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SAZETAK

OneciS¢enje vodenog ekosustava ksenobioticima, mikroplastikom (MP) i
farmaceuticima, je u sve veéem porastu zbog antropogenih utjecaja, poput prekomjernog
koriStenja plasticne ambalaze, razvoja industrije i konzumiranja lijekova, §to posljedi¢no
dovodi do njihovih ispustanja u okoli§. MP se smatra onec¢is¢ujucom tvari jer je postala globalna
prijetnja zbog svoje sveprisutnosti, bioinertnosti, opasnosti za vodene organizme i utjecaja na
ljudsko zdravlje. Farmaceutici poput antibiotika i antivirotika ¢ine skupinu onec¢is¢ujuéih tvari
koje mogu ozbiljno ugroziti zdravlje neciljanih organizama. Onecis¢enje vodenog ekosustava
postalo je svjetski problem, a znanstvenici, u suradnji sa zakonodavnim tijelima, traze rjeSenja
kako sprijeciti daljnje onecis¢enje okolisa. U svrhu procjene toksi¢nosti MP-a, antibiotika i
antivirotika te njihovih smjesa u vodi, u ovom radu proveli su se laboratorijski testovi
toksi¢nosti s vodenbuhom Daphnia magna, uobicajenim slatkovodnim zooplanktonskim
raicem. Daphnia magna izlagala se cetirima vrstama MP-a, polistirena (PS), poli(etilen-
tereftalat)a (PET), poli(vinil-klorid)a (PVC) i polietilena (PE) veli¢ine Cestica 100 — 300, 300
—5001 500 — 700 pum, ¢ime se potvrdilo da ove veli¢ine Cestica su prevelike za unos u organizam
i ne dovode do toksi¢nog ucinka. Zbog toga se ispitao utjecaj manjih ¢estica PS-a od 0,5 i 2
um, koje su primijenjene u koncentracijama 0,1; 0,5; 1; 2 i 10 mg/L. S obzirom da odgovara
veli¢ini hrane vodenbuha, potvrden je toksi¢ni ucinak Cestica veli¢ine 2 pum, koji raste s
porastom koncentracije, a u¢inak na 50 % vodenbuha izracunat kao ECso vrijednost iznosi 0,02
mg/L. Antivirotici koriSteni u pokusu su atazanavir (ATA) koncentracije 0,003 mmol/L te
emtricitabin (EMT), nirmatrelvir (NIR), oselfamivir (OSE), ribavirin (RIB) i sofosbuvir (SOF)
koncentracije 0,1 mmol/L, koji pri ovim okoli$nim koncentracijama nisu imali toksi¢an ucinak.
Koristeni antibiotik azitromicin (AZ) ispitivao se u pet koncentracija 0,001; 0,01; 0,1; 0,25 i
0,5 mmol/L, a prema dobivenim rezultatima toksi¢nost je rasla s porastom koncentracije i
ucinak na 50 % vodenbuha izrac¢unat kao ECsg vrijednost iznosi 0,6 mmol/L. U binarnim i
ternarnim kombinacijama najznacajniji toksi¢ni u¢inak uocen je pri koncentraciji 0,5 mmol/L
AZ s PE, odnosno PET, koji je rezultirao samo s 20 % pokretnih vodenbuha. Dobiveni
eksperimentalni rezultati obradeni su koristenjem statisticke analize varijance (ANOVA), ¢ime
je takoder potvrdeno da toksi¢ni u¢inak ksenobiotika na Daphnia magna ovisi o koncentraciji

1 veli¢ina Cestica.

Kljucéne rijeci: test toksicnosti, vodenbuha, ksenobiotici, mikroplastika



ABSTRACT

Pollution of the aquatic ecosystem with xenobiotics, microplastics (MP) and
pharmaceuticals is increasing due to anthropogenic influences, such as the excessive use of
plastic packaging, industrial development and the consumption of medicines, which
consequently leads to their release into the environment. MP is considered a pollutant because
it has become a global threat due to its ubiquity, bioinertness, hazard to aquatic organisms, and
impact on human health. Pharmaceuticals such as antibiotics and antivirals form a group of
pollutants that can seriously threaten the health of non-target organisms. Pollution of the aquatic
ecosystem has become a worldwide problem, and scientists, in cooperation with legislative
bodies, are looking for solutions to prevent further pollution of the environment. In order to
assess the toxicity of MP, antibiotics and antivirals and their mixtures in water, in this work
laboratory toxicity tests were conducted with the water flea Daphnia magna, a common
freshwater zooplankton crustacean. Daphnia magna was exposed to four types of MP,
polystyrene (PS), poly(ethylene-terephthalate) (PET), poly(vinyl-chloride) (PVC) and
polyethylene (PE) with particle sizes of 100 — 300, 300 — 500 and 500 — 700 um, and toxicity
testing confirmed that these particle sizes are too large to be taken into the body and cause toxic
effect. For this reason, the tocix effect of smaller PS particles of 0,5 and 2 um, which were
applied in concentrations of 0,1; 0,5; 1; 2 and 10 mg/L were estimated. Given that it corresponds
to the size of the water flea's food, the toxic effect of particles with a size of 2 pm has been
confirmed, which increases with increasing concentration, and the effect on 50 % of water fleas
calculated as an ECsp value is 0,02 mg/L. The antivirals used in the experiment are atazanavir
(ATA) at a concentration of 0,003 mmol/L and emtricitabine (EMT), nirmatrelvir (NIR),
oselfamivir (OSE), ribavirin (RIB) and sofosbuvir (SOF) at a concentration of 0,1 mmol/L,
which at these environmental concentrations did not have a toxic effect. The antibiotic
azithromycin (AZ) used was tested in five concentrations of 0,001; 0,01; 0,1; 0,25 and 0,5
mmol/L, and according to the obtained results, toxicity increased with increasing concentration
and the effect on 50 % of water fleas calculated as ECsp value is 0,6 mmol/L. In binary and
ternary combinations, the most significant toxic effect was observed at a concentration of 0,5
mmol/L AZ with PE, or PET, which resulted in only 20 % of motile water fleas. The obtained
experimental results were processed using statistical analysis of variance (ANOVA), which also
confirmed that toxicity of xenobiotics to Daphnia magna depends on the concentration and

particle size.

Key words: toxicity test, water flea, xenobiotics, microplastics
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1. UVOD

Razne onecis¢ujuce tvari, poput pesticida, teskih metala, policiklickih aromatskih
ugljikovodika i, u novije vrijeme, mikroplasti¢nih Cestica i lijekova, ulaze u vodeni ekosustav
kroz antropogene aktivnosti i prijete zdravlju biljaka, Zivotinja i ljudi zbog svoje akutne
toksi¢nosti 1 potencijalnog rizika od bioakumulacije. Sve one tvari koje u normalnim
okolnostima ne nalazimo u okoli$u i zivim organizmima niti su u sastavu normalne prehrane
nazivamo ksenobiotici, a tu spadaju i farmaceutici (antivirotici i antibiotici) i plastika
(mikroplastika).! Svjetska proizvodnja i uporaba lijekova i dalje raste iz godine u godinu kao
rezultat starenja ljudske populacije i povecanja zaraznih bolesti za sprjecavanje, lijeCenje ili
ublazavanje zdravstvenog stanja.> Porast plastike u okolisu je posljedica njezine Siroke
primjene zbog brojnih drustvenih koristi i tehnolo$kog napretka, no medutim dovodi do
zabrinutosti njena prekomjerna upotreba i posljedi¢no neadekvatno odlaganje i nakupljanje
plastike na odlagalistima i prirodnim stanistima.®

Farmaceutski proizvod je materijal koji sadrzi aktivnu tvar, ¢ija je namjena djelovanje
na specifi¢ne bioloske puteve organizama i primjena u medicinske svrhe.? Farmaceutici ulaze
u vodeni okoli$ putem biomedicinskih, veterinarskih, poljoprivrednih i industrijskih izvora.
Ljudi takoder namjerno unose lijekove u kanalizacijske sustave ispiranjem isteklih ili nezeljenih
lijekova. Prema studiji koja je provedena u Njemackoj otkriveno je ukupno 156 farmaceutika u
okoli$nim medijima (povrSinske vode, podzemne vode i pitka voda), a koncentracije vecine
farmaceutika pronadene u povrsinskim vodama bile su u rasponu 0,1-10,0 pug/L. Dokazano je
da je vise od 600 farmaceutika prisutno u okolisu diljem svijeta.*

Farmaceutske otpadne vode mogu se obraditi primarnim, sekundarnim i tercijarnim
postupcima. Primarna obrada je kemijska ili fizikalno-kemijska, sekundarna obrada se
uglavnom temelji na bioloskim procesima (aktivni mulj, membranski bioreaktor, anaerobna
obrada i hibridna obrada, kombinacija fizikalno-kemijske i bioloske tehnike), a tercijarna
obrada sastoji se najce$¢e od naprednih oksidacijskih procesa (NOP). U postrojenjima za
obradu farmaceutskih otpadnih voda cesto koristen proces je bioloska obrada s aktivnim
muljem. Problem takve obrade je da farmaceutici inhibiraju rast mikroorganizma potrebnih za
razgradnju organske tvari, stoga takva obrada nema zadovoljavajuée u¢inke i farmaceutici ¢esto
bivaju vraceni u povrsinske ili podzemne vode.>® U konvencionalnim uredajima za
procis¢avanje otpadnih voda s aktivnim muljem niske stope uklanjanja zabiljezene Su za
klaritromicin (KLA), eritromicin (ERI) i azitromicin (AZ), odnosno manje od 20 %, 6 % i 55

% (KLA je pronaden u najvisim koncentracijama (330-600 ng/L), a slijedi ga AZ (90-380



ng/L) te ERI (60-190 ng/L)).” Uginkovitost uklanjanja farmaceutika uvelike varira, od 0 % do
vise od 90 %, ovisno o svojstvima molekule spoja, bez obzira na procese obrade. Pronalazimo
ih u niskim koncentracijama u zaostalom mulju jer se adsorbiraju na ¢estice mulja, u rasponu
od pg/L do mg/L. Takav mulj najces¢e se odlaze na poljoprivredne povrsine radi poboljSanja

svojstava tla, no farmaceutici predstavljaju ekologki problem.®

Zbog Sstetnog ucinka
farmaceutika na okolis, Europska komisija je neke od njih uvrstila na ,,Watch list“ kao nove
onecis¢ujuce tvari objavljene u Okvirnoj direktivi o vodama (EC, 2020). Organizmi su izlozeni
farmaceuticima unosom putem vode i hrane, a zahvaljuju¢i njihovoj bioakumulaciji u
organizmu dolazi do toksi¢nog ucinka te je bitno procijeniti rizike koje ti spojevi mogu
predstavljati za okolis i zdravlje ljudi.’

Plastika je materijal koji se sastoji od visokomolekularnih organskih polimera. Jeftin je,
lagan, ¢vrst, izdrzljiv materijal, otporan na koroziju, s dobrim svojstvima toplinske i elektri¢ne
izolacije. lako navedena svojstva predstavljaju prednost i visok potencijal za razli¢ite primjene,
plastika zbog svoje §iroke primjene ima negativan utjecaj na okolis. Stetan uéinak plastike ovisi
0 njezinoj veli¢ini, obliku te adsorbiranim tvarima na njenoj povrsini.*° Podjela plastike prema
veli¢ini ¢estica uklju¢uje mikroplastiku (MP), odnosno sve polimerne materijale ¢ija se veliina
kre¢e izmedu 1 pm i 5 mm; mezoplastiku (MEP), veli¢ine estica veé¢ih od 5 mm te
makroplastiku (MAP) veli¢ine ¢estica ve¢ih od 1 cm. Zbog male veli¢ine cestica MP predstavlja
najvecu opasnost po okolis te se brzo §iri vjetrom i vodom. Kao rezultat toga, ¢estice MP-a se
nalaze u zraku, tlu, vodi i polarnom ledu, u dubinama mora i1 u Zivim organizmima. Prema
podrijetlu MP-a razlikujemo primarnu MP, koja se ispusta u okoli§ izravno u mikrocesti¢énim
veli¢inama, poput one u kozmeti¢kim proizvodima i sredstvima za ¢iséenje koji se svakodnevno
koriste, te sekundarnu MP koja dospijeva u okolis fragmentacijom i razgradnjom vece plastike.
Nakon §to ¢estice MP-a udu u vodu, vodeni organizmi se njima hrane, a MP ulazi u prehrambeni
lanac i tim putem dolazi i do ¢ovjeka.* Prema razli¢itim nalazistima plastike, odnosno MP-a,
globalni je problem lose zbrinjavanje plasticnog otpada. Postoje rjeSenja, a neka od njih su
smanjenje materijala, dizajn koji omogucava recikliranje na kraju Zivotnog vijeka, povecani
kapacitet recikliranja, razvoj sirovina na bioloSkoj osnovi, strategije za smanjenje bacanja
plasticnog otpada u okoli§, odvojeno sakupljanje otpada, primjena analize zivotnog ciklusa
temeljenog na zelenoj kemiji i pradéenje procjene rizika otpada.® Uklanjanje MP-a u
postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih voda nije u potpunosti moguce tijekom primarnog
prociséavanja zbog malih veli¢ina Cestica, koja su manja od finih sita procistaca (2 — 10 mm),
dok se plutaju¢a MP moze ukloniti u koraku odvajanja masti, a teza MP Ce se taloziti na pijesak

ili mulj.*?



Procjena okoli$nog rizika (engl. environmental risk assessment (ERA)) je proces
procjene potencijalnog negativnog ucinka na okoli§ koji uzrokuje neka tvar, aktivnost ili
prirodna pojava. Opcenito je cilj zastititi vodene i kopnene ekosustave, podzemne vode te
mikroorganizme u postrojenjima za pro¢iséavanje otpadnih voda.*'®* Procjena rizika
ksenobiotika za okoli§ prolazi kroz dvije faze. Prva faza identificira one proizvode Koji
zahtijevaju detaljniju, eksperimentalnu procjenu, dok se u drugoj fazi osnovni skup podataka o
sudbini i ucincima na okoli§ generira prema smjernicama za testiranje OECD-a (engl.
Organization for Economic Cooperation and Development). Opasnost za okoli§ usmjerena je
na intrinzi¢na svojstva tvari koje definiraju njezinu postojanost, potencijal bioakumulacije i
toksi¢nosti.*

Kako bi se provela istrazivanja $tetnog ucinka nekog spoja ili tvari provode se testovi
toksi¢nosti. Jedan od naj¢eSc¢e koristenih je testiranje primjenom planktonskih racica
vodenbuha (Daphnia sp.), koje su jedan od najstarijih i najée$¢e koriStenih modelnih
organizama. Osjetljivi bihevioralni i fizioloski odgovori ovog organizma su parametri koji se
koriste kao biomarkeri u¢inaka izazvanih razli¢itim ¢imbenicima okolisa i kemijskih tvari,
stoga predstavlja jednostavan alternativni pristup u ispitivanju ksenobiotika.? U ovom radu
provodio se imobilizacijski test sa slatkovodnim zooplanktonom Daphnia magna Straus, 1820
tijekom 48 sati, kako bi se ispitala akutna toksi¢nost Cetiri vrste MP-a: polietilena (PE),
polistirena (PS), poli(vinil-klorid)a (PVC) i poli(etilen-tereftalat)a (PET) te farmaceutskih
spojeva: Sest vrsta antivirotika (atazanavir (ATA), emtricitabin (EMT), nirmatrelvir (NIR),
oselfamivir (OSE), ribavirin (RIB) i sofosbuvir (SOF)) te antibiotika (azitromicin (AZ)).
Pripremljene otopine sadrzavale su pojedina¢ne uzorke i smjese uzoraka. Prema dobivenim
rezultatima u pojedina¢nim uzorcima MP-a, antivirotika i AZ-a uzorci veli¢ina Cestica koje nisu
prikladne za unos u organizam te oni niskih okoliSnih koncentracija nisu pokazali znacajan
toksi¢ni uinak na testni organizam Daphnia magna. Konkretno, toksi¢an utjecaj MP-a
potvrden je za Cestice PS-a veli¢ine 2 um, prikladne za unos u vodenbuhu, a toksi¢nost je rasla
s porastom koncentracije. Isto vrijedi i za antibiotik, koji je potvrdio ovisnost toksi¢nosti o
koncentraciji. U binarnim i ternarnim smjesama uzoraka MP-a, antivirotika i AZ-a u veéini
kombinacija nije uocen znacajan toksic¢ni ucinak, 0osim kod primjene antibiotika i MP-a pri
koncentraciji AZ-a od 0,5 mmol/L u kombinaciji s PE, odnosno PET kada je postotak pokretnih
vodenbuha iznosio samo 20 %. Prema dizajnu punog faktorskog plana odredili su se znacajni
¢imbenici. Analiza varijance (ANOVA) u programu Design Expert primijenjena je kako bi se
ispitao ucinak pojedinih faktora (procesnih parametara) na pojedine odzive (postotak

neimobiliziranih vodenbuha) u procesu ispitivanja toksi¢nosti na testni organizam. Koeficijent
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determinacije za ispitivanje toksi¢nosti primjenom testnog organizma, slatkovodnog
zooplanktona, Daphnia magna iznosio je 0,9797 sto pokazuje da je model znacajan. Prema
dobivenim rezultatima zakljuujemo da toksi¢ni u¢inak na testni organizam Daphnia magna

ovisi 0 veli¢ini Cestica i koncentraciji MP-a/antivirotika/antibiotika.



