikroalgi na ekotoksi¢nu tvar pri razliitim uvjetima. NajceSce
koriStena vrsta mikroalge u testovima ekotoksi¢nosti je Selenastrum capricornutum. To je vrsta
,,srednje® otpornosti, zbog ¢ega ju je lako uzgojiti, odrzavati i koristiti pri ispitivanjima. Njoj
sli¢na vrsta je mikroalga Scenedesmus subspicatus i priblizno je iste osjetljivosti.

18



U ekotoksikoloSkim testovima takoder se koriste i ve¢ spomenute mikroalge roda Chlorella sp.,
koje su jos opcenito otpornije nego prethodno navedene mikroalge, sto onemogucuje detekciju
izrazito malih koncentracija odredenih ekotoksi¢nih tvari.8 Literaturno istrazivanje® pokazalo
je upravo slabiju osjetljivost mikroalge Selenastrum capricornutum na odredene koncentracije

supstituiranih fenola u odnosu na mikroalgu Chlorella vulgaris (tablica 2.6.).

Tablica 2.6. Utjecaj razlic¢itih klorofenola na mikroalge Selenastrum capricornutum i chlorella

vulgaris®
» Selenastrum capricornotum | Chlorella vulgaris
Ekotoksi¢na tvar ECso/ mg L™ ECso/ mg L™
fenol 150 370
2-klorfenol 70 170,00
3-klorfenol 29 -
4-klorfenol 38 29
2,3-diklorfenol 5 -
2,4-diklorfenol 14 9,2
2,6-diklorfenol 29 9,7
3,4-diklorfenol 3,2 -
3,5-diklorfenol 2,3 -
2,3,4-triklofenol 2 -
2,4,6-triklorfenol 3,5 10
2,3,4,6-
tetraklorfenol 13 101
pentaklorfenol 0,42 10,3

2.2.4. Kvasac Saccharomyces cerevisiae
Kvasci su jednostani¢ne gljive ovalnog ili kuglastog oblika. Postoje brojne vrste kvasca

medu kojima je najpoznatiji i najviSe se koristi kvasac Saccharomyces cerevisiae (gr¢.
saccharomyces — secerna plijesan, lat. cerevisia — pivo) (slika 2.12.). To je mikroorganizam ¢iji
je genom prvi eukariotski potpuno sekvencioniran genom. Zbog korijena svojeg imena cesto se
naziva i pivskim, odnosno pekarskim kvascem. Razmnozava se pupanjem, a hrani se uglavnom
razliitim vrstama Secera. Njihova prehrana Se¢erom predstavlja proces fermentacije koji se
koristi najviSe u prehrambenoj industriji. Proces fermentacije koristio se pri pravljenju kruha
jos u staroj egipatskoj civilizaciji prije 5000 godina. Vjeruje se da je prvi put izoliran s opne

bobice grozda.®
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Slika 2.12. Stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae snimljene pod mikroskopom?®’

U danasnje vrijeme kvaséeva sposobnost fermentacije upotrebljava se pri proizvodnji
brojnih alkoholnih pi¢a, kao i pekarskih proizvoda. Sam proces fermentacije temelji se na
probavljanju razli¢itih Secera poput glukoze, maltoze i sli¢no. U anaerobnim uvjetima, kvasac
Saccharomyces cerevisiae procesom glikolize metabolizira SeCer do formiranja piruvatne
kiseline. Pomoc¢u enzima piruvatne dekarboksilaze, piruvatna kiselina prelazi u oblik
acetaldehida i ugljikova dioksida. Acetaldehid je naposlijetku reduciran do etanola pomocu
enzima alkoholne dehidrogenaze, a pri tome se ispusSta i molekula NAD*. Dakle, ugljikov
dioksid, CO, i etanol, C.HsOH, glavni su produkti fermentacije® (slika 2.13.).

Kvaséeva gliivica
Saccharomyces
cerevisiae

2 ADP + 2P,
2 NAD

2 ATP < 2 NADH

—p 2 Acetaldehid

Slika 2.13. Reakcije procesa fermentacije koji izvodi kvasceva gljivica

Saccharomyces cerevisiae
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Test koji se najcesce koristi za ispitivanje ekotoksi¢nih tvari na kvaScevim gljivicama je tzv.
YTT (engl. Yeast Toxicity Test). Takva vrsta testa podrazumijeva dvije metode rada, a to su
orijentacijski test bojanjem metilenskim modrilom te fermentacijski test s injekcijskim
Strcaljkama. Za orijentacijski test bojanjem metilenskim modrilom koristi se kultura kvasca
Saccharomyces cerevisiae inkubirana 40 sati pri 25°C. Pomoc¢u kulture napravi se suspenzija
¢ija opticka gustoca iznosi 0,55 do 0,60 pri svjetlosti valne duljine 550 nm. Odredeni volumen
suspenzije prenese se u otopinu tvari ¢ija se ekotoksi¢nost ispituje te se nakon toga inkubira 6
sati pri 25°C. U suspenziju se zatim doda metilensko modrilo, nakon ¢ega se stanice kvasca
broje pod mikroskopom. Sve neobojene stanice kvasca predstavlja Zive, fizioloski aktivne
stanice kvasca, dok su one obojene mrtve, stare ili fizioloski oslabljene stanice (slika 2.14.).
Racunajucéi postotak neobojenih stanica i usporedujuci ga s referentnim uzorkom, dobiva se

rezultatna vrijednost ECso ili LCs0.2°

Slika 2.14. Neobojene (Zive) i obojane (mrtve) stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae®®

Za jos preciznije odredivanje ekotoksi¢nosti tvari moze se provesti fermentacijski test s
injekcijskim Strcaljkama. Ovaj test temelji se na kvaScevoj sposobnosti fermentacije saharoze,
odnosno proizvodnji ugljikova dioksida uslijed procesa fermentacije. Pomoc¢u kulture kvasca
inkubirane 6 sati pri 25°C te otopine saharoze 1 ekotoksi¢ne tvari napravi se suspenzija koja se
ulije u injekcijske Strcaljke te stavi na inkubaciju u trajanju od 16 sati pri 25°C. Rezultatne
vrijednosti volumena proizvedenog ugljikova dioksida o€itavaju se na S$trcaljki te se dalje
obraduju do vrijednosti inhibicija ili LCs0.2® Fermentacijski test s injekcijskim §trcaljkama
koristio se i u ovom radu, a postavljen eksperiment prikazan je kasnije u radu, u poglavlju 3.2.4.
na slici 3.9.
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2.3. Medudjelovanje kemijskih spojeva na organizam
Ekotoksikolosko medudjelovanje ksenobiotika je posljedica izlaganja organizma prema

vise razli¢itih ksenobiotika istovremeno, prilikom ¢ega dolazi do bioloske reakcije organizma
drugacije od reakcije do koje bi doslo prilikom izlaganja samo jednom ksenobiotiku.
Medudjelovanja mogu biti razli¢ita ovisno o tome radi li se o istovremenoj izlozenosti
ksenobioticima ili postupnoj i individualnoj izlozenosti. Prilikom istovremene izloZenosti,
ksenobiotici se ,,natjeCu za ista molekularna mjesta adsorpcije, aktivacije, detoksifikacije i
sli¢no. Ksenobiotici u tom slu¢aju mogu medudjelovati sinergisticki, antagonisticki ili aditivno.
90

Sinergisticki efekt u ekotoksikologiji podrazumijeva povecanje ekotoksi¢nih posljedica,
poput inhibicije nekog svojstva organizma, prilikom izlaganju dvama ili viSe ksenobiotika.
Inhibicija je u tom slucaju veéa nego ona koju uzrokuju ksenobiotici pojedinacno.
Antagonisticki efekt je potpuna suprotnost sinergistickog, $to znaci da se kombinacijom efekata
dvaju ili viSe ksenobiotika smanjuje njihovo ekotoksikolosko djelovanje. Aditivni efekt se
javlja kada je u¢inak dvaju ili viSe ksenobiotika jednak sumi u¢inaka koje uzrokuju pojedinacni
ksenobiotici.*

S druge strane, u slucaju izlaganja dvama ili viSe ksenobiotika u razli¢itim vremenskim
periodima, prvi od njih moZe uzorkovati odredene molekularne 1 stani¢ne promjene $to moze
promijeniti bioloski odgovor sljede¢eg ksenobiotika kojem je organizam izloZen. Ovisno o
metaboli¢kim reakcijama, ovakav tip medudjelovanja ksenobiotika moZe pojacati ili smanyjiti
ekotoksi¢nost.%

Budu¢i da su ljudi i cjelokupni ekosustav konstantno izlozeni ne samo individualnim
ksenobioticima, nego i1 njihovim smjesama, nuzno je provoditi ekotoksikoloSke testove na
samim smjesama. Tako se razlikuju dva tipa ekotoksikoloskih ispitivanja: testiranje
kombiniranih efekta Cistih ksenobiotika u smjesi za koju se smatra da ¢e povecati njihov
ekotoksikoloski ucinak te testiranje ,,stvarnih® kompleksnih smjesa ksenobiotika uzetih iz
razli¢itih bioloskih sustava.®® U kontekstu ovog rada ispitivali su se u¢inci smjesa diklofenaka
1 pantoprazola razli¢itih omjera prilikom istovremenog izlaganja. U tablici 2.5. prikazani su
ekotoksikoloski testovi za smjese diklofenaka, pantoprazola i nekih drugih ksenobiotika, ako i

njihovi rezultati.
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Tablica 2.5. Testovi ekotoksi¢nosti smjesa ksenobiotika i dobiveni rezultati testova

Testni

ECs0/ mg

Smjesa organizam y/mg L? -1 Ostale nuspojave Literatura
Diklofenak:
11,1, 12,3, 14,0,
18,0, 23,1
Ibuprofen:; 18,2,
25,7, 38,9, 85,6,
188,3
Desmodesmus Naproksen:
subspicatus 66,5, 80,4,
101,1, 156,4,
2419 .y
Acetilsalicilna Ek(.)tOkSI.CnO.St
Diklofenak, kiselina: 21,6, sm!ese ti""”? .
ibuprofen, 22,6, 24,0, 26,7, plgvecana ca.l.( ' prt
naproksen, 29,7 - oncentracijama 94
acetilsalicilna Diklofenak: 2,5, ksenobiotika koje
kiselina 3.8,6,4,17,0 individuaino nisu
" 4’5 ’3 ” po.kazwalie
Ibuprofe,n' 116 negativne ucinke.
16,5, 19,1, 25,3,
. 33,5,
Dn?gg:;a Naproksen: 6,6,
9,9, 16,2, 41,6,
106,7
Acetilsalicilna
kiselina: 9,5,
11,5, 14,4, 22,0,
33,8
Vibrio
fischeri: o
15,91 + Smjesa ima
0,99 aditivni uéinak na
Aliivibrio Daphnia AIiivib_r_io f_ischeri,
. fischeri magna. gdltlv'nl'do'
Diklofenak, Daphnir;l i 13,59 + sinergisticki 95
sulfametoksazol magna, Lemna 0,70 ucinak na
mi’nor Daphnia magna
Lemna te Cisti
minor: sinergisticki efekt
12,56 + na Lemna minor.
4,48
Visoke
Pantoprazol: 80 koncentracije
mg, 160 mg, pantoprazola (240
240 mg, 360 mg mg) u kombinaciji
pojacavaju
Pantoprazol . antitumorska
S Homo sapiens - svojstva 96
doksorubicin e
doksorubicina.
Neki od

Doksorubicin:
60 mg m

pacijenata dobili
su odredene
negativne
nuspojave.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali
3.1.1. Ksenobiotik — diklofenak
Za ispitivanje ekotoksi¢nosti na razli¢itim Kkulturama mikroorganizama Kkoristio se

ksenobiotik diklofenak. Proizveden je u njemackoj tvrtci SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
te se koristio u obliku natrijeve soli visoke Cistoce (>98%). Masene koncentracije diklofenaka
oznacene su oznakom yp / mg L.