2. OPCI DIO
2.1. Mikroplastika

Pojam "plastika" odnosi se na umjetne materijale koji se temelje na sintetskim ili
prirodnim spojevima velike molekularne tezine — polimerima.l® Veéina plastike izradena je od
fosilnih goriva te nije biorazgradiva i pridonosi stetnom utjecaju na okolis. Plastika ¢esto zavrsi
na odlagaliStima, gdje joj treba nekoliko godina da se razgradi i tijekom tog perioda sitne Cestice
plastike se mogu pomocu vjetra prenijeti ili u¢i u razli¢ite izvore voda i vodene ekosustave, kao
Sto su oceani, rijeke, jezera, procjedne vode i podzemne vode te se tamo zadrzati mnogo
godina.’® Pocevsi od 1950-ih, plastika se intenzivno koristi u mnogim industrijama zbog svoje
ekonomske ucinkovitosti, Siroke primjene, lakoce, ¢vrstoce i izdriljivos‘[i.10 Prema ,,Plastics —
the Facts* analizi, koja objavljuje najnovije podatke vezane uz proizvodnju plastike, potraznju,
pretvorbu i upravljanje otpadom u Europi, te daje uvid u doprinos industrije europskom drustvu,
ukupna svjetska proizvodnja plastike kontinuirano raste, s izuzetkom stagnacije u 2020. godini
zbog pandemije SARS-CoV-2 (375,5 milijuna tona), ali daljnjim porastom opet u 2021. godini
na 390,7 milijuna tona (slika 1).}® Posljedi¢no, globalno one¢is¢enje plastikom raste
desetlje¢ima i takav ¢e trend vjerojatno biti pojacan posljedicama pandemije SARS-CoV-2,
uglavnom zbog raSirenosti i intenzivne uporabe plasticnih materijala, neprikladnog
zbrinjavanja nakon uporabe i ograni¢ene sposobnosti rukovanja poveéanim koli¢inama otpada.*
Na slici 1 se vidi da i dalje raste proizvodnja plastike na bazi fosilnih goriva, ali i proizvodnja

biorazgradive plastike. Pozitivan u¢inak je da se povec¢ava masa reciklirane plastike.
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Slika 1. Prikaz godisnje svjetske proizvodnje plastike (m — masa u milijunima tona; t —

vrijeme u godinama).®



MP se moze definirati kao ,,svaka sinteticka Cvrsta Cestica ili polimerna matrica,
pravilnog ili nepravilnog oblika, veli¢ine od 1 pm do 5 mm, primarnog ili sekundarnog
proizvodnog podrijetla, koja je netopljiva u vodi”.}” Kada se nade u okolisu, MP se razgraduje
putem razli¢itih biotickih ili abiotickih procesa kao §to su biorazgradnja, fotooksidacija,
mehanicka abrazija i toplinska oksidacija.'® Nekoliko razli¢itih ¢imbenika uzima se u obzir pri
klasifikaciji MP Cestica, kao $to su kemijski sastav, topljivost, oblik i struktura, boja i podrijetlo,
a nomenklatura koja se najcesce upotrebljava i navodi temelji se na veli¢ini MP-a. Podjela
plastike ukljucuje Cetiri kategorije, a to su nanoplastika (NP) veli¢ine ¢estica manjih od 1 pum,
MP od 1 um do 5 mm, mezoplastika (MEP) veli¢ine Cestica ve¢ih od 5 mm i makroplastika
(MAP) ¢estica veéih od 1 cm.l” Podjele plastike prema veli¢ini i usporedba s organizmima

jednake veli¢ine prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Prikaz nomenklature plastike prema veli¢ini i usporedba s organizmima jednake
veli¢ine.'’

KATEGORIJA VELICINA RASPON VELICINA ORGANIZMI JEDNAKE VELICINE

NP <1 pum Virusi
MP I um—5 mm Bakterije, protozoe, dijatomeje,
vodenbuhe
MEP 5mm-1cm Plastenjaci i zooplankton
MAP >1cm Meduze, mekusci, rakovi, ribe

Dva su glavna izvora mikroplasti¢nih Cestica, koja ujedno ukljuéuju podjelu prema
podrijetlu: primarna i sekundarna mikroplastika. Primarna mikroplastika su namjerno
proizvedene mikrocestice plastike za potroSacke i industrijske svrhe, izravno ili neizravno
ispustene u vodeni ekosustav, koje mogu potjecati iz procesa pranja rublja, kozmeti¢kih
proizvoda, tvornickih proizvodnih procesa, Cestica koje stvaraju gume vozila prilikom kocenja,
abrazivi za CciS¢enje, polimerni nosa¢i za isporuku lijekova, sredstva za pjeskarenje,
plastificirana gnojiva i drugo.'°° Primarna MP ulazi u okoli$ izravno kroz bilo koji od razli¢itih
puteva primjene, kao na primjer uporabom proizvoda u kucanstvu (proizvodi za osobnu njegu
koji se ispiru u sustave otpadnih voda), nenamjernim izlijevanjem tijekom proizvodnje ili
transporta, abrazijom tijekom pranja (pranje odjece od sinteti¢kog tekstila).?® Sekundarna
mikroplastika u vodenom ekosustavu potjece od plastiénog materijala razgradenog UV
zrakama sunca, valovima, abrazijom vjetra ili drugim fizickim procesima, te
mikroorganizmima, odnosno spontano nakon razgradnje plastiénog otpada.'®?° Upravo zbog

stalne fragmentacije plastike u okoliSu, postoji ogromna raznolikost u veli¢ini, obliku, boji i



tipu polimera medu sekundarnom MP, budu¢i da mogu nastati raspadom bilo kojeg veceg

plasti¢nog predmeta.?!

2.1.1. Vrste mikroplastike

Oko 90 % plasti¢nih materijala u svijetu sastoji se od polietilena (PE), polipropilena
(PP), poli(vinil-klorid)a (PVC), polistirena (PS) ili poli(etilen-tereftalat)a (PET). Ovi se
materijali nasiroko koriste diljem svijeta jer su jeftini, jednostavni za proizvodnju i imaju
alternativna svojstva prirodnim proizvodima, ukljuéujuéi drvo, kamen i staklo.?® Svaki oblik
MP-a moze biti predstavljen razliitim vrstama polimera jer proizvodaci nastoje proizvesti
plastiku sa specifiénim svojstvima (fleksibilnost, hrapavost, otpornost i trajnost).?? U tablici 2
prikazane su strukturne formule najce$ée upotrebljavanih MP-ova i njihova primjena u

materijalima za svakodnevnu upotrebu.

Tablica 2. Prikaz najéesée upotrebljavanih vrsta MP-ova.?

IME POLIMERA STRUKTURNA FORMULA UPOTREBA

Najces¢i polimer. Koristi se u

.....

PP Vlakna, unutarnji i vanjski tepisi,

PE \ : .
vrecicama, izolaciji zica i bocama.

boce.

Stiropor, stolno posude, pladnjevi,

PS kutije za video kasete, CD.

n
n
e Prozirna folija za hranu, boce,

PVC ‘6/'9\ sinteticka koza, cijevi za vodu 1

n

0
PET . o Boce za pi¢a, ambalazni materijal.
n

odvod.
2.1.1.1. Polistiren

Polistiren (PS) se sastoji od monomera stirena, medusobno povezanih u lanac.'® PS je
sintetski aromatski polimer koji se proizvodi kada se stiren podvrgne polimerizaciji u
prisutnosti topline ili inicijatora.?* Osnovna sirovina za proizvodnju PS-a je nafta. PS je lagani
materijal koji se u oko 95 % svog volumena sastoji od zraka, $to ga ¢ini ekonomi¢nim
materijalom. Zbog svoje male tezine pliva na vodi i lako se prenosi vjetrom.? Jednostavan je

za proizvodnju, transport i ugradnju te se zbog dobrih mehanickih svojstava i povoljne cijene
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intenzivno koristi. PS je najzastupljenija plastika koja se proizvodi diljem svijeta i uglavnom se
primjenjuje u proizvodnji kutija za pakiranje hrane, gradevinskim materijalima (izolacija),
kutijama za kasete, kompaktnim diskovima, jednokratnim ¢aSama, tanjurima i priboru za jelo.
PS je kategoriziran u Cetiri vrste ovisno o primjeni te se razlikuje usmjereni PS, visoko otporni
PS, istroSeni PS i PS pjena. PS je polimer visoke molekularne teZine i visoke stabilnosti s
hidrofobnom prirodom koja ga ¢ini otpornim na razgradnju. Prema istrazivanjima, modificirani
PS mogu razgraditi Pseudomonas aeruginosa, rod Curvularia, Rhodococcus ruberom te li¢inke
Tenebrio molitor.?® Vazna prednost PS-a je moguénost recikliranja. Kod spaljivanja kao
nusprodukti nastaju brojni Stetni plinovi poput policikli¢kih aromatskih ugljikovodika,
ugljikovog monoksida, stirenskih monomera i drugih, dok se u modernim spalionicama PS
pretvara uglavnom u ugljikov dioksid, vodenu paru, talog i toplinu (koristi se za dobivanje struje
ili pare).?® Posto spaljivanje uzrokuje onedi$éenje zraka zbog nastalih nusprodukata,
biorazgradnja i bioremedijacija smatraju se najboljim rjeSenjima razgradnje PS-a. Takva

razgradnja je spora, no znanstvenici nastavljaju traZiti rjeSenja za ubrzavanije tih procesa.?’

2.1.1.2. Poli(etilen-tereftalat)

Poli(etilen-tereftalat) (PET) je linearni polukristalni termoplasti¢ni polimer. Moze se
reciklirati te pokazuje otpornost na udarce, vlagu, alkohole i otapala, odnosno ima dobru
mehanic¢ku, toplinsku i kemijsku otpornost kao i dimenzijsku stabilnost. Koristi se u
svakodnevnom zivotu u pakiranju, tkaninama i tekstilnoj industriji, kao i u filmovima za
oblikovanje dijelova za automobile, elektroniku.?® PET se najéesce koristi za izradu boca za
gazirana pica jer ima visoku ¢vrstocu 1 zilavost, dobru otpornost na abraziju i toplinu, nisko
puzanje pri poviSenim temperaturama, dobru kemijsku otpornost i izvrsnu dimenzijsku
stabilnost. PET se koristi i za izradu umjetnih vlakana za tekstil jer ima izvanrednu otpornost
na habanje, nisku sposobnost apsorpcije vlage i vrlo je izdrzljiv. Tekstilne primjene ukljucuju
deke, posteljinu, jorgane, tepihe, podstavu za presvlake i tapecirani namjestaj.?® Baskaran i
Sathiavelu (2022.) su otkrili da nova bakterija ldeonella sakaiensis moze u potpunosti
asimilirati PET unutar 6 tjedana, za Sto su odgovorna dva izvanstani¢na enzima PETaza i
MHETaza, a kao krajnji produkti nastaju tereftalna kiselina i etilen glikol. Osim Ideonella
sakaiensis, razni mikroorganizmi razgraduju PET kao Sto su Arthrobacter sulfonivorans (6

mjeseci) i Streptomyces sp. (18 dana).*



2.1.1.3. Poli(vinil-klorid)
Poli(vinil-klorid) (PVC) prirodno je bijela i vrlo krta (prije dodataka plastifikatora)

plastika, koja sadrzi 56,77 % elementa klora, netopljiva je u vodi i alkoholu, ali je topljiva u
tetrahidrofuranu.®132 PVC se proizvodi u dva opéa oblika, kruti ili neplastificirani te fleksibilni
polimer. Fleksibilni PVC je meksi i podlozniji savijanju od krutog zbog dodatka plastifikatora
poput ftalata (diizononil ftalat).3! Kruta forma koristi se u izradi cijevi, vrata i prozora, pakiranju
(ambalaza za neprehrambene proizvode) i karticama (bankovne ili ¢lanske iskaznice).
Fleksibilni oblik koristi se u vodovodnim cijevima, imitaciji koZe i mnogim drugim primjenama
kao Sto je zamjena za gumu i izradu platna. lako su fizikalno-kemijska svojstva PVC-a
oslabljena kada je izloZen toplini, sunc¢evoj svjetlosti ili UV-B zrafenju, reakcije njegove
prirodne razgradnje su spore u usporedbi s velikom potraznjom i proizvodnjom PVC-a u
cijelom svijetu. Tijekom posljednjih deset godina znanstvenici su otkrili da su li¢inke kukaca
koji pripadaju redu kornjasa (Coleoptera), u koje spadaju Tenebrio molitor (veliki brasnar),
Tenebrio obscurus (tamni brasnar) i Zophobas atratus, sposobne za gutanje i razgradnju PVC-
a3 U radu Giacomucci i sur. (2019.), istrazivala se razgradnja PVC folije pomoéu
Pseudomonas citronellolis i Bacillus flexus te se pokazalo da bakterije djeluju na razgradnju

aditiva, pokazuju¢i nisku stopu biorazgradnje PVC-a.%

2.1.1.4. Polietilen

Polietilen (PE) je polimerni materijal koji se sastoji od zajedno vezanih monomera
etilena 1 koristi se u vec¢ini danas popularno koriStenih proizvoda, kao Sto su plasti¢ne boce za
vodu, plasti¢ne vrecice i igracke.’® Glavne zna¢ajke PE-a su njegova niska cijena, izvrsna
elektricna izolacija u Sirokom rasponu frekvencija, vrlo dobra kemijska otpornost, dobra
obradivost, zilavost i fleksibilnost.®* Ova svojstva ¢ine PE proizvode idealnima za razlidite
primjene, od pakiranja hrane i sterilnih medicinskih uredaja do gradevinskih namjena. Ipak,
kemijska inertnost, makromolekularna struktura i hidrofobnost PE-a utje¢u na biorazgradivost,
odnosno ¢ine ih teskima za napad mikroorganizama i enzima nakon $to se nadu u okolisu.®® PE
se klasificira prema gustoc¢i 1 broju molekularnih grana na linearni polietilen visoke gustoce
(HDPE), dugorazgranati polietilen niske gusto¢e (LDPE) i kratkorazgranati linearni polietilen
niske gusto¢e (LLDPE). Procjene pokazuju da se oko 79 % PE otpada Salje na odlagalista. PE
prolazi kroz proces oksidacije prirodnim svjetlom. Sunceva toplina i UV zrake ¢e fragmentirati
neke od C-H veza u strukturi polimera kako bi se oslobodili aditivi i plastifikatori iz polimera

u okolis ¢ime dolazi do stvaranja stakleni¢kih plinova.®



2.1.2. Svojstva mikroplastike

U¢inci MP-a na zive organizme ovise o fizikalnoj i kemijskoj prirodi Cestica (slika 2).
Kemijska svojstva MP-a odrazavaju kemijsku prirodu polimera i svojstva aditiva, odnosno
inertna ili pojacavaju¢a punila koja plastici daju specificna svojstva, a to mogu biti
plastifikatori, antioksidansi, UV stabilizatori, maziva, boje i usporivaci plamena. Fizikalna
svojstva MP-a ukljucuju veli¢inu i oblik, elasti¢nost, ¢vrstoc¢u na smicanje i povrsinski naboj
Cestica. Prema obliku, MP se dijele na vlakna, zrna, granule, fragmente, filmove i pjene. Veliki

omjer povrSine i1 volumena MP-a ¢ini ih dobrim adsorbentima oneciS¢ujucih tvari |
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Slika 2. Shematski prikaz fizikalno-kemijskih svojstava MP-a.*’

Velicina cCestica je od ekolos§kog znacaja jer je potencijalno najvazniji ¢imbenik koji
odreduje interakciju MP-a s organizmima i njezinu sudbinu u okoligu.'” Fizikalno-kemijska
svojstva MP-a, kao $to su visoka pokretljivost, postojanost u okoli$u i niska stopa razgradnje,

povecavaju njezinu distribuciju u vodi i sedimentima $irom svijeta.®

2.1.3. Prisutnost mikroplastike u okoliSu i potencijalni §tetni uéinci

U okolisu se MP moZe prenositi kroz atmosferske ili vodene struje, ovisno o njihovoj
tezini 1 gusto¢i. LakSa i manja MP moZe se prenositi vjetrom u zraku i posljedi¢no biti
transportirana na udaljenija podrucja kao $to su podrucja ledenjaka i visoke planine, dok ¢e se
gus¢a MP akumulirati u tlu/sedimentu. Posljedi¢no, MP se nalazi u povrSinskim i podzemnim
vodama, oceanima, obalama, estuarijima, kopnenim vodama, tlu, sedimentu, atmosferi i u ledu.