Koncentracija temeljne otopina diklofenaka iznosila je yo= 32 mg L. 1z temeljne otopine
napravljen je niz od 5 otopina nizih koncentracija: yo1= 16 mg L%, ypo.=8 mg L™, yps=2 mg L
1 ypsa= 0,5 mg L7, yos= 0,125 mg L2, u kojima se ispitala ekotoksi¢nost. Za provedbu testa
pomoc¢u morske bakterije Vibrio fischeri, pripremljena je jos i otopina diklofenaka masene

koncentracije ypo= 24 mg L.

3.1.2. Ksenobiotik — pantoprazol
Uz diklofenak, za ispitivanje ekotoksi¢nosti koristio se ksenobiotik pantoprazol. Koristen

je kao natrijev pantoprazol seskvihidrat, a proizveden je u njemackoj tvrtci
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH. Masene koncentracije pantoprazola ozna¢ene su kao
ye/mg L1,

Za ispitivanje ekotoksi¢nosti pantoprazola, pripremila Se njegova temeljna otopina,
koncentracije yp= 32 mg L™. Iz temeljne otopine napravljen je niz od 5 otopina niZih
koncentracija: yr= 16 mg L%, yp2= 8 mg L7, yps= 2 mg L7, ypa= 05 mg L7,
yes= 0,125 mg L. Za provedbu testa pomocéu morske bakterije Vibrio fischeri, pripremljena je

jo$ i otopina pantoprazola masene koncentracije yp= 24 mg L.

3.1.3. Smjesa ksenobiotika diklofenaka i pantoprazola
Za pripremu smjesa diklofenaka i pantoprazola koristile su se njihove temeljne otopine

koncentracija yp= 32 mg L te yp= 32 mg L. Smjese diklofenaka i pantoprazola pripremljene
su u njihovim volumnim omjerima 1:1 (oznaceno kao 1), 2:1 (oznaceno kao 2) i 1:2 (oznaceno
kao 3). Za pripremu smjese 1 u odmjernu tikvicu od 100 mL dodani su volumeni obiju temeljnih
otopina od 50 mL. Za smjese 2 i 3, izmjereni su i pomijeSani volumeni od 67 mL, odnosno 33

mL temeljne otopine diklofenaka te 33 mL, odnosno 67 mL temeljne otopine pantoprazola.
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3.1.4. Morska bakterija Vibrio fischeri

Ekotoksi¢nost diklofenaka i pantoprazola te njithovih smjesa odredivala se pomocu kulture
morske bakterije Vibrio fischeri prema metodi mjerenja smanjenja intenziteta bioluminiscentne

svjetlosti objasnjenoj u poglavlju 2.2.1. te kasnije u poglavlju 3.3.1.

3.1.4.1. Hranjiva podloga
Za pripremu i odrzavanje Ciste bakterijske kulture Vibrio fischeri (slika 3.1.) koristila se

odgovarajuca kruta hranjiva podloga. Pripremala se otapanjem 30,0 g NaCl (GRAM-MOL
d.o.o., Hrvatska), 10,0 g glicerola (Kemika, Hrvatska), 5,0 g CaCOs (Merck-Alkaloid,
Makedonija), 5,0 g peptona (Biolife Italiana s.r.l., Italija), 3,0 g kvas¢evog ckstrakta (Biolife
Italiana s.r.l., Italija) te 15,0 g agara (Liofilchem s.r.l., Italija) u 1 L deionizirane vode. Tako
pripremljena hranjiva podloga sterilizirala se u autoklavu vlaznom sterilizacijom. Kultura se na

takvoj podlozi uzgajala u termostatu pri 20°C.

Slika 3.1. Uzgojena kultura morske bakterije Vibrio fischeri na ¢vrstoj hranjivoj podlozi u

Petrijevim zdjelicama.

3.1.4.2. Resuspendiranje
Za resuspendiranje bakterijske kulture koristila se hranjiva izoosmotska otopina

pripremljena otapanjem 20,0 g NaCl, 0,2 g KH2PQOg4, 0,5 g CaCly, 0,2 g MgS0O4, 10,0 g glukoze,
10,0 g rafinoze te 0,5 mL glicerola u 1 L vode. Tako pripremljena otopina se prokuha i ohladi.
Buduc¢i da pH-vrijednost otopine za resuspenziju mora biti izmedu 6,8 1 7,2, po potrebi doda se
jos nekoliko kapi 1 mol L™ otopine HCI (Honeywell International Inc., UK) ili 1 M otopine

NaOH (Lach-Ner, s.r.o., Ceska). Nakon pripreme, otopina se ¢uva u zamrzivadu.
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3.1.4.3. Otopina NaCl
Buduc¢i da se bakterija Vibrio fischeri prirodno nalazi u moru, otopinom natrijeva klorida

simuliraju se njoj prirodni uvjeti. Otopina se pripremila otapanjem 2 g NaCl u 100 mL
deionizirane vode, ¢ime se dobiva otopina s masenim udjelom NaCl od 2%. Kao i otopina za
resuspenziju, otopina natrijevog klorida mora imati pH-vrijednost izmedu 6,8 i 7,2, koja se po

potrebi podesila s ve¢ spomenutim otopinama HC1 i NaOH.

3.1.4.4. Provjera valjanosti bakterijske kulture
Kao radni standard za provjeru valjanosti bakterijske kulture, koristila se otopina kalijeva

bikromata, K2CrO7, masene koncentracije y= 0,0187 g L. Otopina se pripremila dodavanjem

to¢no 0,0187 g kalijeva bikromata u 1000 mL deionizirane vode.

3.1.5. Bakterijska kultura Pseudomonas putida
Ekotoksi¢nost ¢istog diklofenaka odredivala se pomocu bakterijske kulture Pseudomonas

putida mjerenjem inhibicije rasta bakterija, $to je objasnjeno u poglavljima 2.2.2. 1 3.2.1.

3.1.5.1. Hranjiva podloga
Za hranjivu podlogu potrebnu za uzgoj Ciste bakterijske kulture Pseudomonas putida (slika

3.2.) bilo je potrebno pripremiti tri razli¢ite otopine. Prva otopina pripremljena je otapanjem
10,0 g NaNOs (Alkaloid AD Skopje, Makedonija), 2,40 g KoHPO4 (VWR International bv,
Belgija), 1,20 g KH2PO4 (GRAM-MOL d.o.0., Hrvatska) te 1,0 g kvas¢evog ekstrakta u 500
mL deionizirane vode. Sljedeca otopina pripremljena je otapanjem 40,0 g D(+) glukoza
monohidrata (GRAM-MOL d.o.0., Hrvatska) u 500 mL deionizirane vode. Posljednja otopina
pripremljena je otapanjem 4,0 g MgSO4-7H>0 (Kemika d.d., Hrvatska) i 0,01 g Zeljezova (11)
citrata (SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Njemacka). Kako bi se pripremila temeljna
otopina, pomijesalo se 50 mL prve otopine, 125 mL druge i 100 mL treée te se razrijedilo
deioniziranom vodom do 1000 mL. Prije vlazne sterilizacije u otopinu se dodalo 18 g hranjivog
agara kako bi se dobila ¢vrsta hranjiva podloga. Nakon sterilizacije, 6 do 10 mL hranjive
podloge prelilo se u epruvete koje su se ohladile u kosom polozaju. Na takvim kosim hranjivim

podlogama uzgajala se bakterijska kultura.

3.1.5.2. Priprema bakterijske suspenzije
Nakon uzgoja u trajanju od 24 sata, kultura se stavila na preduzgoj, nakon ¢ega se izuzimala

za pripremu suspenzije.
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Suspenzija se razrjedivala na na¢in da njena izmjerena opti¢ka gusto¢a bude u rasponu od 0,1
do 0,4. Opticka gustoca mjerila se na spektrofotometru pri valnoj duljini 2= 436 nm. Nakon
pripreme suspenzije, preduzgoj se provodio na rotacijskoj tresilici tijekom 5+0,5 h.

Slika 3.2. Mikrofotografija trajnog preparata bakterije Pseudomonas putida obojenog po

Gramu uslikana svjetlosnim mikroskopom opremljenim kamerom pri poveéanju P = 1000x.

3.1.5.2. Mineralni medij

Za provedbu testa koristio se mineralni medij u kojem je otopljen diklofenak u vec
spomenutim masenim koncentracijama. Mineralni medij pripremljen je otapanjem 500 mg
NaNOs, 120 mg K2HPO4, 60 mg KH2PO4, 200 mg MgSOs4-7H20 te 0,5 mg Zeljezova (I11)

citrata u 1 L deionizirane vode. pH-vrijednost medija treba biti u neutralnom podrucju, 7,2.

3.1.6. Zelena mikroalga Chlorella sp.
Pomoc¢u mikroalge Chlorella sp. odredivala se ekotoksi¢nost mjrenjem inhibicija rasta

mikroalgi prema metodi spomenutoj u poglavlju 2.2.3. te kasnije u poglavlju 3.2.3.

3.1.6.1. Bazalni medij
Za provodenje eksperimenta koristene su brzorastuce vrste zelenih mikroalgi uzgojenih u

bazalnom mediju uz aeraciju i izmjenu 12/12 h dan/no¢ (slika 3.2.).
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Slika 3.3. Uzgoj mikroalge Chlorella sp. u bazalnom mediju uz aeraciju.

Bazalni medij proizveden je u Njemackoj u tvrtci SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH.
Sastav bazalnog medija prikazan je u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Sastav bazalnog medija.