Gdje ¢e se MP pohraniti, ovisi o0 medusobnoj povezanosti sa sastavnicama okoliga.®
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2.1.3.1. Vodeni ekosustavi

Obilnim oborinama i povrSinskim otjecanjem s poljoprivrednih i urbanih podruc¢ja, MP
dolazi u povrsinske vode. U vodenom ekosustavu lakSa MP ¢e plutati na povrsini, dok ¢e teza
potonuti na dno. Na gustoéu utjede kemijski sastav MP te biolosko obrastanje.®® Na slici 3
mozemo vidjeti da MP nastala razgradnjom iz plasti¢nih ostataka, industrije, proizvoda za njegu
i kucanstvo i ribolovnih aktivnosti dospijeva u vodeni ekosustav i ima direktan utjecaj na

Zivotinje i ljude.*

industrija ltt.jeca'j na ——
proizvodi pranje zivotinje linde
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UV-zrake 217 njegu -

o] o
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Slika 3. Unos i raspodjela MP-a u vodenom ekosustavu i njezin utjecaj na organizme.*

Otprilike 60 — 80 % otpada prikupljenog na Zemlji sastoji se od plastike. Vise od
polovice plasticnog otpada zavr$i na odlagaliStu, oko jedne petine otpada zbrinjava se
spaljivanjem, jedna desetina se reciklira, dok oko jedne petine nezbrinutog plasti¢énog otpada,
zavrsi u kopnenom i vodenom okolisu.*! Gotovo 10 % globalne proizvodnje plastike zavrsi u
oceanima gdje njezina razgradnja moZe trajati nekoliko stotina godina.’® MP moze adsorbirati,
zbog svoje male specificne povrSine, transportirati 1 kasnije otpustati onec¢iS¢ujuce tvari u okoli§
kao Sto su organske onecis¢ujuce tvari, ksenobiotici i teski metali. MP sadrzi i aditive u svom
sastavu (plastifikatori, usporivac¢i gorenja, antioksidansi i drugi) koji se otpustaju i izazivaju
toksi¢ne u€inke na vodene organizme. Glavna fizikalno-kemijska svojstva MP-a koja utjec¢u na

njihovu apsorpciju su plasti¢nost, stupanj kristalnosti, polaritet i povrina.'® Prema istrazivanju
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Chae i sur. (2019.), pokazalo se da PE stupa u interakciju s drugim one¢i$¢ujué¢im tvarima kao
$to je cinkov oksid, §to dovodi do poveéanog rasta mikroalgi u morskom okolisu.*? Stetni uéinci
mogu varirati od blazih do smrtonosnih kao posljedica gutanja MP-a i njezine bioakumulacije,
odnosno biomagnifikacije kroz prehrambeni lanac, ¢ime se povecava koncentracija i
potencijalna toksi¢nost.*>* Prema tome, razlikuje se unos MP-a u organizme kao izravan (iz
medija) ili neizravan (prijenos hranidbenim lancima). Ljudi unose MP hranom i vodom, a udisu
ih i sa zrakom.*®

MP cesto konzumiraju zooplankton i skoljkasi zbog sli¢ne veli¢ine MP-a s organskom
tvari kojom se oni hrane te je prisutnost MP-a zabiljezena u kozicama, Skampima i
kamenicama.l® Kod zooplanktona, nakupljanje MP-a u tijelu izmedu ostaloga utjede na
reproduktivni sustav i porast prisutnosti nedoraslih jedinki zooplanktona. MP koja se akumulira
u ribama dovodi do odgodenog rasta, smanjene reproduktivnosti, mehanicka ostecenja $krga i
probavila, metaboli¢kog, imunoloskog i neurotoksi¢nog poremecaja. MP koja se nalazi u
tkivima 1 misi¢ima riba posljedicno dovodi do Stetnih ucinaka na ljudsko zdravlje kada se
konzumira morska hrana oneciséena MP-om.®44 Istrazivanja su potvrdila moguée opasnosti od
plasti¢nih ¢estica trofickim putem, odnosno MP se preko primarnih potrosaca (biljozderi poput
zooplanktona, rakova i manjih riba) prenosi do sekundarnih potroSaca (mesozderi poput vecih
riba, glavonozaca i zaba) te do tercijarnih potroSaca (mesozderi viSeg reda poput morskih pasa,
tuljana, ptica, kitova te u konacnici ljudi) i Stetno moze djelovati na sve sastavnice hranidbenog
lanca. Konkretno, toksi¢nost MP-a utjece na zdravlje izloZenih vodenih organizama na razlicite
nacine, ukljucujuci smanjenje rasta, disfunkciju reproduktivnog sustava i poremecaj izlijeganja
jaja, te fizicka (npr. oSteCenje gastrointestinalnog trakta moze dovesti i do smrti), kemijska (npr.
PE s teskim metalom kromom utjece na aktivnosti enzima acetilkolinesteraze) i bioloska (npr.
dolazi do razvoja otpornost na antibiotike i teske metale) oSteéenja vodenih organizama.* Vrste
rakuSaca roda Daphnia predstavljaju vaznu poveznicu izmedu primarnih proizvodaca i
konzumenata visih trofi¢kih razina vodenog ekosustava, stoga ovi organizmi pokazuju visoku
osjetljivost na razli¢ite oneciséujuce tvari iz okolisa, ukljucuju¢i i MP.*® Brojna istrazivanja
bavila su se procjenom Stetnih ucinaka MP-a u vodenim ekosustavima, ispitivanjem akutne i
kroni¢ne toksi¢nosti na testnom organizmu Daphnia magna te drugim rodovima Daphnia spp.,

a neke od provedenih studija prikazane su u tablici 3.
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Tablica 3. Toksi¢an utjecaj razli¢itih mikroplasti¢nih Cestica na rodove Daphnia spp.

Vrsta Mikroplastika Uc¢inak MP-a Literatura
Vrijeme prvog izlijeganja je
odgodeno, a ukupni broj potomaka

PS 75 nm,
koncentracije 10; 50;
100; 150; 200 i 400

po zenki u 21. danu smanjen
(pokazatelj reproduktivne [46]
sposobnosti), pove¢anjem

Daphnia pulex

mg/L. .
g koncentracije MP-a povecava se
toksicni ucinak.
. PS 53 nm, y. T .
Dn?zhrr]l;a koncentracije 0,32 Zivotni \;gekojtzc\lgﬂ:rlibllcj)tjae skrac¢en [47]
g mg/L. g puta.
Daphni : Cestice MP-a od 50 kuj
aphnia PS 50: 200 i 500 nm. Cestice ,ao nm uzrokuju (48]
magna vecu smrtnost.
Fragmenti MP-a su imali znacajniji
Daphnia PE ~10-50 pm toksiéni. ucinak od kuglicva MP.-a . [49]
magna zbog duljeg vremena zadrzavanja i

vecih smetnji u probavnom traktu.
Poremecaj reprodukcije i ekspresije
gena povezanih s detoksikacijom i [50]

Daphnia PVC2+1pumi50=+

magna 10 pm . L e
g H induciranjem oksidativnog stresa.
Akutna toksi¢nosti, odnosno 20 %-
. tna imobilizacija i smrtnost uo¢ena
Daphnia

PET ~20-40 um je pri najvisoj koncentraciji, dok [51]
kroni¢na toksi¢nost uzrokuje
znacajno vecu smrtnost.

magna

2.1.3.2. Kopneni ekosustavi

U poljoprivrednim tlima glavni izvori oneciS¢enja MP-om su ¢vrste bioloske tvari 1
komposti, kanalizacijske vode za navodnjavanje, mal¢ folije, polimerna gnojiva 1 pesticidi te
oborine.*® Zbog manje sposobnosti migracije u tlu, koncentracija MP-a u kopnenom ekosustavu
¢e se s vremenom povecati. Nedavne studije pokazale su da se MP moze akumulirati u biljkama
i imati negativne udinke na rast biljaka.>® U radu Bootsa i sur. (2019.) trava vrste visegodisnji
ljulj (Lolium perenne) bila je izloZena razli¢itim vrstama MP-a $to je posljedi¢no dovelo do
inhibicije klijanja sjemena, a poliaktid (PLA) se pokazao kao znacajniji inhibitor rasta novih

sadnica od konvencionalnog polietilena visoke gustoée (HDPE).*
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2.1.3.3. Atmosfera

Cestice MP-a prisutne su i u zraku. Atmosferska MP vlakna potje¢u od tekstila, a
nevlaknaste Cestice uglavnom potjecu od materijala za pakiranje koji se raspadaju, dok drugi
izvori ukljuéuju istroene gume, boje i industrijske emisije plinova.’’ Atmosferska MP se
prenosi vjetrom na velike udaljenosti i moze se taloziti u vodenim i kopnenim ekosustavima,
Sto dovodi do ekotoksi¢nosti i bioakumulacije u organizmima. lzlozenost organizama
atmosferskim MP-ovima utjeée na gutanje, metabolizam i reprodukciju. Udisanje MP-a moze
uzrokovati zdravstvene rizike i kod ljudi, ukljuéujuéi oksidativni stres i upalna ostecenja.>* MP
vlakna, kuglice i MAP pronadeni su npr. u stijenci crijeva jastreba sto je uzrokovalo krvarenje
i zaGepljenje probavnog trakta.*® Najnovije istrazivanje Jenner i sur. (2022.) provedeno na 13
osoba je potvrdilo unos MP-a u ljude inhalacijom te je potvdena prisutnost MP-a u svim

dijelovima pluéa 11 ispitanika, s najveéim udjelom PP-a (23 %) i PET-a (18 %).%

2.2. Antivirotici

Tijekom posljednjih nekoliko desetljeca, brzi napredak u znanosti i tehnologiji doveo je
do zna¢ajnog napretka u zdravstvenoj industriji. Medutim, mnoge zarazne virusne bolesti i dalje
postoje, dovodec¢i do negativnih drustvenih posljedica, a mnoge su i dalje uzrok smrtnosti u
ljudi.>” Opéenito, virusi su glavni patogeni uzro¢nici niza tedkih bolesti kod ljudi, Zivotinja i
biljaka. Lijekovi koji djeluju rotiv virusnih infekcija nazivaju se antivirusni lijekovi,
antivirotici.®® Koronavirusna bolest nazvana COVID-19, koja je zapocela 2019. godine,
izazvala je globalnu zdravstvenu katastrofu kao posljedica teskog akutnog respiratornog
sindroma Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) i brzo se prosirila da bi postala pandemija 2020.
godine.>” Uz COVID-19, postoje mnoge druge vrste virusa kao §to su virus ebole, denge,
humane imunodeficijencije (HIV), Nipah (NiV), koronavirus (CoV) i virus gripe (pti¢ja gripa),
koji uzrokuju ozbiljne zdravstvene probleme.® 1z tih razloga, potrebno je primijeniti u¢inkovite
antivirusne terapije za lijeCenje virusnih infekcija. Antivirusni prirodni materijali, kao $to su
antivirusni peptidi 1 antivirusni polisaharidi, uniStavaju strukturu virusa 1 ometaju njegov
mehanizam infekcije. Medutim, zbog otpornosti patogena na veéinu antivirusnih sredstava,
postoji potreba za identifikaciju i razvoj novih antivirusnih materijala. Novi materijali moraju
imati  svojstva hipotoksicnosti, specificno djelovanje, biokompatibilnosti i Vvisoke
bioraspolozivosti.®% Unato¢ razli¢itim zaslugama prirodnih materijala za antivirusne svrhe, oni

su slabo topljivi u vodi i osjetljivi na biolosku (enzimsku) razgradnju unutar tijela.>’ Neki
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antivirusni lijekovi su i preventivni. Oni mogu zastititi od dobivanja virusnih infekcija ili Sirenja
virusa na druge.®*

Virusi su si¢usni (mikroskopski) uzro€nici infekcije koji rastu i razmnozavaju se samo
unutar zivih stanica organizma. Virusi imaju receptore koji im omogucavaju da se vezu za
zdrave stanice (domacine) u ljudskom tijelu. Jednom kada se virus pri¢vrsti za stanicu domacina
i ude u nju, moze se replicirati. Stanica domac¢in umire, a virus inficira druge zdrave stanice.
Antivirusni lijekovi mogu blokirati receptore tako da se virusi ne mogu vezati i u¢i u zdrave
stanice, mogu pojacati imunoloski sustav, pomazuc¢i mu u borbi protiv virusne infekcije ili
smanjiti virusno optere¢enje u tijelu.%! Virusne bolesti mogu se lijeéiti cjepivima ili lijekovima
ovisno o njihovoj dostupnosti u odredenom trenutku i opsegu izlozenosti. Klju¢na razlika
izmedu cjepiva i1 antivirusnog lijeka je u tome $to se cjepiva mogu primijeniti puno prije
izlaganja virusu i mogu pruZiti zastitu tijekom dugog vremenskog razdoblja, dok se antivirusni

lijekovi mogu koristiti u lije¢enju onih organizama koja su ve¢ zarazena virusom.5?

2.2.1. Podjela antivirotika

Danas vecina dostupnih antivirusnih lijekova dizajnirana je za pomo¢ u borbi protiv
HIV-a, herpes virusa, virusa hepatitisa B i C te virusa influence A i B. Antivirotici se dijele na
lijekove koji djeluju na DNA viruse (herpes simpleks 1 i 2, citomegalovirus, Varicella-zaoster
virus, virus hepatitisa B), lijekove koji djeluju na RNA viruse (HIV, virus gripe, virus hepatitisa
C) i ostale antivirotike.®® Virusi kao $to su poksvirusi, herpes, adenovirusi, papiloma virusi
obi¢no sadrze dvolanc¢anu DNA, ostavljaju¢i jednoznamenkasti DNA. Kada DNA virus ude u
stani¢no srediSte, dovodi do otpustanja novih virusa. RNA virusi ukljucuju gripu, ospice,
zau$njake, prehlade, meningitis, polio, retroviruse (AIDS, leukemija), arena viruse s
pojedina¢nom deskriptorskom RNA (ssRNA). RNA virus ne ulazi U stani¢no srediSte. Virusna
RNA se koristi za stvaranje DNA kopija virusne RNA, koju organizira genom domacina nakon
kojeg slijede retrovirusi. Virusna infekcija ukljucuje ulazak virusne DNA u stanicu domacina,
replikaciju DNA i otpustanje novih virusa.% U tablici 4 prikazani su najéesée koristeni

antivirusni lijekovi i njihova uloga u lije¢enju virusa te osnovna fizikalno-kemijska svojstva.
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Tablica 4. Prikaz najéeSce koriStenih antivirusnih lijekova s osnovnim fizikalno-kemijskim

svojstvima te njihova primjena.