Formula spoja
NH4CI 15,00
MgCl,-6H.0 12,00
CaCl2-2H20 18,00
MgSO4-7H,0 15,00
KH2PO4 1,60
FeCls-6H20 0,08
Na;EDTA-2H,0 0,10
H3BOs3 0,19
MnCl2-4H20 0,42
ZnCl; 3,00-10°%
CoCl2-6H20 1,50-10°
CuCl2-2H:0 1,00-10°
Na:Mo0O4-2H20 7,00-10°%
NaHCO3 50,00
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3.1.7. Kvasac Saccharomyces cerevisiae
Za ispitivanje ekotoksicnosti diklofenaka, pantoprazola i njihovih smjesa koristila se

kultura kvasca Saccharomyces cerevisiae, a metoda izvodenja testa bila je fermetacijski test s

injekcijskim Strcaljkama koji je opisan u poglavlju 2.2.4. te kasnije u poglavlju 3.2.4.

3.1.7.1. Cvrsta hranjiva podloga
Zauzgoj Ciste kulture pivskog kvasca (slika 3.4.) koristila se ¢vrsta hranjiva podloga (engl.

Yeast Medium ,,YM* agar). Pripremila se otapanjem 3,0 g ekstrakta kvasca, 3,0 g ekstrakta
sladi, 5,0 g peptona iz sojinog zrna, 10,0 g glukoze i 15,0 g agara u 1 L vode. Nakon 15 minuta
bubrenja agara, podloga se zagrijavala do vrenja te sterilizirala vlaznom sterilizacijom u
autoklavu. Na toj se podlozi kvasac uzgajao u termostatu, 10-12 sati pri
28 °C.

Slika 3.4. Uzgojeni kvasac Saccharomyces cerevisiae na ¢vrstoj hranjivoj podlozi.

3.1.7.2. Tekuéa hranjiva podloga
Za provodenje testova ekotoksi¢nosti koristila se tekuca hranjiva podloga pripremljena

otapanjem saharoze peptona i ekstrakta kvasca u deioniziranoj vodi. Otopilo se 4,0 g saharoze,
2,0 g peptona te 1,7 g ekstrakta kvasca u 100 mL deionizirane vode. Prije upotrebe, hranjiva
podloga sterilizirala se vlaznom sterilizacijom. pH-vrijednost podloge treba biti u rasponu od
6,9do 7,1.

3.2. Mjerni instrumenti i oprema
Pri provodenju eksperimenta koristilo se standardno stakleno laboratorijsko posude za

pripremu otopina, ¢uvanje otopina, mjerenje i sli¢no.
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Zavaganje ksenobiotika i soli za pripreme navedenih otopina koristile su se vage Sartorius AG,
Njemacka te KERN & SOHN GmbH, Njemacka. Za vlaznu sterilizaciju koristio se autoklav
Sutjeska, Jugoslavija. Mjerenje pH-vrijednosti otopina provodilo se pomoc¢u pH-elektrode
SenTix® 940 njemacke tvrtke Xylem Inc, dok se za mjerenje koncentracije otopljenoga kisika
koristila kisikova elektroda FDO® 925 pomo¢u prijenosnog mjera¢a WTW Multi 340i. Za test
ekotoksi¢nosti s kulturom Vibrio fischeri koristili su se luminometar LUMISTOX 300 te
termostat LUMIStherm, njemacke tvrtke Dr Lange GmbH. Za homogeniziranje suspenzija
koristio se homogenizator (EV-100, Tehnica, Slovenija). Spektrofotometar Hach Lange GmbH,
SAD, koristio se za mjerenje opticke gustoce suspenzija. Pri provodenju eksperimenta koristila

se i rotacijska tresilica (Unimax 1010, Heidolph, Njemacka) (slika 3.5.).

Slika 3.5. Rotacijska tresilica koristena za provedbu pokusa.

U radu je koristen svjetlosni mikroskop Olympus BX50 japanske tvrtke Olympus Optical
Co. Ltd., a mikroskop je opremljen i kamerom za snimanje mikrofotografija (Olympus DP 10)
(slika 3.6.). Za uzgoj pojedinih kultura koristili su se termostati tvrtke Memmert GmbH,

Njemacka i tvrtke Termo-medicinski aparati Bodalec & Havoi¢, Dugo Selo — Zagreb, Hrvatska.

Slika 3.6. Svjetlosni mikroskop Olympus BX50 opremljen kamerom.
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3.3. Metode rada
3.3.1. Odredivanje ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Vibrio fischeri
Prilikom provodenja testa ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Vibrio fischeri, promatrala

se inhibicija njezinog fizioloskog svojstva bioluminiscencije. Test se provodio na luminometru
(slika 3.7.) u skladu s normom HRN/EN ISO 11348-1:2000%, a temeljio se na mjerenju
intenziteta bioluminiscentne svjetlosti prije i 30 minuta nakon dodavanja spomenutih
ksenobiotika. Mjerenje se provodilo geometrijskim nizom razrjedenja na 5 koncentracija
diklofenaka, pantoprazola te tri smjese tih dvaju ksenobiotika spomenutih u poglavljima 3.1.3.,
3.1.4.13.1.5. Za svako razrjedenje otopine ksenobiotika, mjerenje intenziteta provodilo se dva
puta, a rezultati su se racunali upotrebljavajuci srednje vrijednosti intenziteta. Rezultati su

podrazumijevali izracunatu inhibiciju prema formuli:

INH = Luzg kontrola=LUzo0uzorak x 100 (l)
Lu3zo,kontrola

gdje je INH inhibicija, Luso, kontrola intenzitet bioluminiscencije kontrolnog uzorka nakon 30
minuta, a Luso, uzorak intenzitet bioluminiscencije uzorka s ispitivanim ksenobiotikom nakon 30
minuta. Rezultati dobiveni za svaku koncentraciju ksenobiotika prikazali su se krivuljom
ovisnosti inhibicije o razrjedenju pojedine otopine te krajnjim grafickim prikazom (,,S*

krivuljom) ovisnosti maksimalnih inhibicija i odredenih koncentracija.

Slika 3.7. Provodenje testa ekotoksi¢nosti na luminometru primjenom morske

bakterije Vibrio fischeri.

Na kraju mjerenja, instrument je prikazao dvije vrijednosti efektivne koncentracije: EC2o
te ECso s mjernom jedinicom mg L, §to oznacava koncentraciju ekotoksi¢ne tvari koja
uzrokuje smanjenje intenziteta bioluminiscentne svjetlosti na 20%, odnosno na 50% izlozene
populacije V. fischeri. Na temelju tih vrijednosti, tvari se mogu Klasificirati kao:
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v' visoko toksi¢ne (EC50<1 mg L),
v" srednje toksi¢ne (1 mg L <ECs0 <10 mg L), te
v' slabo toksi¢ne tvari (10 mg L' < ECs0 <100 mg L1).

U sluc¢aju da instrument nije uspio izraunati ECyo i ECso vrijednosti, graficki su se odredivale

ECx vrijednosti.

3.2.2. Odredivanje ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida
Test ekotoksi¢nosti primjenom gram-negativne bakterije Pseudomonas putida temeljio se

na odredivanju inhibicijskog utjecaja ispitivanih tvari mjerenjem rasta bakterije prema
standardu 1SO 10 712:1995%. Inhibicijski utjecaj odredenih koncentracija ksenobiotika
usporedivao se pri istim uvjetima s kontrolnim uzorcima koji ne sadrze ispitivanu tvar. Prije

pocetka izvodenja testa, odredili su se poc¢etni uvjeti pokusa prikazani u tablici 3.2.

Tablica 3.2. Pocetni uvjeti testa ekotoski¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida.

Pocetni uvjeti pokusa
OGosr. CFUo / st/mL logCFUo / - | pH-vrijednosto / - | p(O2)o/mgL* | T/°C
0,22 4,6-10° 6,66 7,20 7,86 25,90

Uzoreci s ispitivanim tvarima sadrzavali su otopine ¢istog diklofenaka i pantoprazola, ali ne
i njihove smjese. Eksperiment se provodio u Erlenmeyerovim tikvicama volumena od 100 mL
uz radni volumen od 25 mL. Tikvice su sadrzavale bakterijsku suspenziju te odredene volumene
temeljne otopine diklofenaka u mineralnom mediju. Mjerenja su se provodila svakih 24 sata
tijekom 3 dana, a ocitovala su se u mjerenju opticke gustoce (OG) na spektrofotometru pri
valnoj duljini od 436 nm.

Svakih 24 sata, 1 mL suspenzije izuzeo se iz Erlenmeyerovih tikvica s uzorcima te dodao
u epruvetu s 9 mL sterilne fizioloSke otopine. Nakon homogenizacije, 1 mL uzorka izuzeo se
1z te epruvete te dodao u novu epruvetu s 9 mL sterilne fizioloSke otopine. Postupak se ponovio
jos Cetiri puta, dok se na kraju nije dobio niz razrjedenih suspenzija. Razrjedenja su iznosila od
10" do 10°. Za daljnji rad izuzeo se po 1 mL suspenzija razrjedenja 10, 10° i 10 te se
otpipetirao na Petrijeve zdjelice sterilnom tehnikom rada. Uzorci su se zalili hranjivom
podlogom te se sadrzaj Petrijevih zdjelica homogenizirao u obliku broja osam. Petrijeve
zdjelice stavile su se u termostat na inkubaciju tijekom 24 do 48 h na 37 °C. Nakon uzgoja
bakterija, na hranjivoj podlozi bile su vidljive izrasle bakterijske kolonije, koje su se izbrojale.
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Razrjedenja onih Petrijevih zdjelica koje su sadrzavale 30 do 300 kolonija, koristila su se za

odredivanje CFU (engl. Colony Forming Units) vrijednosti pomocu formule:

broj izraslih kolonija

CFU = X reciprocna vrijednost razrjedenja (2

volumen upotrebljenog uzorka

Na temelju toga napravio se graf ovisnosti logaritamske vrijednosti CFU o vremenu u
danima. Pomoc¢u logaritamske vrijednosti CFU (logCFU) izraunala se i inhibicija rasta

bakterije koja se racuna prema sljedecoj formuli:

logCFU —-logCFU
INH = g kontrola g uzorak x 100 (3)
logCFUgontrola

gdje je logCFUkontrola logaritamska vrijednost ukupnog broja zivih bakterijskih stanica u
kontrolnoj tikvici, a 10gCFUyzorak logaritamska vrijednost ukupnog broja zivih bakterijskih
stanica u uzorku. Naposljetku, napravio se graf ovisnosti inhibicije o koncentraciji ksenobiotika

u uzorcima za sva tri dana provodenja testa.

3.2.3. Odredivanje ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.
Ispitivanje toksi¢nosti primjenom mikroalgi (slika 3.8.) temeljilo se na mjerenju inhibicije

njihovog rasta prema normi OECD 201:1984%. Prije provodenja testova mjerila se pH-
vrijednost medija te koncentracija otopljenog kisika pomocu kisikove elektrode. Po¢etni uvjeti

prikazani su u tablici 3.3.