Nazivspoja  Kratica Mgf:;ﬂfaka gl\//lrr:cfl Cistota Lijecenje
0
Atazanavir ATA CisHzNeO; 70490 0207+ HIV
0,70 %
0
Emtricitabine EMT CgH10FN303S 247,25 9%9232 O/Z)i HIV, hepatitis B
Nirmatrelvir NIR C23H32F3N504 499,50 >95,00 % COVID-19
L 99,60 % =+ .
Oseltamivir OST C16H28N204 312,40 0.30 % Gripa
L 99,50 %+ RSV infekcija,
Ribavirin RIB CgH12N40s5 224,20 0.60 % hepatitis C
Sofosbuvir SOF C22H20FN309P 529,50 >99,00 % Hepatitis C

2.2.1.1. Atazanavir

Godine 1981. u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama prepoznata je prva osoba koja je
bolovala od sindroma stecene imunodeficijencije (AIDS). Od tada je AIDS privukao paznju
medicinske zajednice i brzo se pojavio kao prijetnja javnom zdravstvu. Otprilike 25 milijuna
ljudi umrlo je do sada od ove bolesti. Virus humane imunodeficijencije (HIV) slabi imunoloski
oportunisti¢kih bakterijskih, virusnih i gljivi¢nih infekcija i nekih vrsta raka. Atazanavir (ATA)
je peptidomimeticki inhibitor proteaze koji je odobren u mnogim zemljama za lijeCenje odraslih
osoba oboljelih od HIV-1. ATA se obi¢no koristi kao prva linija terapije, a u nekim slucajevima
se primjenjuje s poja¢ivacem, ritonavirom, i obiéno se primjenjuje jednom dnevno.®® Djelatna
tvar, ATA, inhibitor je proteaze. Djeluje tako da blokira enzim naziva proteaza, koji je virusu
HIV-a potreban za umnozavanje. Blokiranjem enzima sprjeava se umnozavanje virusa, $to
usporava Sirenje infekcije. Uz ATA se dodaje i mala doza ritonavira, da pospjesi njegovo
djelovanje. Ritonavir smanjuje stopu razgradnje ATA, ¢ime se povecava razina ATA u krvi. To
omogucava da manja doza ATA postize isti antivirusni u¢inak. Kad se uzima u kombinaciji s
drugim lijekovima protiv HIV-a, omogucéuje smanjenu koncentraciju HIV-a u krvi i odrzava je
na niskoj razini. Lijek ATA ne lijeci infekciju HIV-om ni AIDS, ali kada se primjenjuje u

kombinaciji s drugim protuvirusnim lijekovima, moZze odgoditi os$tec¢enje imunosnog sustava te
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razvoj infekcija i bolesti povezanih s AIDS-om.®® Na slici 4 mozemo vidjeti strukturnu formulu
molekule ATA.

~ / J\ l . |
/L S N0
\r ] I/
- . T
\T HY A
0 'J\ !
// Tz/ 0

Slika 4. Strukturna formula molekule atazanavira (ATA).

2.2.1.2. Emtricitabin

Emtricitabin (EMT) je nukleozidni inhibitor reverzne transkriptaze, a djeluje tako da
ometa normalan rad enzima (reverzne transkriptaze) koji je klju¢an za reprodukciju virusa.
EMT djeluje i protiv virusa HIV-a i protiv virusa hepatitisa B. EMT je indiciran u kombinaciji
s drugim antiretrovirusnim lijekovima.®” Na slici 5 je prikazana strukturna formula molekule
EMT.

Slika 5. Strukturna formula molekule emtricitabina (EMT).

EMT, na mnogo nacina sli¢an lamivudinu, ima in vitro djelovanje protiv HIV-1 koje je
Cetiri do deset puta jace od djelovanja lamivudina. ECsoza EMT je u rasponu od 0,0013-0,64
umol/L za laboratorijske i klinicke izolate HIV-1 u kulturi stanica. Protiv HIV-2, ECs je u

rasponu od 0,007 do 1,5 umol/L. EMT se brzo i opsezno apsorbira nakon oralne primjene.®®
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2.2.1.3. Nirmatrelvir

Nirmatrelvir (NIR) je antivirusni lijek koji djeluje kao oralno aktivni inhibitor proteaze
slicne 3C (3CLpro) ili glavne proteaze (Mpro). Dio je kombinacije nirmatrelvir/ritonavir koja
se koristi za lije¢enje COVID-19 i prodaje se pod markom Paxlovid. Antivirusni lijek NIR moze
sprijeciti replikaciju SARS-CoV-2 putem inhibicije Mpro. U ovoj kombinaciji ritonavir djeluje
kao farmakoloski pojacivac jer produzuje poluzivot NIR-a. NIR pokazuje snaznu antivirusnu
aktivnost protiv trenutnih varijanti koronavirusa, unato¢ zna¢ajnim promjenama u virusnom

genomu SARS-CoV-2.% Na slici 6 je prikazana strukturna formula NIR-a.

HN
L?

Slika 6. Strukturna formula molekule nirmatrelvira (NIR).

NIR je lijek koji inhibira enzim 3CLpro kod SARS-CoV-2, dok je ritonavir inhibitor
HIV proteaze. Ritonavir inhibira enzim odgovoran za metabolizam NIR-a, $to produljuje
prisutnost NIR-a u tijelu i pojacava njegovu aktivnost.”” NIR je pokazao znadajno antivirusno
djelovanje protiv SARS-CoV-2. Citotoksi¢ni u¢inci nisu uoceni pri dozama nizim od 3 umol/L.
Znanstvenici su zarazili misji model SARS-CoV-2 kako bi procijenili uc¢inkovitost NIR-a in

vivo. NIR je zna¢ajno smanjio gubitak teZine kao i stopu smrtnosti u usporedbi s kontrolom.”*

2.2.1.4. Oseltamivir

Oseltamivir (OST) je lijek za gripu, odnosno za lijeenje i sprjeavanje influence A i B
te je siguran 1 u¢inkovit lijek svih poznatih tipova virusa influence. Ublazuje 1 skracuje trajanje
simptoma te smanjuje ucestalost karakteristicnih komplikacija nakon gripe (bronhitis,
pneumonija, otitis). Lije¢enje OST znatno smanjuje uporabu antibiotika, hospitalizaciju

bolesnika i stopu smrtnosti.”? Na slici 7 je prikazana strukturna formula OST-a-
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Slika 7. Strukturna formula molekule oseltamivira (OST).
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Danas je u Sirokoj uporabi inhibitor neuraminidaze OST, koji se nakon peroralne
(gutanje) primjene dobro resorbira i dospijeva u sve dijelove disnoga sustava.”® Enzimska
aktivnost neutaraminidaze ocituje se djelovanjem na sijali¢nu kiselinu koja razgraduje stani¢nu
stijenku i1 tako omogucuje izlazak i Sirenje virusa iz inficirane stanice. Blokiranjem virusne
neuraminidaze onemoguéuje se oslobadanje virusa iz stanice, i to upravo radi OST.”? Enzimi

neuraminidaze pojavljuju se u svim organizmima, od virusa do bakterija, gljiva i sisavaca.’

2.2.1.5. Ribavirin

Ribavirin (RIB), poznat i kao tribavirin, je antivirusni lijek koji se koristi za lijeCenje
RSV infekcije (respiratorni sincicijski virus), hepatitisa C i nekih virusnih hemoragijskih
groznica.” Tijekom posljednja tri desetljeca, in vitro i klini¢ke studije s ispitivanjem RIB-a
pokazale su da djeluje protiv brojnih RNA i DNA virusa.”® Metabolit koji nastaje razgradnjom
RIB-a ima vec¢i udio pri mokrenju nakon oralne, nego nakon intravenske primjene, $to ukazuje
da se udio lijeka smanjuje u probavnom traktu i jetri.”” Eliminacija RIB-a odvija se
metabolizmom i eliminacijom putem bubrega.”® RIB se opisuje kao prvi antivirusni lijek koji
moZe smanjiti smrtnost u vrlo smrtonosnoj sistemskoj bolesti za vise od 90 %.”® Na slici 8 je

prikazana strukturna formula RIB-a.
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Slika 8. Strukturna formula molekule ribavirina (RIB).
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Brzo Sirenje koronavirusne bolesti 2019. godine povecalo je potro$nju nekih
antivirusnih lijekova, pri ¢emu se oni ispustaju u otpadne vode, S$to predstavlja rizik za
ekosustav i zdravlje ljudi. Razvoj NOP-a omoguc¢ava uklanjanje nepozeljnih lijekova. U radu
Wu i sur. (2022.) sustavno je istraZzena evolucija toksi¢nosti antivirusnog lijeka RIB-a tijekom
njegove razgradnje putem UV/TiO2/H202, NOP-a. Pod optimalnim uvjetima, RIB je gotovo

potpuno eliminiran unutar 20 minuta, iako je stopa mineralizacije bila neadekvatna.™

2.2.1.6. Sofosbuvir

Sofosbuvir (SOF) je klini¢ki odobren lijek protiv virusa hepatitisa C te je sposoban
suzbiti druge obitelji virusa s pozitivnim lancem RNA. Koronavirusi su obitelj virusa s
pozitivnim lancem RNA s ofuvanom polimerazom, tako da je vrlo vjerojatno da ¢e SOF

u¢inkovito inhibirati SARS-CoV-2.8° Na slici 9 je prikazana strukturna formula SOF-a.

Slika 9. Strukturna formula molekule sofosbuvira (SOF).

SOF je spoj visoke topljivosti i niske propusnosti. Lijek pokazuje snazno antivirusno
djelovanje, ¢ak vise od 90 %.% Neke od karakteristika SOF-a su da ima visoku stopu izlje¢enija,
niske nuspojave, znaajnu ucinkovitost, kratko razdoblje primjene, dobru podnosljivost i

snaznu otpornost.8!

2.2.2. Prisutnost antivirotika u okoli$u i potencijalni Stetni ucinci

Tijekom proteklih nekoliko godina, kontinuirano ispustanje i postojanost antivirusnih
lijekova u okolisu, ¢ak i u koncentracijama u tragovima, postalo je novi ekoloski problem koji
moze izazvati toksi¢ni utjecaj na organizme prisutne u okolisu.®? S obzirom na toksiénost prema

algama, planktonskim rac¢i¢ima vodenbuhama te ribama navodi se da su antivirusni lijekovi
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medu najopasnijim terapijskim klasama.®? Antivirotici uneseni razli¢itim putevima u okoli§
pronalaze svoj put do hranidbenog lanca i mogu ometati ili interferirati s prirodnim bioloskim
sustavima zivih organizama. Antivirusni lijekovi u okoliSu privukli su pozornost zbog
nemogucénosti potpune razgradnje u postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih voda te
posljedi¢no pronalaze svoj put do povrSinskih i podzemnih izvora. Na svjetskoj razini,
antivirotici su slabo istrazeni, odnosno nedostaju saznanja o upotrebi i ispustanju u okolis, stoga
je cilj znanstvenika istraziti sudbinu, u¢inke i utjecaj antivirusnih lijekova na okolis.®?> Nakon
unoSenja antivirotika u okoli$, mogu se pojaviti razli¢ite strukturne promjene koje su rezultat

bioti¢kih i abioti¢kih procesa.®®

2.2.2.1. Vodeni ekosustav

Antivirotici naj¢e$¢e dospiju u vodeni ekosustav nakon Sto se ispuste iz uredaja za
prociS¢avanje otpadnih voda zbog nedovoljne u¢inkovitosti konvencionalnih metoda obrade pri
njihovu uklanjanju iz vode. Straub (2009.) je utvrdio da je OST postojan, ali na temelju
standardnih testova kroni¢ne toksicnosti zakljucio da OST ne predstavlja znacajan rizik za
postrojenja za pro¢iséavanje otpadnih voda ili okolisnih povrsinskih voda.” Kummerer (2009.)
je predlozio moguce mjere za smanjenje optereéenja okolisa farmaceutskim proizvodima. Jedna
od mjera je obrada otpadnih voda faramceutske industrije prije njihovog ispustanja u okoli§
koristenjem NOP-a ili adsorpcije.®* Farmaceutska industrija takoder bi trebala objavljivati
podatke o utjecajima aktivnih farmaceutskih sastojaka na komponente okoliSa. Potrebne su
stroge zakonske mjere za pravilno zbrinjavanje lijekova kojima je istekao rok trajanja.
Antivirusni lijekovi uvelike se razlikuju po svojoj molekularnoj tezini i kemijskoj strukturi, pa
stoga postoji moguénost da ¢e pokazati razli¢itu prirodu ponasanja u okolisu.%?

Podaci o akutnoj ekotoksi¢nosti famciklovira i ritanovira u vodi ukratko pokazuju visok
potencijal ekotoksi¢nosti.2>®® Zidovudin, antiretrovirusni lijek, ima karcenogeni potencijal i
klasificiran je u skupinu koja predstavlja moguce kancerogene tvari kod ljudi.®” Lijekovi u
visokim koncentracijama mogu imati toksi¢ne ucinke na vodene organizme, poput algi,
bakterija, zooplanktona, riba, a u konaénici i na ljude.®® Antivirusni spojevi didanozin,
famciklovir, stavudin i zalcitabin nisu akutno toksi¢ni na Daphnia spp. na razinama ispod 820
mg/L.88 U tablici 5 je prikazana toksi¢nost raznih antivirusnih lijekova pronadenih u uredajima

za prociS¢avanje otpadnih voda i u povrSinskim vodama.
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Tablica 5. Toksi¢nost antivirusnih lijekova na razli¢ite testne organizme.

Vrsta Antivirotik Udinak Literatura
Lamivudin, Smrtnosti od 100 % pri izloZenosti od 100
Daphnia magna koncentracije 10 i pg/L, te pri 10 pg/L smrtnost od 45 % nakon [89]
100 pg/L 48-satnog izlaganja. Nema mutagenog ucinka.
Aciklovir, Zidovudin (ICsp = 5,442 mg/L) < aciklovir
Ceriodaphnia dubia lamivudin i (ICs0 = 3,612 mg/L) < lamivudin (ICso = 3,013
zidovudin mg/L) < efavirenz (1Cso = 0,034 mg/L).
koncentracije 20 _ ) o [90]
. . . Zidovudin (ECso = 5,671 mg/L) < aciklovir
Raphidocelis mg/L te efavirenz -
. . (ECso = 3,062 mg/L) < lamivudin (ECso =
subcapitata koncentracije 1 i
1,345 mg/L) < efavirenz (ECso = 0,026 mg/L).
mg/L
Tijekom bioloske obrade otpadnih voda,
) ) ) aciklovir se pretvara u karboksi-aciklovir i kao
Daphnia magna Aciklovir o ) B [91]
takav smanjuje razinu reprodukcije (za 40 %
pri 102 mg/L).
Lopinavir uzrokuje ozbiljne probleme,
. ] Lopinavir i ukljucujuéi edem perikarda i skrac¢ivanje repa,
Danio rerio . . i i . o
ritonavir, §to utjece na ponasanje, dok ritonavir nije [92]

Allivibrio fischeri

koncentracije 10

mg/L

pokazao toksi¢an ucinak.

Lopinavir utjece na oksidativni stresa, a

ritonavir nije pokazao toksi¢an ucinak.