Tablica 3.3. Pocetni uvjeti testa ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.

Pocetni uvjeti pokusa
OGosr. CFUo/st/mL | logCFUo/- | pH-vrijednosto/ - | y(O2)o/mgL: | T/°C
0,29 1,2-10° 6,07 7,70 8,35 23,40

Pokus se provodio u Erlenmeyerovim tikvicama od 100 mL s radnim volumenom uzorka
od 25 mL koji se sastojao od odredenih volumena temeljne otopine diklofenaka, odredenih
volumena bazalnog medija te suspenzije mikroalgi. Test se provodio u periodu od 72 sata
prilikom ¢ega su se povoljni fizioloski uvjeti za mikroalge konstantno odrzavali mijeSanjem na

rotacijskoj tresilici. Temperatura se odrzavala izmedu 21 °C i 25 °C.
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Svakih 24 sata na spektrofotometru mjerila se opticka gustoca, tri puta za pojedini uzorak iz
Cega se racunala srednja vrijednost opticke gustoce. Srednja vrijednost koristila se za graficki
prikaz opti¢ke gustoce u odnosu na vrijeme u danima.

Broj ukupnih stanica mikroalgi odredivao se pomo¢u Thominove komorice i svjetlosnog
mikroskopa. Na Thominovu komoricu stavila se kap suspenzije algi koja se pokrila pokrovnim
stakalcem. CFU vrijednost odredivala se brojanjem stanica mikroalgi na tri nasumicno
odabrana kvadrati¢a vidljivih na Thominovoj komorici, anadalje se CFU vrijednost raCunala se

prema formuli:

_ mxnx16x10*

N = TRl (4)
gdje je N (ili CFU) ukupan broj stanica u 1 mL, m ukupan broj pobrojenih stanica, 16 ukupan
broj velikih kvadrata u Thominovoj komorici, 10* korekcija volumena i K broj velikih kvadrata
u kojima je izvrSeno brojanje. Nadalje, odredene su vrijednosti logCFU Koje su koriStene za

crtanje grafickog prikaza logCFU u ovisnosti o vremenu u danima te raCunanje inhibicije

pomocu formule:

logCFU —-logCFU
INH = g kontrola g uzorak x 100 (5)
logCFUgkontrola

Rezultati testa takvih uzoraka usporedivali su se s kontrolnim uzorcima u kojima nisu bili
prisutni ksenobiotici. Pomocu dobivenih vrijednosti napravljeni su grafovi ovisnosti inhibicije

o koncentracijama ksenobiotika (,,S“ krivulje).

Slika 3.8. Mikrofotografija mikroalge Chlorella sp. snimljena svjetlosnim mikroskopom

opremljenim kamerom uslikana pri poveéanju P = 400x.
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3.2.4. Odredivanje ekotoksi¢nosti primjenom kvasca Saccharomyces cerevisiae
Test ekotoksi¢nosti primjenom pivskog kvasca (engl. Yeast Toxicity Test, YTT) temeljio

se na fizioloSkom svojstvu kvasca da fermentira saharozu do etanola, CoHsOH, te ugljikovog
dioksida, CO.. U sterilizirane staklene bocice ukupnog volumena 30 mL, ulilo se 5 mL
sterilizirane tekuce hranjive podloge, 0,6 mL suspenzije kvasca te odgovaraju¢i volumeni
otopina ¢istog diklofenaka i pantoprazola te njihovih smjesa. Bocice su se hermeticki zatvorile
gumenim i metalnim ¢epom. Kroz gumeni ¢ep uronila se sterilizirana igla na koju se stavila
graduirana $prica. Uzorci Su Se ¢uvali u termostatu pri 28 °C. Svakih 24 sata tijekom 3 dana
o¢itava0o se volumen istisnute tekucine u Sprici, koju je iz bocice istisnuo plin nastao
fermentacijom. Uzorci s ispitivanim ksenobioticima usporedivali su se s kontrolnim uzorcima
bez ispitivanih ksenobiotika. Izmjereni volumeni posluzili su za dobivanje inhibicije koja se

racunala prema formuli:

INH — Vikontrola=Vuzorak X 100 (6)

Vkontrola

gdje je INH inhibicija stvaranja ugljikovog dioksida, Vkontrola volumen istisnute tekuéine u
kontrolnim bocicama, Vuzorak volumen istisnute tekuéine u bocicama s ispitivanim
ksenobioticima. Naposljetku, napravio se graf ovisnosti inhibicije o koncentraciji ksenobiotika
za sva tri dana te graf ovisnosti inhibicije dobivene iz ukupnog istisnutog volumen tijekom sva

tri dana o koncentracijama ksenobiotika.

Slika 3.9. Provodenje testa ekotoksi¢nosti diklofenaka primjenom kvasca Saccharomyces

cerevisiae.

35



4. REZULTATI

4.1. Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Vibrio fischeri

Nakon provedbe testa ekotoksi¢nosti pomoc¢u morske bakterije Vibrio fischeri, dobivene

su rezultante vrijednosti intenziteta bioluminiscentne svjetlosti prije i nakon dodavanja otopine

ksenobiotika. Pomocu tih vrijednosti ra¢unata je inhibicija te su napravljeni grafovi ovisnosti

inhibicije o razrjedenju pojedinih otopina ksenobiotika te graf sa krivuljom doza-odgovor,

odnosno krivuljom koncentracija-inhibicija. Pomoc¢u luminometra dobivene su EC2o i ECsp

vrijednosti, medutim ukoliko ih instrument nije mogao izraCunati, po mogucnosti su iste

vrijednosti odredene graficki.

4.1.1. Diklofenak

Test ekotoksi¢nosti diklofenaka proveden je na otopinama diklofenaka navedenim u

poglavlju 3.1.3. Rezultati su prikazani u sljede¢im tablicama i grafom.

Tablica 4.1. Dobivene EC vrijednosti za pojedine ispitivane koncentracije diklofenaka.

ECx/ mg L1
yp/mgL?t | ECx ECso
32 0,32 0,97
16 0,31 0,72
8 0,36 0,77
2 0,89 /
0,5 / /
0,125 0,12 /
100 - o -+
90 - ’ T
80 - )
70 4 7
£ 60 - /
E 50 -+\J'

I
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Slika 4.1. Krivulja koncentracija-inhibicija za diklofenak dobivena provedbom akutnih

testova toksi¢nosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
»/ mg/L
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4.1.2. Pantoprazol

Za ispitivanje ekotoksi¢nosti pantoprazola koristile su se otopine ¢ije su koncentracije

navedene u poglavlju 3.1.4. Rezultati mjerenja prikazani su tabli¢no i1 graficki.

Tablica 4.2. Dobivene EC vrijednosti za pojedine ispitivane koncentracije pantoprazola.

ECx/mgL?
pp/mgL?t | ECx | ECso
32 3,48 9,23
16 2,55 7,77
8 1,40 2,68
2 0,06 1,27
0,5 0,41 0,83
0,125 0,35 0,86
100 |
%0 |
80
70 PR e Tt
603 s o s

50 {4/
40
30
20 |
10 |

INH/ %

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
yp/mg L1

Slika 4.2. Krivulja koncentracija-inhibicija za pantoprazol dobivena provedbom akutnih

testova toksi¢nosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri.

4.1.3. Smjese diklofenaka i pantoprazola

Prilikom provedbe eksperimenta koristile su se i smjese otopina diklofenaka i pantoprazola

u omjerima navedenim u poglavlju 3.1.5. Rezultati su prikazani u tablicama i na stupéastom

dijagramu.

Tablica 4.3. Dobivene EC vrijednosti za smjese diklofenaka i pantoprazola.

ECx/ %
D:P | ECx ECso
1 0,66 3,56
0,78 2,86
3 3,44 12,14
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INH / %

Vrsta smjese

mlm2m3

Slika 4.3. Stupcasti dijagram ovisnosti inhibicije o vrsti smjese diklofenaka i pantoprazola.

4.2. Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida

Provedbom testa toksi¢nosti pomoc¢u bakterije Pseudomonas putida dobivene su

vrijednosti opti¢ke gustoce za pojedine koncentracije diklofenaka tijekom tri dana mjerenja.

Dobivene vrijednosti usporedivale su se s vrijednostima kontrolnog uzorka, a usporedbe su

vidljive na sljede¢im grafovima.
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Slika 4.4. Graficki prikazi promjene opticke gustoce kontrolnog uzorka i uzorka s otopinama

diklofenaka od a) yp1= 16 mg L%, b) yoo=8 mg L%, ¢) yps=2 mg L, d) ypsa= 0,5 mg L™,

e) yos= 0,125 mg L%, tijekom tri dana provedbe testa ekotoksiénosti.

Brojanjem nastalih kolonija na hranjivoj podlozi u Petrijevim zdjelicama odredene su CFU

vrijednosti kontrolnog uzorka te uzoraka s otopinama diklofenaka za svaki od tri dana

provodenja testa. Pomocu odredenih vrijednosti CFU izracunate su vrijednosti logCFU ¢ije su

promjene tijekom tri dana prikazane u sljede¢im grafovima.
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Slika 4.5. Graficki prikazi promjene logCFU kontrolnog uzorka i uzorka s otopinama
diklofenaka od a) yp1= 16 mg L%, b) yo2=8 mg L%, ¢) yps= 2 mg L, d) yos= 0,5 mg L,

e) yos= 0,125 mg L%, tijekom tri dana provedbe testa ekotoksi¢nosti.

Pomocu vrijednosti logCFU takoder su izracunate vrijednosti inhibicije te je nacrtan graf
ovisnosti inhibicije o0 koncentraciji diklofenaka (slika 4.14.). Graficki je odredena ECs

vrijednosti i ona iznosi 9,3 mg L.
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Slika 4.6. Krivulja koncentracija-inhibicija za diklofenak dobivena provedbom akutnih

testova toksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida.

4.3. Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.
Kao $to je vec receno u poglavlju 3.2.3., tijekom provodenja testa ekotoksi¢nosti pomocu

mikroalge Chlorella sp. dobiveni su rezultati opticke gustoce kontrolnog uzorka te uzoraka s
odredenim koncentracijama diklofenaka u periodu od tri dana. Vrijednosti opticke gustoce za
uzorke s diklofenakom usporedivale su se s vrijednostima opticke gusto¢e kontrolnog uzorka,

Sto je prikazano na sljedecim grafovima.
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Slika 4.7. Grafi¢ki prikazi promjene opticke gustoce kontrolnog uzorka i uzorka s otopinama

diklofenaka od a) yp1= 16 mg L%, b) yoo=8 mg L%, ¢) yps=2 mg L, d) ypa= 0,5 mg L7,

e) yos= 0,125 mg L%, tijekom tri dana provedbe testa ekotoksi¢nosti.

Nakon odredivanja opticke gusto¢e, pomocu Thominove komorice te svjetlosnog

mikroskopa odredivala se i vrijednost CFU. Za graficki prikaz promjene CFU tijekom tri dana

izraCunate su vrijednosti logCFU koje su upotrijebljene za crtanje sljedecih grafova.
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Slika 4.8. Graficki prikazi promjene logCFU kontrolnog uzorka i uzorka s otopinama
diklofenaka od a) yp1= 16 mg L%, b) yoo=8 mg L%, ¢) yps=2 mg L, d) ypa= 0,5 mg L7,

e) yos= 0,125 mg L%, tijekom tri dana provedbe testa ekotoksi¢nosti.
Na temelju vrijednosti logCFU izrac¢unate su vrijednosti inhibicije. Pomoc¢u njihovih

vrijednosti napravljen je graf ovisnosti inhibicije o koncentracijama diklofenaka u otopinama
(slika 4.25.). Graficki je odredena vrijednost ECs= 0,8 mg L.
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Slika 4.9. Krivulja koncentracija-inhibicija za diklofenak dobivena provedbom akutnih

testova toksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.

Naposljetku, pomocu elektroda izmjerene su pH-vrijednosti i koncentracije otopljenog

kisika, kao i temperature za sve uzorke. Vrijednosti su prikazane u tablici 4.7.

Tablica 4.7. Prikaz vrijednosti pH-vrijednosti, koncentracije otopljenoga kisika te temperature

uz vrijednosti istih parametara za 3. dan provedbe pokusa.

T1 16 7,35 7,90 26,30
T 8 7,40 7,92 26,20
T3 2 7,40 7,72 26,60
Ta 0,5 7,34 7,84 26,40
Ts 0,125 7,29 7,75 26,70
SP kontrola 7,45 8,08 25,90

4.4. Test ekotoksi¢nosti primjenom kvasca Saccharomyces cerevisiae
Prilikom provodenja testova ekotoksi¢nosti pomocu kvasca Saccharomyces cerevisiae, na

graduiranim Spricama ocitavani su volumeni istisnute tekucine pod utjecajem plina nastalog
fermentacijom. Test se provodio na otopinama diklofenaka, otopinama pantoprazola te
smjesama tih dvaju ksenobiotika. Pomoc¢u vrijednosti volumena za pojedine uzorke s
ksenobioticima i vrijednosti kontrolnog uzorka izraCunate su inhibicije te su napravljeni grafovi
ovisnosti inhibicije o koncentracijama ksenobiotika u uzorcima (slike 4.26. i 4.27.). Rezultati

testova sa smjesama tijekom tri dana prikazani su u tablici 4.7.
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Slika 4.10. Krivulja koncentracija-odgovor za diklofenak dobivena provedbom akutnih

testova toksi¢nosti primjenom kvasca Saccharomyces cerevisiae.
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Slika 4.11. Krivulja koncentracija-odgovor za pantoprazol dobivena provedbom akutnih

testova toksi¢nosti primjenom kvasca Saccharomyces cerevisiae.

Tablica 4.7. Vrijednosti inhibicija za pojedine i ukupne volumene istisnute tekucine tijekom

tri dana za odredene smjese i kontrolni uzorak (SP).

I N TV
D:P 1. dan 2. dan 3.dan | Vu/mL
1 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
2 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
3 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00
SP 0,00 0,00 0,00 0,00
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5. RASPRAVA

Kroz posljednja dva stoljeca ljudska aktivnost ostavila je veliki zna¢aj na okoli$ svugdje u
svijetu. Njezin je utjecaj uzrokovao negativne i nepovratne posljedice na sve dijelove biosfere,
i to primarno kroz razvoj razli¢itih grana industrije.%® Medutim, razvitak industrije popratio je i

razvoj svijesti o ekoloskim problemima, a samim time i potreba za njihovim rje$avanjem.

su proizvodi ljudima prijeko potrebni. Takoder, naglasila je vaznost proizvodnje kemikalija
koje nisu toliko opasne za okoli§, ali i paZljivo zbrinjavanje onih opasnih.!

Zbrinjavanje ekotoksic¢nih tvari Cesto se temelji na prociS¢avanju podrucja u kojima se
nalazi izvor tih tvari. Medutim, na taj nacin se ne uzima u obzir koriStenje kemikalija u
svakodnevnom Zivotu ljudi.!? Koristenje antibiotika i pesticida uzrokuje konstantno otpustanje
ekotoksi¢nih tvari u okoli§ u niskim koncentracijama, a taj problem teSko Se moze rijesiti na
bilo kakav biotehnoloski na¢in. Budu¢i da te tvari, ksenobiotici, nisu prirodni produkti
biokemijskih reakcija, brojni mikroorganizmi nemaju sposobnost njihove razgradnje. Na taj
nacin mogu $tetno utjecati na cjelokupnu mikrofloru'?, ali i na ostale ¢lanove hranidbenog
lanca.?

Ksenobiotik diklofenak predstavlja veliki problem jer potrosaci konstantno zahtijevaju
njegove sve vece koli¢ine od farmaceutskih industrija, bolnica, a u okoli$ dospijeva u obliku
Ciste komponente ili njegovih metabolita. Cak 75% iskoristenog diklofenaka dospijeva u vode
i tla.?® Prema literaturi?®, mikroorganizmi poput bakterija Actinoplanes sp. i Raoultella sp. te
gljiva Epicoccum nigrum i Trametes versicolor imaju mogucnost razgraditi diklofenak na
njegove metabolite poput kinona i1 diklorbenzena. Medutim, mnogi drugi mikroorganizmi
nemaju tu moguénost, kao ni moguénost razgradnje spomenutih metabolita.?® Pantoprazol,
prema literaturi,®® takoder negativno utje¢e na bakterijske kulture poput Escherichia coli,
Enterococcus faecium te gljive Candida albicans, $to se ocituje u smanjenju pH-vrijednosti
medija u kojem se navedeni mikroorganizmi nalaze. Takva pojava uzrokuje visoku inhibiciju
razmnozavanja gljiva, ali i pojacava razmnozavanje bakterija Escherichia coli. Prema tom
istrazivanju ispitivanja su provodena i sa smjesama pantoprazola s drugim vrstama inhibitora

protonske pumpe, §to je uzrokovalo ja¢i inhibicijski u¢inak na mikroorganizme.*
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5.1. Test ekotoksi¢nosti primjenom Vibrio fischeri
5.1.1. Krivulja koncentracija-inhibicija
Kao $to je ve¢ reCeno, testom ekotoksi¢nosti primjenom morske bakterije Vibrio fischeri

mjerila se inhibicija njezinog svojstva bioluminiscencije. Rezultati su prikazani graficki,
odnosno karakteristicnom Krivuljom doza-odgovor. U usporedbi s grafom naslici 5.1., ovisnost
inhibicije o koncentraciji diklofenaka (slika 4.1.) prikazuje samo dijelove krivulje u podrucju
srednje 1 visoke toksic¢nosti tvari. Krivulja pokazuje inhibiciju od 21,11% pri najnizoj mjerenoj
koncentraciji od 0,125 mg L™, a veé¢ pri koncentraciji od 8 mg L™ pokazuje inhibiciju od
99,66%. U intervalu koncentracija od 8 mg L™ do 32 mg L, na grafu moZe se uo¢iti da krivulja
ne opada, ve¢ ostaje u podrucju visokih vrijednosti inhibicije, 0od 90% do 100%. Medutim, na
grafu se mogu primijetiti odredena odstupanja. U rasponu koncentracija od 8 mg L™ do 16 mg
L, krivulja prelazi vrijednost inhibicije od 100%, $to nije moguée. To se moze objasniti time
da program Microsoft Excel koristi model koji uzima u obzir rast i pad vrijednosti u ucrtanim
tockama 1 na taj nacin crta krivulju koja u tom podrucju grafa prirodno prelazi vrijednost od
100%. Takav prijelaz u realnom sustavu nema smisla, medutim tocke koje spaja taj dio krivulje
imaju vrijednosti inhibicije 99,66% i 99,87%, §to je malo ispod 100%.

Druga dva odstupanja od idealno rastuce krivulje jesu tocke pri koncentracijama od
2mg L i24 mg L™ To ukazuje na blago poja¢anje intenziteta svjetlosti bioluminiscencije, §to
je rezultat slabijeg djelovanja ksenobiotika na ispitivanu bakteriju. Takva pojava pri
2 mg L™ moZe se objasniti efektom hormeze. Hormeza je fenomen odnosa doza-odgovor, koji
se temelji na smanjenju inhibicije, ¢ak do negativnih vrijednosti, pri nizim koncentracijama
ispitivanih tvari.®® Ne zna se to¢an mehanizam koji uzrokuje hormezu, zbog &ega pri istim
koncentracijama postoji vjerojatnost da se ona nec¢e dogoditi. Drugim rije€ima, hormeza se
moze pojaviti nenadano u raznim uvjetima.®® Literaturni primjer®® izvodenja istog testa
primjenom Vibrio fischeri na sulfametoksazol, pokazao je slicno odstupanje pri nizim
koncentracijama (slika 5.1.) §to je takoder objas$njeno hormezom.!® S druge strane, niza
inhibicija pri koncentraciji od 24 mg L moze se pripisati pogreskama pri izvodenju
eksperimenta ili blago promijenjenim uvjetima u kojima se izvodio eksperiment.

Isti test koji se provodio za pantoprazol kreirao je slican graf (slika 4.2.) ¢ija se krivulja u
usporedbi s krivuljom na slici 5.1. nalazi u podruéju srednje i visoke toksi¢nosti. Odstupanja
od idealnog ponasanja krivulje mogu se o¢itovati pri koncentraciji od 0,5 mg L%, 2 mg L te

16 mg L.
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Razlozi odstupanja pri koncentracijama 0,5 mg L™ i 2 mg L™ mogu se (kao i kod koncentracije
diklofenaka od 2 mg L) objasniti hormezom, dok se odstupanje kod koncentracije od 16 mg
L moZe objasniti eksperimentalnim pogreskama jer daje manju vrijednost inhibicije od

prethodne, nize koncentracije.

nee

of biolumi

> . . - T T
0 100 200 300 400 500 600

Concentration pg.L"!

Slika 5.1. Literaturni primjer krivulje doza-odgovor sa sli¢nim odstupanjem inhibicije pri

niskim koncentracijama sulfametoksazola (objasnjeno efektom hormeze).*%

Ono po ¢emu se grafovi na slikama 4.1. 1 4.2. takoder razlikuju je maksimalna inhibicija
koja za diklofenak iznosi 99,87% pri koncentracijama od 16 mg L™ i 32 mg L™, a za pantoprazol

73,73% pri koncentraciji od 32 mg L™. To ukazuje na ¢injenicu da je diklofenak kao &isti

.....