2.2.2.2. Kopneni ekosustav

Antivirusni lijekovi najées¢e dospiju u tlo, uglavnom na poljoprivredna tla, putem
aktivnog mulja nakon obrade otpadnih ili farmaceutskih voda jer nemaju moguénost potpunog
uklanjanja, kao i navodnjavanjem onecis¢enom vodom. Tenofovir se izlu¢uje urinom te putem
kanalizacijskog sustava dolazi do sustava obrade voda i ostaje nepromijenjen u aktivnom mulju.
Al-Rajab i sur. (2010.) izvijestili su da je tenofovir u tragovima postojan u tlu, ali ga
biorazgraduju aerobni mikroorganizmi.*® Do sada postoji mali broj istraZivanja o pronalasku
antivirusnih lijekova u sedimenatima, mulju i tlu.®* U istrazivanju kojeg su proveli znanstvenici
iz Ujedinjenog Kraljevstva i Kenije s antivirusnim lijekovima evirapin, lamivudin i efavirenz,
koji se koriste za lijeCenje i prevenciju HIV-a te lijekom OSE, koji zaustavlja Sirenje virusa
gripe, otkriveno je da je zelena salata izlozena visim koncentracijama ove cetiri vrste

antivirotika za vise od tre¢ine manja u biomasi od one uzgojene u okruzenju bez farmaceutika.*®
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2.3. Antibiotici

Globalna uporaba antibiotika u stalnom je porastu tijekom proteklih desetljeca, kako
zbog povecanja upotrebe antibiotika u humanoj medicini tako 1 u drugim sektorima
komercijalne djelatnosti.?® Antibiotici su nasiroko koristena klasa lijekova koji su u¢inkoviti u
lijeenju bakterijskih infekcija kod ljudi i Zivotinja, ubijanjem bakterija ili sprjeCavanjem
njihovog rasta i razmnoZavanja zbog njihove funkcionalne skupine.’® Razvoj antibiotika seze
od otkric¢a penicilina, kojeg je otkrio Alexander Fleming 1929. godine. Ovo se Cesto opisuje
kao jedno od najvaznijih medicinskih otkrica 20. stoljeca jer je omoguéilo zaustavljanje
zaraznih patogena kao $to je Staphylococcus aureus, vodeci uzrok smrti u europskim bolnicama

u to vrijeme.%®

2.3.1. Podjela antibiotika

Antibiotici se klasificiraju prema antibakterijskom djelovanju i kemijskoj strukturi. S
obzirom na broj bakterija na koje imaju uéinak, antibiotici koji djeluju na pojedine vrste
bakterija nazivamo antibiotici uskoga spektra djelovanja, a oni koji djeluju na vise vrsta
bakterija su antibiotici sirokoga spektra djelovanja. Prema mehanizmu djelovanja, antibiotici
bakterijama mogu onemogucavati sintezu stani¢ne stijenke (penicilini, cefalosporini), inhibirati
DNA-girazu (ciprofloksacin, norfloksacin), DNA-ovisnu RNA-polimerazu (rifampicin) ili
biosintezu proteina (tetracikilini, azitromicin) i djelovati na metabolizam folne kiseline
(sulfonamidi, trimetoprim).®” Antibiotici se koriste za lije¢enje raznih oboljenja, od bolnog grla
ili upale uha, do infekcija raznih organa, kao i npr. svrbeza koze. Antibiotici su jedni od najcesce
kori$tenih lijekova u medicini. Tvrtka ,,Definitive Healthcare* iz Sjedinjenih Americkih Drzava
(SAD) predstavila je podatak o deset najcesce koristenih antibiotika u 2022. godini, te se medu
njima istice amoksicilin, koji je ¢inio 29 % ukupno propisanih antibiotika (Slika 10).
Amoksicilin se koristi za lijeenje bakterijskih infekcija kao Sto su upala pluca, bronhitis,
odredena stanja koZe te infekcije bubrega i1 krvi. Amoksicilin pripada skupini lijjekova
penicilina. Na drugom mjestu je AZ, koji je ¢inio 15,4 % svih propisanih antibiotika u 2022.
godini u SAD-u. AZ pripada skupini antibiotika makrolida i ¢esto se koristi za lijeCenje koznih
bolesti poput akni, spolno prenosivih infekcija i odredenih respiratornih infekcija. Pacijentima
se Cesto propisuje AZ ako su alergi¢ni na penicilin. Kombinirani antibiotik, amoksicilin-
klavulanat kalij, bio je tre¢i najceS¢e propisivani antibiotik, ¢ine¢i 13,1% recepata u 2022.

godini u SAD-u. Klavulanat kalij pomaze u sprjecavanju da odredene bakterije postanu otporne
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na amoksicilin. Dodavanjem ove kemikalije, amoksicilin moZe ostati aktivan dulje vrijeme u

tijelu.%®

2%
3% _ 2% 270 [ m amoksicilin

3%

® azitromicin

= amoksicilin i kalijev
klavulanat

m cefaleksin
m sulfametoksazol i trimetoprim
m nitrofurantoin

kalijev klavulanat

Slika 10. Graficki prikaz 10 najéesée koristenih antibiotika u 2022. godini u SAD-u.%®

2.3.1.1. Azitromicin

Azitromicin (AZ) je polusintetski makrolidni antibiotik s 15-¢lanim prstenom, $to
mozemo vidjeti na slici 11, koji se veZe na podjedinicu ribosoma 50s osjetljivih
mikroorganizama te ometa njihovu sintezu proteina i ubija patogene bakterije.*® AZ ima ulogu
antibakterijskog lijeka te je koristan za lijeCenje bakterijskih infekcija poput respiratornih
bolesti (upala plu¢a), akutne infekcije sinusa i uha, akutnog pogorSanja kroni¢nog bronhitisa i
infekcije grla i krajnika te infekcije koze. AZ se smije koristiti samo za lijecenje ili prevenciju
infekcija za koje je dokazano ili se sumnja da su uzrokovane osjetljivim bakterijama kako bi se

sprijecio razvoj antimikrobne rezistencije i odrzala u¢inkovitost AZ-a.1%

\\‘\CHS Hg(‘\ _,CHs
& N

......

MO

oy, o
CHs |
CHs

Slika 11. Strukturna formula molekule azitromicina (AZ).1%
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AZ se eliminira putem jetre te upravo ima toksi¢an utjecaj na ovaj organ. U ispitivanjima
na zivotinjama nisu primijeceni Stetni u¢inci na fetus. Nisu provedena dugotrajna ispitivanja na
Zivotinjama za proucavanje karcinogenog potencijala. AZ nije pokazao mutagenu toksi¢nost u
standardnim laboratorijskim ispitivanjima ni negativan u¢inak na plodnost.!®® Utvrdeno je da
se AZ nalazi u bolni¢kim otpadnim vodama, otpadnim vodama u postrojenjima za
prociscavanje otpadnih voda, gradskim otpadnim vodama i jezerima, $to ukazuje da je AZ Cesta
vrsta onedis¢ujuée tvari u vodama.*® Prema Soasa i sur. (2019.) iz prikupljenih 120 okolisnih
uzoraka, AZ je identificiran analiti¢kim metodama u povrsinskim vodama rijeka Ave i Sousa.%

Prisutnost mikroone¢i$¢ujucih tvari u okoliSu uzrokovana njihovim kontinuiranim i
nekontroliranim ispustanjem u okoli$ te otpornosti na razgradnju moze uzrokovati nezeljene
ucinke na ekosustave kao rezultat dugotrajne izloZenosti i razvoja rezistentnih bakterija.l%? AZ
jeuvrsten na EU ,,Watch List* u okviru pracenja vodne politike Odlukom (EU, 2020.), odnosno
to je popis pracenja novih oneéisc¢ujucih tvari (engl. Watch list contaminants of emerging
concern). Popis sadrzi 10 grupa spojeva, odnosno ukupno 17 organskih spojeva.t®® Jos uvijek
postoji nedostatak znanja o toksikoloskim u¢incima AZ. Ovaj makrolid pojavljuje se u visokim
koncentracijama u vodenom okoliSu i moze predstavljati prijetnju vodenim organizmima, stoga

je u tablici 6. prikazan utjecaj AZ na razli¢ite vrste vodenih organizama.%

Tablica 6. Prikaz utjecaja azitromicina na razli¢ite vrste organizama.

Vrsta Ucinak / ECso Literatura
Raphidocelis Negativan utjecaj na proces fotosinteze, brzinu [104]
subcapitata rasta i veliéinu stanica mikroalge, uzrokuje
oksidativni stres.
Danio rerio Smanjenje ukupnih razina proteina, fizioloske [105]
promjene, oksidativni stres i neurotoksi¢nost.
Vibrio fischeri ECso za primijenjeni AZ iznosio je 30,26x10° [106]

mol/L. Pokazalo se da je toksi¢nost veca za
razli¢ite smjese AZ s drugim antibioticima u
odnosnu na pojedinac¢nu toksi¢nost.

Daphnia magna Inhibicija hranjenja, smanjenje aktivnosti [107]
amilaze 1 tripsina, povecan oksidativni stres.

2.3.2. Prisutnost antibiotika u okoliSu i potencijalni §tetni uéinci

Otkako je penicilin prvi put koriSten za lijeCenje bakterijskih infekcija, stotine

antibiotika razvijeni su za ouvanje zdravlja ljudi i zivotinja. Zbog njihovog pozitivnog ucinka,
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uporaba antibiotika uvelike poboljSava razinu prevencije kod lijeCenja ljudskih 1 zivotinjskih
zaraznih bolesti, §to je bilo korisno za zastitu zdravlja ljudi i razvoja industrije za uzgoj
zivotinja. Zbog velike potroS$nje antibiotika, povecala se i koli¢ina odbacenih antibiotika u
okoli§ kroz urin, izmet, otpadne vode s poljoprivrednih farmi te drugi poljoprivredni otpad.%®
Antibiotici ulaze u mora, rijeke i jezera putem otpadnih voda i nakupljaju se u sedimentu i tlu,
gdje ih unose biljke i Zivotinje, kao $to je prikazano na slici 12.1% One¢igéenje antibioticima
slabo je regulirano na lokalnoj i globalnoj razini te se molekule antibiotika sve vise nalaze u

kopnenom, slatkovodnom i morskom okolisu.%

_mi i "N

antibiotici }“ "
| \ e ml

~ \& L |
l/\A LD_J geni povecane otpornosti % ﬂ /
| o ,

Y =

otpadna antibiotici akumulirani u hranidbenom lancu

‘46’

antibiotici adsorbirani biljkom

voda

Slika 12. Put prijenosa antibiotika u okolisu.'%

2.3.2.1. Vodeni ekosustav

Danas se posvecuje velika paZnja utjecaju antibiotika na vodene organizme koji Zive u
razli¢itim vodenim ekosustavima. Antibiotici se samo djelomi¢no uklanjaju putem
konvencionalnih uredaja za proc¢is¢avanje otpadnih voda i1 prema tome, ostatak antibiotika se
kontinuirano oslobada u okoli§ te zatim dolaze do povrSinskih voda, podzemnih voda ili
sedimenata.®

Razine toksic¢nosti za ljude Cesto Su poznate no postoji relativno malo informacija o
se da niske koncentracije uobiéajenih antibiotika kao §to su streptomicin i eritromicin imaju
toksicni ucinak na prezivljavanje i ponasanje Daphnia magna i Artemia u laboratorijskim
uvjetima.* Daljnje studije otkrile su da se toksi¢nost antibiotika moZe pojacati nakon izlaganja

UV zracenju, $to dovodi do poteskoca u procjeni rizika povezanog s onec¢iS¢enjem antibioticima
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u prirodnom okolisu kada se testira u laboratorijskim uvjetima.*'! Brain i sur. (2008.) otkrili su
da tetraciklinski i sulfonamidni antibiotici inhibiraju rast algi utje¢u¢i na njihovu replikaciju
kloroplasta, transkripciju/translaciju i metabolicke putove.!'? Alge su najosjetljivija troficka
skupina na antibiotike.! Toksi¢nost antibiotika u vodenim ekosustavima ovisi 0 njihovoj
koncentraciji, vremenu izloZenosti, prisutnosti drugih antibiotika ili drugih onec¢is¢ujucih tvari
te vrsti akvatickih organizama na koje djeluju.!'® U tablici 7 prikazani su razli¢iti antibiotici i
njihovi ucinci na razlicite okolisne organizme u vodenom okolisu. Vilitalo i sur. (2017.) su u
svom radu prezentirali antibiotike visokog ekotoksikoloskog znacaja i maksimalne
koncentracije pronadene u uzorcima vode. Tako je maksimalna koncentracija norfloksacina
izoliranog iz rije¢nog ekosustava u Australiji bila 1,15 g/L, a u Kini iz otpadnih voda 3,7 g/L,
dok je visoka konentracija antibiotika sulfametoksazola od 13,8 g/L odredena u Keniji. AZ je
u studijama iz SAD-a i Slovacke pronaden u koncentracijama od 1,5 g/L, odnosno 1,2 g/L.
Navedeni antibiotici pripadaju skupini penicilina, sulfonamida, makrolida i kinolona te ¢ine
najveéi udio antibiotika koje konzumiraju ljudi na globalnoj razini.}'* Prema istrazivanju
Desbiollesa i sur. (2018.) prosje¢na koncentracija AZ u vodi prije COVID 19 iznosila je 2 ng/L
zimi, odnosno 1 ng/L ljeti, dok je nakon COVID 19 iznosila~7 ng/L i zimi i ljeti.*® Hanamoto
i sur. (2019.) takoder su potvrdili povecanje koncentracije AZ, ali u sedimentu, S 1 ng/g na 5

ng/g zimi i 2 ng/g do 7 ng/g ljeti.!®

Tablica 7. Prikaz u¢inaka antibiotika na vodene okoli$ne organizme.

Vrsta Antibiotik  Uc¢inak Literatura
6 razli¢itih vrsta Akriflavin, Sve su ribe podjednako osjetljive na ova tri spoja. ECso  [117]

riba (Salmo trutta, nitrofurazon u rasponu od 13,5 do 48 mg/L.

Lepomis i loracarbef

macrochirus, i dr.)

Selenastrum Nitrofurazon Alge su osjetljivije od beskraljesnjaka ili riba. [118]

capricornutum,
Daphnia magna, i
Musca domestica

0. mykiss, Timerosal Toksi¢an za sve ribe. ECsp U rasponu od 2,1 do 54 [117]
Salvelinus mg/L.

namaycush i Salmo

trutta

Chlorella sp. i Metronidazol ECsou rasponu od 12,5 do 39,1 mg/L. [119]

Selenastrum

capricornutum

Daphnia magna Oksolinska ECxo je 4,6 mg/L. [120]
kiselina
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2.3.2.2. Kopneni ekosustav

Otpustanje sve vece koliCine antibiotika u tlo stvara potencijalnu prijetnju svim
mikroorganizmima na tom podru¢ju. Ovo predstavlja svjetski javnozdravstveni problem zbog
pojave bakterijske rezistencije na antibiotike. Kada antibiotici dospiju u tlo, glavni procesi koji
odreduju njihovu postojanost su sorpcija na organske Cestice i razgradnja, a njihova postojanost
ovisi 0 fizikalno-kemijskim svojstvima, karakteristikama tla i klimatskim ¢imbenicima
(temperatura, koli¢ina padalina i vlaZznost zraka).!?! Antibiotici smanjuju brzinu klijanja
sjemena biljaka, inhibiraju rast korijena, Stetno djeluje na razmnoZzavanje te utje¢u na fizioloske
i biokemijske pokazatelje biljaka, a ucinak ovisi o0 vrsti antibiotika i koncentraciji te
kombiniranom u¢inku s drugim oneéiS¢ujuéim tvarima. Ji i sur. (2015.) su utvrdili da
klortetraciklina i oksitetraciklina pri koncentraciji od 100 mg/kg inhibiraju rast glista.'??
Istrazivacki tim Danilova i sur. (2020.) je dokazao da antibiotik oksitetraciklin nije imao
nikakav negativan ucinak na broj gljiva u tlu, ali se znacajno smanjio broj bakterijskih

kultura.?®

2.4. Testovi toksi¢nosti

Ekotoksikologija je znanost koja istrazuje Stetne ucinke ksenobiotika na pojedinacne
organizme ili slozene zajednice. Rezultati ekotoksikoloskih istrazivanja koriste se za
predvidanje opasnosti 1 rizika za okoli§ uzrokovane odredenim kemijskim tvarima. Opasnost
od kemijskih tvari proizlazi iz njihove strukture, njihovih intrinzi¢nih fizikalno-kemijskih,
bioloskih i ekoloskih svojstava, ali prije svega njihove bioraspoloZivosti 1 potencijalnog Stetnog
ucinka na zive organizme. Oneci$¢ujuce tvari obi¢no su slozene mjesavine razli¢itih kemijskih
oblika i vrsta, koje pokazuju varijabilnu bioraspoloZzivost i interakcije s biotickim i abiotickim
dijelovima okolisa.'?* Kako bi se utvrdili toksi¢ni uéinci odredene onecis¢ujuée tvari provode
se testovi toksi¢nosti na organizmima poput morske bakterije (Vibrio fischeri; 1SO
11348:2007), kvasca (Saccharomyces cerevisiae; 1ISO 19040-1:2018), slatkovodnih i morskih
algi (Skeletonema sp. i Phaeodactylum tricornutum; ISO 10253:2016; OECD 201:1984) te
drugih beskraljesnjaka poput planktonskog ra¢ica vodenbuhe (Daphnia magna; 1SO
6341:20122) i kraljesnjaka poput manjih riba odnosno njihovih embrija (Danio rerio; 1SO
15088:2007; ISO 21115:RTgill-W1). Svi testovi toksi¢nosti moraju biti standardizirani, stoga
se provode prema ISO i OECD normama.'®

Razlikujemo in vivo i in vitro testove toksi¢nosti. Testovi toksi¢nosti na Zivim
organizmima (in vivo) provode se u laboratorijima, na to¢no odredenim testnim modelima i u

dobro kontroliranim uvjetima. Vrsta testnog organizma odabire se prema potrebama i ciljevima
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eksperimenta.'?® Testovi toksi¢nosti in vitro mogu se opéenito definirati kao testiranja na
dijelovima organizama koji su izolirani i uzgajani ili odrzavani u kontroliranim uvjetima. T0
ukljucuje dijelove tkiva, izolirane organe, izolirane primarne stani¢ne kulture, kulture
eksplantata, stani¢ne linije, pa ¢ak i substani¢ne frakcije poput mitohondrija, mikrosoma, ¢ak i
membrana.'?’ Vrste $tetnih u¢inaka mogu biti akutna, subkroni¢na i kroni¢na toksi¢nost,
mutagenost, kancerogenost, genotoksi¢nost, teratogenost, reproduktivna toksicnost,
ekotoksicnost i ostali Stetni ucinci.