5.1.2. Vrijednosti efektivne koncentracije, ECx
Prethodno navedenu tvrdnju takoder potvrduju dobivene ECx vrijednosti ¢istog

diklofenaka i pantoprazola, $to je prikazano u tablicama 4.1. i 4.3. Vrijednosti EC20 i ECso
dobivene su pomocu luminometra nakon provedbe testa ekotoksi¢nosti. Ukoliko navedene
vrijednosti nisu tako dobivene, procjenjivale su se graficki.

Kao §to je ve¢ receno u poglavlju 3.2.1., test ekotoksicnosti primjenom morske bakterije
Vibrio fischeri provodi se u skladu s normom HRN EN ISO 11348-1:2000% te skladu s istom
normom funkcionira i luminometar koji racuna ECx vrijednosti. Model za raCunanje temelji se
na logaritamskoj linearnosti inhibicije 1 koncentracije te pomocu njega 1 u skladu s navedenom
normom s velikom precizno$¢u moze odrediti traZzene vrijednosti. Luminometar pri tome uzima
u obzir referentni uzorak s otopinom NaCl i inokulumom te testni uzorak s kalijevim
dikromatom 1 inokulumom za testiranje valjanosti kulture. Medutim, luminometar ne moze u
obzir uzeti vise referentnih uzoraka, kao ni korekciju boje (bez posebno dizajniranih kiveta) te

u tom slu¢aju nema dovoljno podataka za ra¢unanje ECyo i ECso vrijednosti.1%
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Vrijednosti EC2 i ECso dobivene su za koncentracije diklofenaka od 8 mg L do
32 mg L* te su manjih iznosa od vrijednosti dobivenih za iste koncentracije pantoprazola. To
bakterije Vibrio fischeri. Koncentracije pantoprazola od 0,125 mg L™ do 2 mg L™ pokazuju
relativno niske vrijednosti ECzo i ECsp, dok su za iste koncentracije diklofenaka dobivene samo
vrijednosti ECy. Takoder, na temelju vrijednosti ECsg za temeljne otopine diklofenaka i
pantoprazola koncentracije y= 32 mg L™, diklofenak se moze klasificirati kao visoko toksi¢na
tvar, a pantoprazol kao srednje toksi¢na tvar.>®

U literaturnom istrazivanju'® utjecaja diklofenaka i drugih farmaceutika na bakteriju
Vibrio fischeri, primjenom instrumenta ToxAlert 100, njemacke tvrtke Merck odredivane su
vrijednosti ECso u ug L. Rezultati su pokazali vrijednost efektivne koncentracije za diklofenak
od 13,5 pug L, §to je izmjerenim vrijednostima u ovom radu najblize EC20= 0,118 mg L™ za
koncentraciju diklofenaka od 0,125 mg L. U istrazivanju se takoder moze primijetiti da je
ECso vrijednost za diklofenak ispala visa od ibuprofena i gemfibrozila, dok je ispala niza u
odnosu na salicilnu kiselinu, ketoprofen i naproksen, sto ukazuje na relativno visoku toksi¢nost

diklofenaka medu navedenim farmaceuticima.%?

5.1.3. Smjese diklofenaka i pantoprazola
Istom metodom kao 1 za Cisti diklofenak 1 pantoprazol, ispitivala se ekotoksi¢nost smjesa

diklofenaka i pantoprazola u omjerima 1:1, 2:1 i 1:2. Za pripremu takvih smjesa koristile su se
temeljne otopine oba ksenobiotika koncentracije 32 mg L. Cilj ispitivanja ovih smjesa bio je
odrediti sinergisticki, antagonisti¢ki ili aditivni efekt medudjelovanja ksenobiotika u smjesi.
Ukoliko rezultati pokazuju visu inhibiciju smjesa od inhibicije ¢istih komponenata, to znaci da
je doslo do sinergisti¢kog medudjelovanja ksenobiotika.!®® U slu¢aju da smjesa uzrokuje nizu
inhibiciju, radi se o antagonistickom djelovanju ksenobiotika. Aditivni efekt podrazumijeva
kombinirani efekt dviju ili viSe komponenata smjese koji je jednak sumi efekata pojedine
komponente u smjesi.’% U literaturi,’® istrazivanja su prije sli¢nog ispitivanja ekotoksi¢nosti
smjesa ukljucivala 1 metode predvidanja ekotoksi¢nosti smjesa, kao Sto su metoda adicije
koncentracije i metoda neovisne akcije.!®® Medutim, u kontekstu ovog rada predvidanja nisu
provodena.

MijeSanjem temeljnih otopina ksenobiotika u navedenim omjerima, dobivene su otopine
drugacijih koncentracija ksenobiotika. Vrijednosti koncentracija dobivene su jednostavnim
prora¢unom za razrjedenja, a kasnije su odredene i njihove odgovarajuce inhibicije. Smjesa 1

je nakon mijesanja sadrzavala ksenobiotike jednakih koncentracija, y = 16 mg L™
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Smijesa 2 sadrzavala je diklofenak koncentracije y = 21,44 mg Lt i pantoprazol koncentracije
y = 10,56 mg L, dok je smjesa 3 sadrzavala iste ksenobiotike, ali suprotnih koncentracija.
Vrijednosti inhibicija za koncentracije ksenobiotika smjese 1 dobivene su pomoc¢u luminometra
te su ve¢ poznate. Medutim, vrijednosti inhibicija za koncentracije ksenobiotika u smjesama 2
1 3 nisu poznate, zbog Cega su dobivene racunski, linearnom interpolacijom. Sve su vrijednosti
prikazane u tablici 5.1. Proracun je nuzno provesti kako bi se mogle usporediti dobivene

inhibicije smjesa s inhibicijama to¢nih koncentracija ksenobiotika koje te smjese sadrze.

Tablica 5.1. Vrijednosti ECsg za Ciste ksenobiotike preracunate postotke

g LA INH / %

m

7im Diklofenak Pantoprazol
10,56 99,73 72,78
16,00 99,87 48,85
21,44 94,51 72,44

Dobiveni rezultati inhibicija smjesa prikazani su stupéastim dijagramom na slici 4.3.
Najvecu inhibiciju uzrokovala je smjesa diklofenaka i pantoprazola u omjeru 2:1 (smjesa 2) i
ona iznosi 99,79%. Budu¢i da inhibicija uzrokovana koncentracijom ¢istog pantoprazola od
10,56 mg Lt iznosi 72,78%, a inhibicija ¢istog diklofenaka koncentracije 21,44 mg L iznosi
94,51%, moze se zakljuciti da u tom omjeru diklofenak pojacava ekotoksi¢na svojstva
pantoprazola te da zajedno daju jaki sinergisti¢ki u¢inak. Druga smjesa po iznosu inhibicije je
smjesa 1, odnosno smjesa diklofenaka i pantoprazola u omjeru 1:1, a inhibicija iznosi 98,33%.
Takva smjesa u sustini pokazuje aditivna svojstva, jer je njena inhibicija manja od inhibicije
Cistog diklofenaka (99,87%), a veca od inhibicije ¢istog pantoprazola (48,85%). Medutim, veé
je navedeno da je inhibicija pantoprazola za koncentraciju od 16 mg L™ preniska i zbog toga
predstavlja eksperimentalnu pogresku te stoga medudjelovanje ksenobiotika u smjesi 1 nije u
potpunosti relevantno. Najmanju inhibiciju pokazuje smjesa 3, omjera diklofenaka i
pantoprazola 1:2 te ona iznosi 80,22%. Buduc¢i da ta smjesa sadrZi dvostruko vecéu koli¢inu
pantoprazola u odnosu na diklofenak, mozZe se zakljuciti da pantoprazol blago sniZava
ekotoksicnost diklofenaka, dok diklofenak blago pojacava ekotoksi¢nost pantoprazola te u tom
sluéaju dolazi do aditivnog efekta.’%® To se takoder moze zakljuéiti na temelju toga §to je
inhibicija smjese 3 manja od inhibicije ¢istog diklofenaka (y= 10,56 mg L) vrijednosti 99,73%,
a veéa od inhibicije ¢istog pantoprazola (y= 21,44 mg L) vrijednosti 72,44%,

Kao 1 za Ciste ksenobiotike, instrumentom su dobivene EC2g i ECsp za pojedine smjese.
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Rezultati efektivne koncentracije prikazane u tablici 4.5. prili¢no su niskih vrijednosti izrazenih
u postotcima. Smjesa 1 pokazuje vrijednosti EC20= 0,66% i ECso= 3,56%, smjesa 2 vrijednosti
EC20=0,78% i ECso= 2,86%, a smjesa 3 EC20= 3,44% i ECs0= 12,14%. Po uzoru na literaturu,
promatrajuc¢i samo ECso vrijednosti moze se zakljuciti da je smjesa 2, 0dnosno smjesa omjera
ksenobiotika 2:1 u korist diklofenaka najekotoksi¢nija, a smjesa 3 najmanje ekotoksi¢na, §to se
podudara sa zaklju¢cima temeljenim na vrijednostima inhibicija.

Rezultati literaturnog ispitivanja® smjese diklofenaka i sulfametoksazola na bakterijskoj
kulturi Aliivibrio fischeri pokazuju aditivna svojstva do blago sinergisti¢ka svojstva jer je ECso
smjese priblizno jednak vrijednosti ECso diklofenaka, koja je niska u odnosu na visoku
vrijednost sulfametoksazola.** Prema prethodno navedenim zakljuécima, smjese s
diklofenakom ukazuju na sinergistic¢ka i/ili aditivna svojstva te se stoga poklapaju s literaturnim

podacima.

5.2. Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida
5.2.1. Krivulja vrijeme — opticka gustoca
Kao §to je ve¢ reCeno, za potrebe odredivanja smanjenja rasta bakterijske kulture

Pseudomonas putida u prisutnosti Cistog ksenobiotika diklofenaka, na spektrofotometru je
mjerena optiCka gustoca te je odredivana CFU vrijednost tijekom 3 dana izvodenja pokusa.
Rezultati uzoraka s otopinom diklofenaka odredenih koncentracija usporedivali su se s
rezultatima kontrolnog uzorka koji nije sadrzavao ksenobiotik. Prikazani su na grafovima na
slici 4.4. Kao §to se na slici moze vidjeti, pri ispitivanju uzorka s koncentracijom diklofenaka
od 16 mg L, opticka gustoéa uzorka je tijekom tri dana konstantno bila manja od opticke
gustoce kontrolnog uzorka. Takvi rezultati upuéuju na relativno visoku ekotoksi¢nost te
koncentracije diklofenaka.'®’

Uzorci koncentracija 8 mg L i 2 mg L pokazuju manju opti¢ku gustoéu od kontrolnog
uzorka tijekom dva dana ispitivanja, $to ukazuje na pojac¢anu ekotoksi¢nost diklofenaka pri toj
koncentraciji. Medutim, opticka gustoca ispitivanog uzorka u tre¢em danu naglo je povecana
te je ve¢a od kontrolnog uzorka. Sli¢no opazanje u literaturi'®’ opisano je efektom hormeze koji
je potencijalno uzrokovan prilagodbom bakterijske kulture na ekotoksi¢nu tvar.