Postoje tri osnovne vrste interakcija, a to su aditivnost, sinergizam i antagonizam.
Toksi¢nost kao rezultat kombinacije dviju tvari koja je jednaka zbroju toksi¢nosti svake od njih
nazivamo aditivnost.}?® Svako odstupanje od aditivnosti klasificira se kao sinergizam ili
antagonizam. Sinergizam se moze definirati kao kombinirani u¢inak koji je ve¢i od aditivnog
ucinka, dok je antagonizam kombinirani u¢inak koji je manji od aditivnog u¢inka. Sinergizam
se smatra negativnijim ucinkom, dok antagonizam moze predstavljati pozitivan ucinak u
kombinaciji dviju tvari.'?® Kada se koriste u kombinaciji, lijekovi medusobno djeluju na mnoge
neocekivane nacine i pokazuju mnostvo razlicitih ishoda. Sinergisticke kombinacije lijekova
imaju cilj povecati ucinkovitost lijeka i pokazale su se visoko uc¢inkovitima. Nasuprot tome,
antagonizam lijekova uglavnom je nepozeljan, ali bi mogao biti koristan u selekciji protiv
mutacija otpornih na lijekove.’®® Prema Huangu i sur. (2019.) 24-satnim izlaganjem
nanocesticama srebra, Ag (~10 nm) 1 nanocesticama PS-a (~20 nm) sinergisticki se stimulira
toksi¢nost kod slatkovodnih algi, Chlamydomonas reinhardtii i Ochromonas danica.'®
Davarpanah i Guilhermino (2019.) otkrili su da smjese koje sadrze niZe i srednje koncentracije
nanocestica zlata, Au 1 MP-a nisu izazvale zna€ajno smanjenje brzine rasta, dok su smjese koje
sadrze visoke koncentracije nanocestica Au i MP-a bile toksi¢ne i znac¢ajno su smanjile brzinu
rasta morske alge, Tetraselmis chuii. Zajedni¢ko izlaganje nanoc¢esticama Au (~5 nm) i MP-a
(1-5 pm) tijekom 21-dnevnog kroni¢nog testa na Daphnia magna rezultiralo je visom
toksi¢nosti koja je izazvala poremecaj rasta i reprodukcije te smrtnost, u odnosu na njihovo
pojedinacno izlaganje. Veéa toksi¢nost, koju pokazuje smjesa, rezultat je ovisnosti

koncentracija nano¢estica Au i MP-a i njihovih interakcija, $to pokazuje sinergisti¢ki u¢inak. %

2.4.1. Testovi toksi¢nosti s Daphnia magna

Primjena Daphnia magna u toksikoloskim studijama zapocela je 1944. godine kada je
Anderson upotrijebio planktonske radi¢e za procjenu toksi¢nosti tvari pronadenih u

industrijskim otpadnim vodama. Nakon toga su 1960-ih godina objavljeni protokoli testova
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akutne toksi¢nosti s Daphnia magna, te danas predstavljaju jedno od najcesce koristenih testova
u procjeni toksi¢nosti razli¢itih kemijskih spojeva.?

Rod Daphnia (vodenbuhe) ukljucuje visSe od 100 razlic¢itih vrsta slatkovodnih
planktonskih raci¢a iz podreda rasljoticalaca (Cladocera), od kojih se velika vodenbuha
(Daphnia magna Straus, 1820) naj¢eS¢e koristi u testovima toksi¢nosti. Vodenbuhe se hrane
filtrirajuéi bakterije, alge, cijanobakterije, protozoe i druge male lebdece Cestice u vodi, te imaju
klju¢nu ulogu kao primarni potrosaci u slatkovodnom hranidbenom lancu, a sluze i kao hrana
za druge grabezljive beskraljesnjake i ribe. Vodenbuhe su bezbojne Zivotinje zbog prozirnog
hitinskog oklopa koji stiti prsni kos i trbuh, veli¢ine od 0,5 do 6 mm, odnosno odrasla jedinka
obi¢no od 5 do 6 mm. Imaju udove s nastavcima koji sluze kao aparat za hranjenje i disanje jer
stvaraju vodenu struju koja usmjerava hranu izravno u usta, a zatim u donju celjust gdje se
hrana mehanicki obraduje. Karakteristicne znacajke vodenbuha su jedno veliko sloZeno oko i
dva para jako razgranatih antena koje sluze za kretanje, $to mozemo vidjeti na slici 13.1% Za
vodenbuhe je karakteristicna izmjena spolnog i nespolnog nadina razmnozavanja, ciklicka
partenogoneza, kada se u povoljnim uvjetima potomci razvijaju iz neoplodenih jajnih stanica
vodenbuhe, a kao odgovor na pogorSanje okoliSnih uvjeta nastupa spolno razmnozavanje i
razvoj jaja obavijenih debelim zaStitnim ljuskama, koja su sposobna prezivjeti nepovoljne

vanjske uvjete.

Slika 13. Prikaz testnog organizma vodenbuhe Daphnia magna.'3?
(preuzeto iz https://fineartamerica.com/featured/water-flea-daphnia-magna-ted-
kinsman.html?product=poster)
Daphnia magna ima brojne prednosti koje je ¢ine prikladnim modelnim organizmom u
testovima toksicnosti, kao §to su veliina i prozirnost tijela, kratak Zivotni ciklus, visoka
plodnost i partenogenetska reprodukcija te jednostavan uzgoj. Pokretljivost vodenbuhe je lako

uociti, stoga se ova znacCajka koristi kao krajnja tocka toksi¢nosti jer pomocu detaljne analize
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moguce je razlikovati njezine plivacke mogucnosti i fizioloSke parametre. Prozirno tijelo
omogucuje mjerenje razliCitih fizioloskih parametara istovremeno, koriStenjem neinvazivnih
optickih metoda kao $to je videomikroskopija i digitalna obrada slike, odnosno prate se otkucaji
srca, hranjenje, brzina filtracije i stopa gutanja, aktivnost oka, aktivnost postabdominalnih
kandZi, aktivnost torakalnih udova, kretanje mandibule ili cijelog organizma. Stovise, parametri
plivackog ponaSanja kao Sto su aktivnost plivanja, vrijeme plivanja, brzina plivanja, snaga
ponasanja i ucCestalost skakanja predlozeni su kao parametri za visoku osjetljivost na
onegiséujudée tvari, ksenobiotike.?

Primjena Daphnia magna obuhvaca testove procjene oneciS¢enja vodenih ekosustava,
ali i toksi¢nosti Sirokog spektra lijekova kao §to su antibiotici, antivirotici, lijekovi protiv raka,
antidepresivi, protuupalni lijekovi, beta-blokatori i sredstva za regulaciju lipida. Trenutno su
studije o toksi¢nosti s Daphnia magna uglavnom usmjerene na akutnu toksi¢nost, toksi¢nost
gutanja i reproduktivnu toksi¢nost. Onecis¢ujuce tvari mogu utjecati na Daphnia magna
unosom u organizam putem filtracije i gutanja. Promjene u probavnom sustavu i sustavu
oksidativnog stresa kod Daphnia magna analizirane su kako bi se razumio potencijalni
mehanizam toksiénog uéinka oneéiséujuéih tvari kroz razlidite puteve izlozenosti.*® Testovi
toksi¢nosti uglavnom temelje na odredivanju imobilizacije (smanjene pokretljivosti) i smrtnosti
jedinki i standardizirani su od strane OECD-a za toksikoloska ispitivanja. Konkretno, test
ukljucuje razlikovanje ponasanja plivanja i fizioloskih krajnjih to¢aka Daphnia magna kao $to
su brzina plivanja, prijedena udaljenost, ucestalost skakanja, otkucaji srca, brzina gutanja,
brzina hranjenja, potroSnja kisika, aktivnost torakalnih udova u svrhu procjene toksi¢nih
ucinaka. Dodatno, toksi¢ni ucinci mogu se procijeniti pomocu enzimskih 1 neenzimskih

biomarkera toksi¢nosti.?

2.5. Metode dizajna eksperimenta

Znanstvena istrazivanja se temelje na provedbi eksperimentalnog istrazivanja uzimajuéi
u obzir ranije postavljenu hipotezu. Pocevsi od 1920-ih godina, razvijena je statisticka
metodologija za dizajn i1 analizu pokusa, tako da vecina izvje$¢a trenutacnih istraZivanja u
mnogim podru¢jima ukljuéuju statisticke analize podataka.'®® Statisticka metoda planiranja
eksperimenta koristi se kod ispitivanja velikog broja varijabli kako bi se uz §to manje
eksperimenata dobilo §to viSe potrebnih informacija. Upotreba takvih metoda omoguéuje
tocnost 1 efikasnost procesa istraZivanja. Statisticko planiranje eksperimenata, ili dizajn

eksperimenata, koristi se radi izrade plana eksperimenata 1 statisticke obrade podataka metoda
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dizajniranog eksperimentiranja, u kojoj se upravljanjem ¢imbenicima koji se mogu kontrolirati
(nezavisne varijable) na razli¢itim razinama moze uociti njihov u¢inak na neku varijablu
odgovora (zavisna varijabla).'3*!% Dizajn eksperimenta je proces provodenja istrazivanja na
objektivan i kontroliran nac¢in kako bi se mogli donijeti specifi¢ni zakljucci vezani uz
postavljenu hipotezu. Opéenito, svrha je utvrditi koji faktor, odnosno nezavisna varijabla, ima
ucinak na zavisnu varijablu. To¢nim i preciznim empirijskim mjerenjem i kontrolom,
eksperimentalni dizajn povecava sposobnost istrazivaca da utvrdi uzro¢ne odnose i donese
uzroéne zakljucke.'3® U ovom radu koristio se puni faktorski plan (engl. Full fatorial) i metoda

odzivnih povrSina.

2.5.1. Puni faktorski plan 1 metoda odzivnih povrsina

Kod metode punog faktorskog plana organizacija pokusa temelji se na promatranju
kombinacija ¢imbenika, odnosno provodenju svih mogucih kombinacija razina ¢imbenika kako
bi se odredio utjecaj medudjelovanja. Puni faktorski plan je jednostavna metoda temeljena na
ukupnom broju prema N = 2% gdje k predstavlja broj ¢imbenika. Prilikom definiranja
nelinearnog sustava (nelinearni odziv), potrebno je utvrditi funkciju odziva, za §to se Kkoristi
statisticka metoda odzivne plohe (engl. Response Surface Methodology). Za tu svrhu najcesce
se odziv aproksimira polinomom drugog reda. Jedna od metoda koja se moze primjeniti je puni
faktorski plan s varijacijom c¢imbenika na vise od dvije razine, medutim to znatno
(eksponencijalno) povecava broj pokusa. U praksi se Cesto koristi puni faktorski plan s
varijacijom Cimbenika na tri razine.!®* Dobiveni rezultati analiziraju se metodom analize
varijance - ANOVA (engl. Analysis of Variance). Cilj je utvrditi koji od pojedina¢nih faktora i
koja od medudjelovanja za svaki faktor ima zna¢ajan utjecaj na zavisnu varijablu.'®® U
eksperimentalnom dizajnu punog faktorskog plana su svi ulazni faktori postavljeni na dvije
razine koje se nazivaju visokim (+ 1) i niskim (- 1) razinama. Kada se uzme u obzir puni
faktorski dizajn za tri ulazna ¢imbenika, svaki na dvije razine, imat ée osam redaka.'®’ Graficki
dizajn takvog punog faktorskog plana mozemo oznaliti kockom prikazanom na slici 14.
Metodu odzivne povrSine su prvi predstavili Box i Wilson (1951.). To je metoda statisti¢kih i
matematiCkih tehnika koriStenih za razvoj, poboljSanje 1 optimizaciju procesa te bi se mogla
ucinkovito koristiti za procjenu u€inaka viSestrukih ¢imbenika 1 njihove interakcije na jednu ili

vise varijabli odgovora.!3®
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Slika 14. Prikaz primjera punog faktorskog plana s tri ulazna ¢imbenika.

137
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali
3.1.1. Mikroplastika

Za odredivanje ekotoksi¢nosti MP-a primjenom slatkovodnog zooplanktona Daphnia
magna koristile su se cetiri vrste MP-a razlicitih veli¢ina Cestica. Vrste MP-a koje su se koristile
su PS, PET, PVC i PE, a svaku smo priredili usitnjavanjem makroplastike (MAP) pomocu
blendera. Za dobivanje PS-a usitnjen je jednokratni plasti¢ni pribor za jelo, za PET plasti¢ne
boce, za PVC jednokratna plasticna ambalaza i za PE plasti¢ne vrecice, a koriSteni materijali

prikazani su na slici 15.

a) b)

A%
&y
c) d)
N\
& &y

LDPE
PVC

Slika 15. MAP koriStena za dobivanje MP-a: a) pribor za jelo od PS-a, b) PET boca za
jednokratnu upotrebu, ¢) jednokratna kutija od PV C-a za spremanje hrane i d) vrecica za
smrzavanje od LDPE.

Za ispitivanje toksi¢nosti MP-a s obzirom na veli¢inu koristio se PS veli¢ine €estica 0,5
um i 2 pum (Sigma-Aldrich, Njemacka, proizvod opisan kao perle od lateksa, polistiren
modificiran karboksilatom, fluorescentno crvena, vodena suspenzija, srednja veli¢ina Cestica
0,5 um i 2,0 um) (slika 16). Ovako obojene suspenzije dodatno su sluzile i za izlaganje,

mikroskopski pregled i potvrdu unosa MP-a u jedinke vodenbuha.
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Slika 16. Vodene suspenzije PS-a srednje velicine Cestica 0,5 um i 2 um.

3.1.2. Ksenobiotici

Koristeni ksenobiotici u ovom radu su antivirotici i antibiotik. Od antivirotika
primijenjeni su atazanavir (ATA), emtricitabin (EMT), nirmatrelvir (NIR), oseltamivir (OST),
ribavirin (RIB) i sofosbuvir (SOF), prikazani na slici 17, a koristeni antibiotik je azitromicin
(AZ), prikazan na slici 18. Proizvoda¢ navedenih ksenobiotika je Sigma-Aldrich, Njemacka,
osim za SOF Biosynth, Svicarska.

MATRE :"Vie "

Slika 17. Pripremljene otopine antivirotika.

Slika 18. Prah azitromicina.

35



3.1.3. Testni organizam

Za provedbu ekotoksikoloskog istrazivanja koriSten je testni organizam Daphnia
magna, slatkovodni planktonski ra¢i¢ velika vodenbuha. Ovaj biotest razvio je istrazivacki tim
prof. dr. G. Persoone u Laboratoriju za bioloska istrazivanja oneciS¢enja vode (danas
Laboratorij za toksikologiju okolisa i vodenu ekologiju) na Sveucilistu Ghent u Belgiji. Ovakva
vrsta biotestova provodi se radi potrebe za izvodenjem jednostavnih, brzih, osjetljivih i
ponovljivih testova toksi¢nosti po niskoj cijeni. Koriste se za ispitivanje kemikalija i drugih
onecis¢ujuéih tvari ispustenih u vodene ekosustave.™*® Navedena kultura vodenbuha kupljena
je komercijalno od kompanije MicroBio-Tests Inc. (Mariakerke, Belgija) i pohranjena u
Laboratoriju za bioloske ucinke metala Zavoda za istrazivanje mora i okoli$a na Institutu Ruder
Boskovi¢ u Zagrebu. Organizmima se rukovalo prema smjernicama navedenima u Daphtoxkit
F™ (Gent, Belgija, www. microbiotests. com)™*, a ispitivala se akutna toksi¢nost, odnosno
odredivala inhibicija pokretljivosti nakon 48 sati prema 1SO 6341:20121°, Na slici 19 prikazan
je nacin ¢uvanja jajaSaca Daphnia magna prije provodenja pokusa te jedinke nakon izlijeganja
i hranjenja algom Spirulinom (MicroBio-Tests Inc., Mariakerke, Belgija), $to je preduvjet za

provodenje akutnog imobilizacijskog testa.

Slika 19. Prikaz pocetka provedbe pokusa: a) jajasca Daphnia magna se ¢uvaju u ampulici
oblozenoj aluminijskom folijom u mraku u frizideru na +4 °C, b) izgled jajasaca u ampulici
bez aluminijske folije; c) aktivirane i nahranjene jedinke Daphnia magna nakon drzanja u

mediju 72 h na 20-22 °C i konstantnom osvjetljenju od 6000 Ix u inkubatoru.
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3.1.4. Mediji i kemikalije

= Mineralni medij

Za potrebe uzgoja i izvodenja testa toksi¢nosti s Daphnia magna, prema ISO
6341:2012%° pripremao se mineralni medij kemijskog sastava prikazanog u tablici 8.
Pripremljeni mineralni medij mora biti pH-vrijednosti 7,8 = 0,2, a za pripremu 1 L otopine
mineralnog medija pomijesano je po 25 mL svake otopine soli i zatim dopunjeno do oznake s
deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici. Otopina se izmijesala i pohranila u hladnjak na +4
°C, a prije upotrebe bilo ju je potrebno dobro aerirati mijeSanjem te temperirati na sobnu
temperaturu (20-22 °C). Tijekom provodenja testa toksi¢nosti, u svaku jazicu je dodano 10 mL

medija i 5 jedinki vodenbuha.

Tablica 8. Prikaz sastava otopine mineralnog medija potrebnog za provodenje testa toksi¢nosti.

Osnovne otopine 7, g/L
CaCl, x 2 H.0 11,76
MgSO4 x 7 H20 4,93
NaHCO3 2,59
KCI 0,23

= Referentna otopina K.Cr,07

Kako bi se provjerila pouzdanost ispitnih uvjeta i osjetljivost pokusnog organizma
Daphnia magna, bilo je potrebno provesti referentni test s kalijevim dikromatom (K>Cr207). 1z
pocetne otopine 10 mg/L K2Cr20y7, priredene s deioniziranom vodom, ostala razrjedenja su
priredena s mineralnim medijem u koncentracijama kako slijedi (mg/L): 0,32, 0,56, 1, 1,8, 3,2
(tablica 9 i slika 20). Svaka koncentracija dodana je u volumenu od 10 mL u cetiri jaZice, U
svrhu dodatne kontrole. Nakon 24 sata odredena je pokretljivost jedinki Daphnia magna za
svaku pojedinu koncentraciju K>Cr207 te je odreden ECso, 0dnosno koncentracija koja izaziva
nepokretnost 50 % vodenbuha unutar navedenoga vremena izlaganja. Test s Daphnia magna je
valjan ako se nakon 24 sata provodenja testa vrijednost ECso nalazi u podru¢ju izmedu 0,6 1 1,7

mg/L.
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Tablica 9. Prikaz volumena 10 mg/L K2Cr207 i mineralnog medija za pripremu 50 mL K2Cr.O7
u koncentracijskom rasponu 0,32-3,2 mg/L.
y (K2Cr207), mg/L V (10 mg/L K2Cr207), mL V (minerlani medij), mL

3,2 16 32
1,8 9 18

1 5 10
0,56 28 56
0,32 16 3,2

Slika 20. Serija razrjedenja referentne otopine kalijeva dikromata.

3.2. Mjerni instrumenti i oprema

= blender (Philips, Nizozemska) za usitnjavanje plasticnih materijala

= uredaj za tresenje sita i pripadajuca sita veli¢ine pora 100-300 pum, 300-500 pum, 500-
700 um (W. S. Tyler RX-86-1 Sieve shaker, USA) za prosijavanje MP

= analititka vaga (Mettler Toledo model AE240, Svicarska) koristila se za vaganje
kalijeva kemikalija i MP-a

= Malo sito veli¢ine pora od 100 um za ispiranje jajasaca vodenbuha i ploice s jazicama
za provodenje testa toksi¢nosti (MicroBio-Tests Inc., Mariakerke, Belgija)

= Petrijeve zdjelice za izlijeganje jajasaca vodenbuhe

= Inkubator (Aqualytic, model TC 135 S, .Njemacka), potreban za aktiviranje jedinki
vodenbuha iz jajaSaca na temperaturi 20-22 °C, pod svjetlom konstantnog intenziteta od

6 000 Ix te za izlaganje tijekom 48h trajanja testa toksi¢nosti na 20 °C u mraku
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= stereo lupa (model PLTL 2400D) i svjetlosni mikroskop opremljen kamerom za
snimanje mikrofotografija (Olympus model SZX10, Japan) jedinki vodenbuhe Daphnia
magna

= vorteks (IKA MS3 digital, Merck, Njemacka) za mijeSanje algi Spirulina s mineralnim
medijem i pripremu hrane koja se dodavala aktiviranim jedinkama vodenbuha dva sata
prije pocetka testa

=  pH-metar (SenTix® 940) za odredivanje pH vrijednosti prilikom pripreme mineralnog
medija za uzgoj Daphnia magna

= Syvjetlosna ploca (LightPad® 930 LX, Artograph, SAD) za prebrojavanje imobiliziranih
jedinki Daphnia magna

3.3. Metode rada

3.3.1. Priprema mikroplastike

MAP (PS, PET, PVC i PE), prikazana naslici 15, je usitnjena $karama na manje komade
te se dodatno usitnjavala u blenderu uz dodatak mokrog leda, odnosno suhog leda za PE.
Dobivene usitnjene ¢estice MP susile su se na zraku 24 — 48 sati pri sobnoj temperaturi, te su
se zatim prosijavale mehanicki koristec¢i sita odredenih veli€ina pora u svrhu dobivanja Cestica
sljedecih veli¢ina (um): 100 — 300, 300 — 500 i 500 — 700. Tako pripremljena MP za ispitivanje

toksi¢nosti prikazana je na slici 21.

Slika 21. Pripremljena MP za provodenje testa toksi¢nosti.
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Pripremljene MP razli¢itih veli¢ina Cestica bilo je potrebno tocno izvagati u svrhu
ispitivanja toksi¢nosti MP-a iste koncentracije. Prema tome, vaganje svih vrsta MP-a provedeno
je precizno na analitickoj vagi (slika 22), a odvagana masa je u mediju odgovarala kona¢noj

koncentraciji od 500 mg/L.

Slika 22. Prikaz vaganja MP-a na analitickoj vagi.

3.3.2. Priprema razrjedenja ksenobiotika

U slucajevima kada je poznata priblizna toksi¢nost ispitivanog kemijskog spoja na
Daphnia magna, odmah se moze provesti akutni test toksi¢nosti. Ako takve informacije nisu
dostupne, moraju se provesti dva uzastopna testa:

a) test odredivanja raspona tolerancije od 0 — 100 %;
b) definitivni test za odredivanje koncentracije u¢inka od 50 % (ECsp).

Priprema serije razrjedenja ksenobiotika ukljucivala je uzoraka svih ksenobiotika, a
razrjedivale su se s mineralnim medijem. Razrjedenja su se pripremala direktno u plocicama s
jazicama koje se koriste za provodenje testa toksi¢nosti, a uz svaku jazicu je prethodno
oznacena koncentracija. Radne otopine pripremale su se od temeljne standardne otopine tako
da je u jednu jazicu dodano 10 mL nerazrijedene temeljne standardne otopine, dok je u drugu
jazicu dodano 1 mL temeljne standardne otopine i 9 mL mineralnog medija, a u tre¢u jazicu
0,1 mL temeljne standardne otopine i 9,9 mL mineralnog medija. Takva priprema predstavlja
pripremu razrjedenja ksenobiotika, a dobivene koncentracije ksenobiotika prikazane su u tablici
10. MP se nije razrjedivala, u 10 mL otopine mineralnog medija ili pripremljenih otopina
farmaceutika razlicitih koncentracija dodana je MP: PS, PET, PVC ili PE, razli¢itih veli¢ina

destica.
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Tablica 10. Pocetni uvjeti provedbe testa toksi¢nosti s Daphnia magna.

MP

PS, PET, PVC, PE PS

100 — 300; 300 — 500; 500

velicina MP-a / pm 0,5; 2
—700
koncentracija / mg/L 500 0,1;05; 1; 2; 10
e EMT, NIR, OST, RIB,
antivirotici ATA
SOF
temeljna standardna
C e . 0,003 0,1
Pojedinacna otopina / mmol/L
otopina 0,003 0,1
radne koncentracije /
0,0003 0,01
mmol/L
0,00003 0,001
antibiotik AZ
temeljna standardna
. 01 0,25 0,5
otopina / mmol/L
- 0,1 / /
radne koncentracije /
0,01 / /
mmol/L
0,001 / /
Binarne
) kombinacija MP s jednim antivirotikom kombinacija MP s jednim antibiotikom
otopine
PS PS, PET, PVC,
EMT, NIR, AZ*
vrsta (100 — 300 ATA PE
OST, RIB, SOF
um) (200 — 300 pm)
0,1; 0,25; 0,5
) 0,003 .
koncentracija 500 mg/L " 0,1 mmol/L 500 mg/L mmol/L (*osim 0,5
mmo
mmol/L s PVC)
Ternarne - L kombinacija MP s jednim
) kombinacija MP s dva antivirotika - -
otopine antivirotikom i antibiotkom
PS EMT, NIR / EMT, SOF / PS ATA, EMT,
vrsta (100 — 300 SOF, NIR/ OST, ATA/ (100 — NIR, OST, AZ
pm) ATA, RIB/OST, RIB 300 pm) RIB, SOF
ATA 0,003
y ATA 0,003 mmol/L; ostali 500 mmol/L; 0,1
koncentracija 500 mg/L )
0,1 mmol/L mg/L ostali 0,1 mmol/L
mmol/L
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3.3.3. Aktivacija jedinki Daphnia magna

Na slici 19 prikazane su ampulice u kojima se nalaze jajasca vodenbuhe Daphnia
magna. Ta su jajaSca zaSti¢ena hitinskom ¢ahurom koja se zove efipij 1 mogu se ¢uvati dulje
vrijeme bez gubitka odrzivosti. Efipiji se mora ¢uvati u tami na 5 °C (£ 2 °C), kako bi se
omogucila njihova odrzivost, te su pohranjeni u frizideru na +4 °C i prekriveni aluminijskom
folijom. Aktivacija jedinki iz ovakvih jajaSaca traje oko 3 dana te se one zatim mogu odmah
koristiti za ispitivanja toksi¢nosti.

Aktivacija zapocinje ispiranjem jajasaca pod mlazom vode kroz mikrosito veli¢ine pora
100 um u trajanjuoko jedne minute, kako bi se uklonili svi tragovi medija u koji su jajasca
pohranjena u ampulama. Nakon ispiranja, jajasca su prebacena u Petrijevu zdjelicu u kojoj se
ve¢ nalazio mineralni medij, standardna otopina za razvoj vodenbuhe Daphnia magna, koja je
prethodno temperirana na sobnu temperaturu i aerirana snaznim mijeSanjem. Petrijeve zdjelice
s jajaScima su prenesene u inkubator na temperatura od 21 °C i osvjetljenje intenziteta 6000 1x
tijekom 72 sata jer je to period potreban za embrionalni razvoj. Nakon isteka 72 sata, jedinke
Daphnia magna su nahranjene suspenzijom alge Spirulina u prahu, u koju je dodano oko 1-2
mL mineralnog medija i dobro izmijeSano, te su ostavljene jo§ 2 sata u inkubatoru prije
postavljanja testa toksi¢nosti. Na slici 23 se moze vidjeti proces aktivacije jedinki Daphnia

magna za izvodenje testa toksi¢nosti.

Mikrosito Ampulica s jajaScima Prijenos jajasaca na Ispiranje jajaSaca pod
mikrosito mlazom vode

Y

Prijenos jajasaca u Petrijeve zdjelice za Inkubator (21 °C, Spirulina u prahu i

Petrijevu zdjelicu izlijeganje jajasaca 6000 1x) kao suspenzija u
mediiu

Slika 23. Prikaz aktivacije jedinki Daphnia magna prije izvodenja testa toksi¢nosti.
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3.3.4. Postavljanje testa toksi¢nosti

Mineralni medij, kao kontrolna otopina, te navedene koncentracije kalijevog dikromata,
kao referentne otopine, dodane su svaka u Cetiri jazice. Zatim je dodano po 10 mL mineralnog
medija u koji su prebacene prethodno odvagane vrste MP-a, a ostali ksenobiotici, pojedinacno
ili u kombinaciji, su pripremljeni direktno u jazice prema planu pokusa. U svaku jazicu je zatim
stavljeno po pet jedinki raci¢a Daphnia magna pomoc¢u Pasterove pipete, a sve se provodilo na
svjetlosnoj plo¢i. Nakon $to je pokus postavljen, slika 24, pripremljena plocica s jazicama je
stavljena u inkubator u mrak na 21 °C. Nakon 24 i 48 sati odreden je broj pokretnih i zivih
jedinki vodenbuhe Daphnia magna.

Daphnia magna pripremljena
za provodenje testa
toksi¢nosti

(fl;”' Aets £4p5 NEPs oves 3\
i |

Uzimanje Daphnia magna Postavljen pokus
pomocu Pastuer pipete 1
prenosenje u jazicu

Slika 24. Prikaz postavljanja pokusa.

3.3.5. Brojanje pokretnih jedinki Daphnia magna

Za vizualno promatranje, nakon 24 sata i 48 sati inkubacije, plo¢a s jazicama je
postavljena na postolje svjetlosne ploce. Biljezio se broj zivih i pokretnih, odnosno aktivno
plivaju¢ih testnih jedinki u svakoj jazici. Nepokretne jedinke karakterizira nemoguénost

plivanja nakon laganog trzanja tekucine 15-ak sekundi, ¢ak i ako jo§ uvijek mogu pomicati
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svoje antene. Na temelju izbrojanih jedinki Daphnia magna u razli¢itim koncentracijama MP-
a 1 ksenobiotika te njihovih kombinacija, izracunao se postotak pokretnih jedinki prema formuli
(1), prikazanoj jednadzbom:

ukupan broj zivih jedinki

x 100%.

postotak pokretnih jedinki =

max.broj jedinki

(1)
3.3.6. Mikroskopska analiza

Mikroskopskom analizom dodatno je po potrebi potvrdena pokretljivost jedinki
Daphnia magna kao rezultat stetnih u¢inaka ksenobiotika i MP-a. Osim toga, mikroskopski su
pregledane i jedinke izlozene 10 mg/L PS-a veli¢ine Cestica 0,5 i 2 um, koji je obojan u
ruzicasto, §to je omogucilo da se vizualno provjeri i dokaze unos MP-a u jedinku. Jedinke
Daphnia magna prebacene su Pasterovom pipetom iz jazice zajedno s 10 mL mineralnog
medija u Petrijevu zdjelicu te su zatim promatrane pod povecanjem 3x. Na slici 25 prikazana

je stereo lupa kojom se mikroskopirala Daphnia magna.

Slika 25. Stereo lupa za odredivanje pokretljivosti Daphnia magna i provjere unosa MP-a u
jedinke.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitivao se toksi¢ni utjecaj ksenobiotika — antivirotika i antibiotika te MP-
a na testni organizam vodenbuhu. Proveo se pokus ispitivanja ekotoksi¢nosti antibiotika (AZ),
zatim antivirotika (ATA, EMT, NIR, OSE, RIB i SOF) te MP-a (PS, PET, PVC i PE) na jedinke
Daphnia magna tijekom 48 sati, u skladu sa standardnim protokolom, I1SO 6341:2012%4°, Nagini
provedbe pokusa opisani su u poglavlju 3. Eksperimentalni dio. Tijekom pokusa pratio se broj
zivih i neimobiliziranih jedinki u odnosu na broj mrtvih i imobiliziranih, odnosno aktivno
plivajucih testnih jedinki vodenbuha u svakoj jazici te se postotak pokretnih jedinki izracunao
prema jednadzbi (1). Dobiveni rezultati prikazani su graficki na slikama 26 — 34. Postupak
provodenja pokusa na temelju kojeg su dobiveni rezultati opisani su u poglavlju 3.3.4.
Statistickom obradom u programu Desgin Export prema punom faktorskom planu odredeni su
uvjeti koji su se pokazali znacajnim za proces ispitivanja toksi¢nog ucinka na testni organizam

Daphnia magna.

4.1. Provjera pouzdanosti ispitnih uvjeta

Ispitivanjem referentne tvari kalijevog dikromata odreden je ECso, za koji je poznato da
se nakon 24 sata provodenja testa toksi¢nosti s Daphnia magna njegova vrijednost nalazi u
podrucju izmedu 0,6 i 1,7 mg/L. Vrijednost ECso u nasim ispitnim uvjetima iznosila je 0,88
mg/L, ¢ime smo potvrdili pouzdanost provodenja testova. Osim toga, U kontrolnim skupinama
gdje je dodan samo mineralni medij nije niti u jednom sluéaju bilo nepokretno vise od 10 %

vodenbubha, $to je takoder potvrda pouzdanog testiranja.