Naime, ispitivanje na bakterijskoj kulturi Escherichia coli pokazalo je ekotoksic¢an ucinak u

podetnom periodu provedbe testa, koji je nakon toga bio znatno ublazen.%’
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U suprotnosti s koncentracijom diklofenaka od 16 mg L™, za koncentracije od 0,5 mg L i
0,125 mg L? nije uocen ekotoksi¢ni uc¢inak jer se opti¢ka gustoéa uzorka tijekom tri dana
povecavala i konstantno je bila viSa od opticke gustoce kontrolnog uzorka. Takvi rezultati

pokazuju jaki efekt hormeze.

5.2.2. Krivulja vrijeme — logCFU

Za izrazavanje inhibicije rasta bakterije Pseudomonas putida koriStena je i ovisnost
promjene CFU vrijednosti o vremenu. Radi jednostavnosti crtanja grafova, umjesto CFU
vrijednosti koristene su njihove vrijednosti umanjene logaritmiranjem, logCFU.%® Slika 4.4.
pokazuje graficke prikaze ovisnosti logCFU o vremenu za odredene koncentracije diklofenaka.
Koncentracija diklofenaka od 16 mg L™ uspjela je svojom ekotoksi¢noséu smanjiti broj
kolonija tijekom sva tri dana. Isti utjecaj je wuofen i pri koncentraciji
0d 0,5mg L™

Medutim, $to se ti¢e koncentracija od 8 mg L, 2 mg L i 0,5 mg L%, vrijednosti opticke
gusto¢e uzorka variraju u odnosu na kontrolni uzorak. Broj kolonija za koncentraciju od
8 mg L u prvome danu ne razlikuje se od kontrolnog uzorka, dok je u drugome danu ve¢i i
treCega dana manji od njega. Takve varijacije mogu se objasniti nepredvidivoséu efekta
hormeze koji moze ovisiti o raznim eksperimentalnim uvjetima zbog cega se on u drugome
danu testa pojavio te u treéemu potpuno nestao.'’” Koncentracija od 2 mg L™ pokazuje efekt
hormeze odmah prvoga dana testa, medutim sljedeca dva dana ekotoksi¢nost diklofenaka
prevladava. Ista situacija je i kod koncentracije diklofenaka od 0,125 mg L™, osim §to je nagli
porast broja kolonija vidljiv tijekom drugoga dana, dok je u prvom i tre¢em danu broj kolonija

manji od kontrolnog uzorka.

5.2.3. Krivulja doza-odgovor
Pomocu dobivenih vrijednosti logCFU izracunate su inhibicije te je napravljen graficki

prikaza ovisnost inhibicije o koncentracijama diklofenaka (slika 4.6.). Dobivena krivulja
postepeno raste od nizih koncentracija prema koncentraciji 8 mg L, nakon &ega je do
koncentracije 16 mg L™ donekle usporedna s x-osi. U usporedbi sa slikom 5.1., podrugje
krivulje do 8 mg L™ pokazuje srednju toksi¢nost diklofenaka, a podru¢je od 8 mg L™ do
16 mg L* visoku toksi¢nost. Medutim, rezultati ne pokazuju veliku ekotoksi¢nost diklofenaka
jer najveca vrijednost inhibicije iznosi 5,11% i uzrokovana je najvecom ispitivanom
koncentracijom diklofenaka od 16 mg L. Na podetku krivulje vidljiv je blagi pad inhibicije pri

koncentraciji diklofenaka od 0,5 mg L™ 3to se pripisuje javljanju efekta hormeze.*®
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Istrazivanje pronadeno u literaturi®® provodilo se radi utvrdivanja utjecaja diklofenaka iz
otpadnih voda na okolis. Rezultati testa primjenom Pseudomonas putida nisu pokazali gotovo
nikakav ekotoksi¢an ucinak sve dok se nije primijenila koncentracija od 90 mg L™.1%8
Usporedujuci s eksperimentom ovog rada vidljivo je da diklofenak nema veliki ekotoksi¢an

uc¢inak na bakterijsku kulturu Pseudomonas putida.

5.3. Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.
5.3.1. Krivulja vrijeme — opticka gustoéa
Pomoc¢u mikroalge Chlorella sp. ispitivala se ekotoksi¢nost otopina Cistog diklofenaka.

Test se provodio mjerenjem opticke gustoée uzoraka tijekom tri dana, nakon ¢ega su rezultati
prikazani grafi¢kim prikazima ovisnosti opticke gustoc¢e o vremenu u danima (slika 4.6.). Na
grafovima se vidi kako opti¢ka gustoca kontrolnog uzorka postepeno raste tijekom prva dva
dana provodenja testa, medutim naglo opada treceg dana do vrijednosti od 0,10. Takav nagli
pad moze se pripisati eksperimentalnim pogreskama, medutim prihvati li se ta vrijednost
legitimnom, moZe se objasniti smanjenjem hranjive tvari u uzorku ili promjenom nekih
vanjskih uvjeta zbog kojih je mikroalga naglo ugibala. Medutim, ono §to se moze primijetiti je
da uzorci svake koncentracije diklofenaka takoder tako ponaSaju. Opticka gustoca svakog
uzorka povecava se u prva dva dana testa, uz blage varijacije u odnosu na kontrolni uzorak, a
tre¢i dan vrijednost opti¢ke gustoce pada. Jedno od objasnjenja takve stope rasta krivulje je
manjak fosfora u bazalnom mediju u kojemu se test provodio.®® Naime, bazalni medij koji je
koristen sadrzi KH2PO4 koncentracije 1,60 mg L™, kao jedini izvor fosfora, $to potencijalno
moze predstavljati prenisku koli¢inu fosfora za rast bakterija nakon dva dana provodenja testa.
S druge strane, literatura® navodi kako i temperatura moze utjecati na sve slabiji rast mikroalgi.
Predstavljeni su grafovi ovisnosti broja stanica mikroalgi o vremenu pri temperaturama od 15
°‘C, 20 °C i 25 °C. Najbrzi pad broja stanica bio je pri temperaturi od
25 °C.19 Ta se ¢injenica poklapa s rezultatima dobivenim u ovom radu jer je temperatura pri

kojoj se izvodio pokus varirala izmedu 23,4 °C i 26,7 °C.

5.3.2. Krivulja vrijeme — logCFU
Svjetlosnim mikroskopom uz upotrebu Thomine komorice, odredene su CFU vrijednosti,

zatim su izra¢unate logCFU vrijednosti koje su graficki prikazane u ovisnosti o vremenu.
Kontrolni uzorak pokazuje pad broja kolonija koji varira, odnosno nakon 24 sata provodenja

testa broj kolonija ostaje isti kao i prije pocetka izvodenja testa.
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Nakon 48 sati broj naglo pada te se tre¢i dan ponovno blago povecava. Usporedivsi kontrolni
uzorak s ispitivanim uzorkom koncentracije diklofenaka od 16 mg L™ vidljivo je da od pocetka
testa broj kolonija prati trend opadanja tijekom prva dva dana, medutim u tre¢em danu testa,
logCFU ponovno raste, §to je moguée objasniti pojavom efekta hormeze.’® Sli¢ne trendove
pokazuju i uzorci koncentracija 2 mg L™, 0,5 mg L™ i 0,125 mg L, s tim da pokazuju vise
vrijednosti logCFU u odnosu na uzorke od 16 mg L™ i 8 mg L, $to se moze objasniti ja¢im

efektom hormeze pri nizim koncentracijama,'®

ali i time da su viSe koncentracije ekotoksi¢nije
od nizih. Sto se ti¢e uzorka koncentracije 8 mg L™, trend vrijednosti logCFU kontinuirano
opada tijekom sva tri dana, sto ukazuje na visoku ekotoksi¢nost te ispitivane koncentracije.
Sveukupne varijacije logCFU vrijednosti mogu se, objasniti nepredvidivom moguc¢noscéu

mokroorganizama prilagodbe ekotoksi¢nim tvarima.'!

5.3.3. Krivulja doza-odgovor
Na temelju dobivenih vrijednosti logCFU dobivene su vrijednosti inhibicije za svaku

definiranu koncentraciju diklofenaka. Rezultati su prikazani graficki na slici 4.9., a trend
dobivene krivulje na grafu moze se usporediti s krivuljom doza-odgovor na slici 5.1.. Naime,
vidljivi rast inhibicije od koncentracije 0,5 mg L™ do 2 mg L™ predstavlja srednju ekotoksi¢nost
diklofenaka, dok blagi rast krivulje od koncentracije 2 mg L™ do 16 mg L™ predstavlja podrugje
krivulje visoke ekotoksi¢nosti diklofenaka. Medutim, iako takav trend krivulje naizgled
pokazuje visoku ekotoksi¢nost diklofenaka kroz veci niz koncentracija te budu¢i da je
maksimalna dobivena inhibicija jednaka 9,30% (za koncentraciju 16 mg L), mozZe se zakljuditi
da diklofenak nema toliko ekotoksi¢an uc¢inak na mikroalgu Chlorella sp. Dodatno je bitno
napomenuti  kako blago niza  vrijednost inhibicije = pri = koncentraciji  od
0,5 mg L, u odnosu na inhibicije koncentracija 0,125 mg L i 2 mg L, predstavlja
nepredvidljivu pojavu efekta hormeze.%

U dostupnoj literaturi*'! objasnjeno je kako pojedine vrste mikroalgi imaju veliku
sposobnost razgradnje odredenih ksenobiotika, zbog Cega se i koriste za biorazgradnju
odredenih farmaceutika iz otpadnih voda.!'! Medu brojnim navedenim organizmima, navedena
je i mikroalga Chlorella sorokiniana. Uz 100%-tnu razgradnju ibuprofena, paracetamola i
metoprolola, ova mikroalga je uspjela razgraditi i 30% karbamazepina, 40% trimetoprima te
40-60% diklofenaka.''! Potencijalan razlog zasto diklofenak ne djeluje toliko ekotoksi¢no na

mikroalgu Chlorela sp. je upravo i njena moguénost razgradnje diklofenaka.
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5.3.4. pH-vrijednosti i koncentracije otopljenoga kisika
Na samom kraju izvodenja testa, pripadnim elektrodama odredene su pH-vrijednosti i

zasi¢enosti kisikom svih uzoraka. Te su vrijednosti u usporedbi s pocetnim uvjetima
(tablica 3.3.) manje kao i u slu¢aju usporedbe s vrijednostima kontrolne tikvice.
Najveéa pH-vrijednost jednaka 7,403 izmjerena je za koncentraciju 8 mg L, za koju je takoder
izmjerena i najve¢a koncentracija kisika, iznosa 7,92 mg L. Najniza pH-vrijednost iznosi
7,292 i pripada uzorku koncentracije diklofenaka od 0,125 mg L™, dok je najniZa vrijednost
koncentracije kisika izmjerena za uzorak koncentracije 2 mg LT i iznosi
7,72 mg L. Smanjene vrijednosti u odnosu na podetnu objagnjavaju se smanjenom
moguéno$éu odvijanja fotosinteze zbog prisutnosti ksenobitika. U drugom istrazivanjul!?
takoder je zabiljeZzeno smanjenje intenziteta fotosinteze i respiracije, a samim time i smanjenje
koncentracije kisika u uzorku s mikroalgom Chlorella sp. u prisutnosti razli¢itih koncentracija

diklofenakal®, sto se moze usporediti s eksperimentom ovog rada.

5.4. Test ekotoksi¢nosti primjenom kvasca Saccharomyces cerevisiae
Ekotoksi¢nost diklofenaka i pantoprazola, kao i njihovih smjesa odredivana je i primjenom

kvasca Saccharomyces cerevisiae. Test koji to podrazumijeva, YTT (engl. Yeast Toxicity Test),
temelji se na mjerenju volumena CO> nastalim procesom fermentacije. Rezultati su se ocitavali
tijekom 72 sata svakih 24 sata pri ¢emu su se oCitavali volumeni istisnute suspenzije u utaknute
Sprice, §to predstavlja volumen nastalog CO». Nakon toga pomoc¢u njihovih iznosa izracunate
su vrijednosti inhibicije za svaki ¢isti ksenobiotik i njihove smjese, koje su prikazane na
grafovima (slike 4.10. 1 4.11.) i tablicama (4.7. i 4.8.) u ovisnosti s ispitivanim koncentracijama.

Grafovi ovisnosti inhibicija o koncentracijama diklofenaka i pantoprazola dosta su sli¢ni,
$to se moze vidjeti prema 100%-tnoj inhibiciji pri 0,5 mg L i 16 mg L? diklofenaka i
pantoprazola. Pri niskim koncentracijama diklofenaka od 0,125 mg L™ i 2 mg L vidljive su
dosta visoke vrijednosti inhibicije od cak 41,86%, odnosno 48,84%. Koncentracija od
8 mg L pokazuje najnizu vrijednost inhibicije od samo 11,63%. S druge strane, na grafu kojim
se opisuje ekotoksi¢nost pantoprazola, uocava se najniza inhibicija pri koncentraciji od 2 mg L
! koja je u blago negativnom podruéju grafa. Navedeno ukazuje na pojavu efekta hormeze pri
toj ispitivanoj koncentraciji. U ovom slucaju koncentracija 0,125 mg L™ daje inhibiciju od
9,30%, $to je nize od diklofenaka, te 72,09% za koncentraciju 8 mg L™, §to je vise u odnosu na
vrijednosti za diklofenak. Naposljetku, u odnosu na diklofenak, koncentracije 0,5 mg L™ i 16

mg L pokazuju takoder 100%-tnu inhibiciju.
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Zbog inhibicije iznosa 100% pri koncentracijama od 0,5 mg L' i 16 mg L' oba
ksenobiotika, krivulje imaju specifican oblik doza-odgovor krivulje, a to je ,,U* krivulja (slika

“113 nije toliko &est, medutim

5.2.). Taj tip krivulje spada u tzv. ,,nemonotone odgovore na doze
pojavljuje se u ekotoksikologiji te ga je takoder potrebno znati interpretirati. Naime, niza
vrijednost inhibicije izmedu koncentracije 0,5 mg L™ te koncentracije 16 mg L™* mogu upugivati
na efekt hormeze.!'* Medutim, to ne mora uvijek biti sluéaj jer se takav trend krivulje moze
objasniti  nepredvidljivim ponasanjem ekotoski¢nosti ksenobiotika pri  razli¢itim
koncentracijama. Drugim rije¢ima, budu¢i da se pri viSim koncentracijama ksenobiotika
javljaju 1 viSe vrijednosti inhibicija, moZe se pretpostaviti da niske koncentracije nece Stetno
djelovati na organizme zbog pojave niskih vrijednosti inhibicija, medutim takve pretpostavke
ne moraju se nuzno obistiniti u realnom sustavu.!* Upravo u sludaju testa s kvascem
Sacchraomyces cerevisiae, rezultati su pokazali trend visoke inhibicije pri nizim ispitivanim
koncentracijama, snizavanje inhibicije do odredene koncentracije, nakon koje je opet zabiljezen
rast do visokih inhibicija. Takoder, takav trend moze se objasniti i nepredvidivom mogucnoscu

prilagodbe mikroorganizama na prisutnost jako ekotoksi¢nih tvari.!1

High

Response

Low

Low High

Slika 5.2. Primjer idealne ,,U* krivulje!*®

Smjese diklofenaka i pantoprazola u svim mjerenim omjerima pokazuju maksimalnu
toksi¢nost od 100%. Ta cinjenica ukazuje na veliki sinergisticki efekt diklofenaka i
pantoprazola u smjesi, odnosno ukazuje na to da diklofenak i pantoprazol medusobno

pojacavaju ekotoksiénost jedan drugoga u testu primjenom Saccharomyces cerevisiae.®
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6. ZAKLJUCAK
Na temelju provedenih ispitivanja ekotoksi¢nosti diklofenaka, pantoprazola i njihovih

smjesa primjenom razli¢itih mikroorganizama, moze se zakljuciti sljedece:

inhibicija intenziteta svjetlosti bakterije Vibrio fischeri uzrokovana diklofenakom iznosi
vise od 99%, a pantoprazolom 73,73% Sto ukazuje na visoku ekotoksi¢nost oba
ksenobiotika

razli¢ite ispitane koncentracije diklofenaka pokazuju nize EC2 i ECso vrijednosti od
Vibrio fischeri od pantoprazola

temeljem ECsp vrijednosti testa s Vibrio fischeri diklofenak se klasificira kao visoko
toksic¢na, a pantoprazol kao srednje toksicna tvar

najveta vrijednost inhibicije rasta bakterije Pseudomonas putida uzrokovane
diklofenakom iznosi 5,11% S§to ukazuje na slab ekotoksi¢ni uc¢inak na bakterijsku
kulturu

maksimalna inhibicija rasta mikroalge Chlorella sp. iznosi 9,30% (yo= 16 mg L™?) sto
ukazuje na slab ekotoksi¢ni u¢inak diklofenaka na mikroalgu

negativna ili niZa inhibicija pri nizim koncentracijama ukazuje na pojavu efekta
hormeze koja je nepredvidiva te se moze pojaviti pri razli¢itim uvjetima

od alge Chlorella sp. te bakterije Pseudomonas putida

bakterija Vibrio fischeri osjetljivija je na pantoprazol nego kvasac Saccharomyces
cerevisiae

izlaganje smjesi diklofenaka i pantoprazola naj¢eSc¢e izaziva sinergisticki 1 aditivini
efekt, ali ne 1 antagonisticki efekt

.....

cerevisiae, nego na morsku bakteriju Vibrio fischeri
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8. POPIS KRATICA | SIMBOLA

DDD - engl. Defined Daily Dose; prosje¢na konzumirana dnevna doza

ISO — engl. International Standardisation Organisation; Internacionalna organizacija za
standardizaciju

OECD - engl. Organisation for Economic Colaboration and Development; organizacija za
ekonomsku suradnju i razvoj

HRN — hrvatske norme

EN — europske norme

LD —engl. Lethal Dose; letalna doza

LDso — letalna doza za 50% populacije

TD —engl. Toxic Dose; toksi¢na doza

SD — engl. Sentinel Dose; sentinel doza

EC - engl. Effective Concentration; efektivna koncentracija

ECx — efektivna koncentracija za neodredeni postotak populacije

ECs — efektivna koncentracija za 5% populacije

EC2o — efektivna koncentracija za 20% populacije

ECso — efektivna koncentracija za 50% populacije

LC —engl. Lethal Concentration; letalna koncentracija

LCso — letalna koncentracija za 50% populacije

NOEL/NOEC - engl. No Observed Effect Level/No Observed Effect Concentration;
koncentracija bez uocenog ucinka

LOEL/LOEC —engl. Lowest Observed Effect Level/Lowest Observed Effect Concentration;
koncentracija najmanjeg uoc¢enog ucinka

SEM — engl. Scanning Electron Microscope; skenirajuci elektronski mikroskop

CFU —engl. Colony Forming Units; jedinice koje tvore kolonije

CFUp — jedinice koje tvore kolonije u po¢etnim uvjetima

INH — inhibicija

Luso, kontrola — INtenzitet bioluminiscentne svjetlosti kontrolnog uzorka nakon 30 minuta
Luso, uzorak — intenzitet bioluminiscentne svjetlosti ispitivanog uzorka nakon 30 minuta
yo — masena koncentracija diklofenaka, mg L

yp — Masena koncentracija pantoprazola, mg L

OG — opticka gustoca

OGo, sr. — srednja vrijednosti pocetne opticke gustoce
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»(02) — masena koncentracija kisika, mg L

T — temperatura, °C

K — broj velikih kvadrata u Thominovoj komorici u kojima su izbrojiene stanice
Viontrola — Volumen istisnute tekuc¢ine u kontrolnim bocicama

Vuzorak — volumen istisnute teku¢ine u boc¢icama s ispitivanim ksenobioticima
YTT —engl. Yeast Toxicity Test; test toksi¢nosti s kvascem

D : P — omjer diklofenaka i pantoprazola u smjesi

t — vrijeme

67



9. ZIVOTOPIS
Karlo Grgurevi¢ [ \2kon osnovnoskolskog

obrazovanja u Osnovnoj Skoli Trnsko i srednjoskolskog u Prvoj gimnaziji u Zagrebu, upisao je
preddiplomski studij Primjenjene kemije na Fakultetu kemijskog inZenjerstva i tehnologije
SveucilisSta u Zagrebu. Tijekom studija radio je kao demonstrator na prakti¢nim vjezbama
odredenih kolegija na Zavodu za industrijsku ekologiju (Mikrobiologija, Kemija okolisa,
Kemija u zastiti okolisa, Ekotoksikologija). Takoder, temu svojeg zavr$nog rada predstavio je

na Medunarodnom skupu 14. Susreta mladih kemijskih inzenjera (SMLKI).
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