4.2. Ispitivanje utjecaja mikroplastike na Daphnia magna

Tijekom 48 sati pracen je utjecaj Cetiri vrste MP-a (PS, PET, PVC i PE) na testni
organizam Daphnia magna. Sve vrste MP-a primijenjene su u koncentraciji od 500 mg/L, a
njihove cestice bile su grupirane po veli¢inama 100 — 300, 300 — 500 i 500 — 700 um, te su

rezultati toksic¢nosti graficki prikazani na slici 26.
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Slika 26. Utjecaj MP-a razli¢itih veli¢ina Cestica pri koncentraciji od 500 mg/L na testni

organizam Daphnia magna.

Ocigledno je da za sve veliine Cestica svih vrsta MP-a nije bilo Stetnog utjecaja na
jedinke Daphnia magna, odnosno prezivljenje je 100 %, osim za PE najmanje veliine Cestica
100 — 300 um koje je rezultirao s 90 % pokretnih jedinki. Rehse i sur. (2016.) istrazivali su
akutnu toksi¢nost MP-a promjera 1 i 100 um na Daphnia magna i pokazali da MP od 1 pm
vodenbuha moze progutati, $to u konacnici dovodi i do smrtnosti, dok MP velicine ¢estica 100
Lm ne moZe progutati te nema znac¢ajnog toksi¢nog ué¢inka.'** U skladu s ovim istrazivanjem
mozemo potvrditi da koriStene veli¢ine ¢estica MP-a u ovom pokusu nemaju toksican utjecaj
na Daphnia magna jer su &estice prevelike da dovedu do toksi¢nog uéinka ili smrtnosti. Cestice
manjih veli¢ina imaju vecu specificnu povrsinu i sposobnije Su adsorbirati druge onecis¢ujuce
tvari, a time imaju i ve¢i toksi¢ni u¢inak na Daphnia magna.*

Poznato je da se Daphnia magna hrani neselektivno u rasponu ¢estica veli¢ine 1 — 50
um. Na temelju navedenoga, proveli smo pokus s PS-om veli¢ine ¢estica 0,5 i 2 um, od kojih
je svaki primijenjen u koncentracijama0,1; 0,5; 1; 2 i 10 mg/L. Rezultati toksi¢nosti na Daphnia
magna prikazani su na slici 27 i potvrduju da toksi¢nost ovisi o koncentraciji te da veli¢ina

Cestica mora biti prikladna za unos u organizam kako bi izazvala toksi¢ni u¢inak.
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Slika 27. Utjecaj PS-a razlic¢itih koncentracija (0,1; 0,5; 1; 2 i 10 mg/L) i veli¢ine Cestica (0,5 i

2 um) na Daphnia magna.

Nasi rezultati ukazuju da su $tetniji u¢inak imale Cestice PS-a od 2 um nego manje od
0,5 um. To potvrduje i izraCunati ECso, koji ukazuje da koncentracija koja izaziva nepokretnost
50 % vodenbuha unutar 48 sati izlaganja PS-u veli¢ine Cestica 0,5 um iznosi 33,62 mg/L, dok
za PS veli¢ine Cestica 2 pm iznosi 0,02 mg/L. Sli¢ne rezultate prikazali su Rist i sur. (2017.)
proucavajuci unos PS kuglica (1 mg/L) dviju veli¢ina (0,1 i 2 um) tijekom 24 sata u Daphnia
magna starima tjedan dana te zakljucili da je unesena masa Cestica od 2 um bila pet puta veca
nego za Cestice od 0,1 um.'*® Gambardella i sur. (2017.) proucavali su uéinke 0,1 pm PS
kuglica tijekom 48 sati na li¢inacki stadij rafica Amphibalanus amphitrite i Artemia
franciscana. Rezultati su pokazali da se MP ove veli¢ine nakuplja u ispitivanim rakovima, ali
bez utjecaja na smrtnost.'*” Eksperimentalne laboratorijske studije pokazale su da zooplankton
ima sposobnost lakog gutanja MP cCestica odgovarajuce veli¢ine. Dakle, postoji o€ekivani
raspon veli¢ine MP-a koji mogu progutati razli¢iti zooplanktonski organizmi, a za vecinu vrsta
prema dostupnim informacijama taj je raspon izmedu 2 - 32 pm.}” S obzirom na literaturne
podatke mozZemo pretpostaviti da su veli¢ine MP od 0,5 um u naSem pokusu premale i u tim
veli¢inama nemaju toksican ucinak na rac¢ice Daphnia magna. U konacnici, Eltemsah i Bohn
(2019.) su pokazali da MP nije akutno toksi¢na ni za mlade ni za odrasle jedinke Daphnia
magna unutar 48 sati. Medutim, nakon 96 i 120 sati, kod relativno visoke koncentracije MP-a

148

doslo je do toksicnog ucinka**, sto takoder moze objasniti visoko prezivljenje Daphnia magna

u nasem pokusu.
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4.3. Ispitivanje utjecaja antivirotika na Daphnia magna

Tijekom 48 sati pracen je utjecaj antivoritka ATA, EMT, NIR, OST, RIB i SOF na testni
organizam Daphnia magna, te su rezultati prikazani graficki na slici 28. Antivirotici su
pripremljeni serijom razrjedenja opisanih u poglavlju 3.3.2. od temeljne standardne otopine
koncentracije 0,003 mmol/L za ATA, odnosno 0,1 mmol/L za EMT, NIR, OST, RIB i SOF, te
su radne koncentracije u pokusu za ATA iznosile 0,003; 0,0003 i 0,00003 mmol/L, dok su za
EMT, NIR, OST, RIB i SOF radne koncentracije iznosile 0,1; 0,01 i 0,001 mmol/L.

100 -

80
60
40
20
0 A
ATA EMT NIR OST RIB SOF

0,003 mg/L (ATA); 0,1 mg/L (EMT, NIR, OST, RIB, SOF)
=0,0003 mg/L (ATA); 0,01 mg/L (EMT, NIR, OST, RIB, SOF)
0,00003 mg/L (ATA); 0,001 mg/L (EMT, NIR, OST, RIB, SOF)

pokretne jedinke / %

Slika 28. Utjecaj antivirotika pri razli¢itim serijskim razrjedenjima na testni organizam

Daphnia magna.

Na slici 28 mozemo primjetiti da Svi antivirotici u svim primijenjenim koncentracijama
nisu doveli do imobilizacije jedinki. Izuzetak je samo SOF koncentracije 0,00003 mmol/L, koji
je rezultirao uéinkom od 90 % pokretnih vodenbuha, odnosno u ovom sluéaju jedna jedinka
nije pokazivala znakove pokretljivosti od ukupno postavljenih 10 zivih jedinki. U navedenoj
seriji koncentracija, najveci toksi¢ni u¢inak o¢ekuje se pri najvisoj koncnetraciji, ali vidimo da
u ovom pokusu to nije uo¢eno vjerojatno iz razloga $to su antivirotici pripremljeni u okolisnim
koncentracijama, koje ipak ne pokazuju toksi¢ne u¢inke. ATA i EMT su antiretrovirusni (ARV)
lijekovi koji se koriste za lijeCenje bolesti virusa humane imunodeficijencije (HIV) i sve se vise
otkrivaju u vodenom okolisu, a malo se zna o njihovom utjecaju na vodene organizme. U
istrazivanju kojeg su proveli Mahaye i Musee (2022.) s ARV, efavirenz (EFV) i tenofovir
(TFV), u koncentracijama od 62,5 — 1000 pg/L u rijeénoj vodi s ra¢icem Daphnia magna,

smrtnost tijekom 48 sati je uogena za koncentracije od 500 i 1000 pg/L.}*? ATA je pronaden u
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141 a vrlo su ograni¢eni eksperimentalni podatci o

postrojenjima za obradu otpadne vode.
njegovoj sudbini ili toksiénosti u okolisu.®! U istrazivanju Cid i sur. (2021.) ispitala se akutna
toksi¢nost na morskom jezincu Echinometra lucunter provodenjem testova oplodnje i razvoja
embrija i li¢inki. Srednja koncentracija ATA koja je inhibirala oplodnju u 1 satu iznosila je ICso
73,04 mg/L, a za inhibiciju razvoja embrija i li¢inki je 1Cso 0,63 mg/L. Koeficijent raspodjele
oktanol-voda (Kow), odnosno logKow iznosio je 4,54, a rezultat veéi ili jednak 3, predstavlja
toksi¢an ué¢inak na okolis.!*® Otpustanje antivirusnih lijekova kao $to je OST u okoli§ moze
predstavljati rizike, koji ukljucuju sigurnost vode za pice, ekoloski zdravstveni rizik, razvoj
antivirusne rezistencije, destabilizaciju mikrobnih biofilmova te utjecaj na izvedbu i funkciju
proc¢is¢ivaca otpadnih voda. To Cesto moze dovesti do stvaranja metabolita ili nusproizvoda
razgradnje, koji mogu biti Stetniji od svojih mati¢nih spojeva i teze ih je ukloniti iz otpadne
vode. OST i peramivir inhibirali su stvaranje biofilma na mikrobnoj zajednici poput
Pseudomonas aeruginosa.®? ECso u provedenom ekperimentu u ovom diplomskom radu nije
izraCunat za akutni bioloski test s rac¢i¢em Daphnia magna jer imobilizacija ili smrtnost nisu
dosegli 50 %, $to je i o¢ekivano jer su primjenjene okoliSne koncentracije antivirotika puno

niZe od koncentracija koje su dokazane kao toksi¢ne u navedenim literaturnim podacima.

4.4. Ispitivanje utjecaja antibiotika azitromicina na Daphnia magna

Tijekom 48 sati pracen je utjecaj antibiotika AZ na testni organizam Daphnia magna.
Antibiotik je pripremljen serijom razrjedenja od temeljne standardne otopine 0,1 mmol/L te su
primijenjene radne koncentracije iznosile 0,1; 0,01 i 0,001 mmol/L i one odgovaraju okolisnim
uvjetima. Uz okolisne, primijenjene su i koncentracije od 0,25 i 0,5 mmol/L koje se uglavnom
ne o¢ekuju u prirodnim uvjetima, ali su testirane za usporedbu toksi¢nog ucinka, §to se moze

vidjeti na slici 29.
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Slika 29. Utjecaj razli¢itih koncentracija (0,001; 0,01; 0,1; 0,25 i 0,5 mmol/L) AZ na Daphnia

magna.

Rezultati potvrduju ovisnost toksi¢nog uc¢inka AZ o koncentraciji. Postotak pokretnih
jedinki vodenbuha nakon izlaganja antibiotiku AZ kod koncentracija 0,001 i 0,01 mmol/L
iznosi 100 %, odnosno nema toksi¢nog ucinka 1 pri ovim niskim okoli§nim koncentracijama
prezivjele su sve jedinke. Primjenom visih koncentracija uocava se porast toksi¢nog ucinka,
odnosno kod koncentracije AZ od 0,1 i 0,25 mmol/L prezivljenje je 80 %, a od 0,50 mmol/L
prezivljenje je 50 %. ECso prema dobivenim rezultatima ukazuje da koncentracija AZ-a koja
izaziva nepokretnost 50 % vodenbuha unutar 48 sati izlaganja iznosi 0,6 mmol/L. AZ nalazimo
u prirodnim vodama, te je dokazano da tijekom dugotrajne izloZenosti vodenih organizama AZ-
u dolazi do subletalnih u¢inaka, ¢ak i pri niskim koncentracijama. Prema Li i sur. (2020.) AZ
utjece na aktivnosti probavnih enzima i oksidativni stres, $to u konacnici dovodi do promjene

nadina hranjenja Daphnia magna.®

4.5. Ispitivanje utjecaja mikroplastike u kombinaciji s antiviroticima na
Daphnia magna

U svrhu procjene toksi¢nosti MP-a u kombinaciji s antiviroticima koristen je PS, kao
jedna od vrsta MP-a s naj¢es¢om primjenom, U binarnim i ternarnim kombinacijama s jednim
ili dva antivirotika. Uc¢inak binarnih i ternarnih otopina PS-a (500 mg/L, veli¢ina Cestica 100-

300 um) u razli¢itim kombinacijama sa Sest vrsta antivirotika (0,003 mmol/L ATA te 0,1
mmol/L EMT, NIR, OST, RIB i SOF) prikazan je na slici 30.
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Slika 30. Utjecaj PS-a (500 mg/L, veli¢ina ¢estica 100 — 300 wm) u binarnim i ternarnim
kombinacijama sa Sest vrsta antivirotika (0,003 mmol/L ATA te 0,1 mmol/L EMT, NIR,

OST, RIB i SOF).

Rezultati pokazuju da za sve kombinacije nema toksi¢nog ucinka i prezivljenje
vodenbuha je 100 %, osim za PS-a u ternarnoj kombinaciji s EMT i NIR, gdje je postotak
prezivljenja 80 %. lako su koncentracije odabranih ksenobiotika u vodenim ekosustavima
prilicno niske, kroni¢na izlozenost organizama kao i promjene u njihovom genetskom
materijalu mogu predstavljati zabrinutost za okoli§, posebno kada se pojavljuju u mjeSavinama.
Utjecaj kombiniranih ksenobiotika moze se izraziti kao aditivnost, sinergizam ili
antagonizam.'® Aditivna interakcija je kada medusobno reagiraju dvije tvari koje imaju isto
djelovanje na organizam, pri ¢emu se ukupni ucinak moze prikazati zbrojem pojedinac¢nih
ucinaka. SinergistiCka interakcija se pojavljuje imedu dvije tvari s istim ucinkom, ali
istovremena prisutnost i medudjelovanje u organizmu ima za posljedicu ukupni uéinak veéi od
zbroja pojedinacnih tvari. Antagonisticki uinak je djelovanje jedne tvari na smanjenje
djelovanja druge tvari jer se kemijski sastojci medusobno ne preklapaju. Gledajuéi toksic¢ni
ué¢inak EMT i NIR pojedina¢no, pokretni broj Daphnia magna je bio 100 %, dok je u
kombinaciji s PS-om iznosio 80 % te mozemo re¢i da jedni na druge djeluju sinergisticki. Ipak
generalno, nasi rezultati ukazuju da okoli$ne koncentracije antivirotika niti u kombinaciji s MP-

om ne dovode do toksi¢nih u¢inaka na Daphnia magna.
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4.6. Ispitivanje utjecaja mikroplastike u kombinaciji s antibiotikom na
Daphnia magna

Daljnja procjena toksi¢nosti MP-a u kombinaciji s ksenobioticima ukljucivala je binarnu
kombinaciju cetiri vrste MP-a s antibiotikom AZ. Konkretno, primijenjena je kombinacija PS,
PE, PET i PVC (500 mg/L, veli¢ina Cestica 100-300 um) i AZ (0,1, 0,25, 0,5 mmol/L), a
rezultati su prikazani na slici 31.
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Slika 31. Utjecaj binarnih kombinacija MP (500 mg/L, veli¢ina ¢estica 100 — 300 um) i
antibiotika AZ (0,1; 0,25 i 0,5 mmol/L) na Daphnia magna.

Generalno, uc¢inak MP u kombinaciji s AZ pokazuje vefu smrtnost pri visim
koncentracijama AZ. Tako za PS u kombinaciji s 0,1 mmol/L AZ nema smrtnosti, dok broj
prezivjelih Daphnia magna pri 0,25 i 0,5 mmol/L AZ opada na 72,7 % i 83,3 %. Jo§ je ocitiji
ucinak za kombinaciju PET-a i PE-a s antibiotikom, za koje je postotak pokretnih jedinki
vodenbuha iznosio 80 % pri 0,1 mmol/L AZ i opao na 20 % pri 0,5 mmol/L AZ. Prema
Gonzdalez-Pleiter i sur. (2021.) MP pokazuje sposobnost adsorpcije AZ-a, koja se povecava s
koncentracijom u otopini, §to je potvrdeno i u provedenom pokusu, posebno za PET i PE.®
Zhang i sur. (2019.) proucavali su uc¢inke uzrokovane PS-om veli¢ine 1 um s roksitromicinom
(antibioticki lijek), te dokazali znacajne akutne i kroni¢ne uéinke na Daphnia magna.'®! U radu
Gonzalez-Pleiter i sur. (2021.) MP nije bila otrovna za cijanobakteriju Anabaena sp., no MP u

kombinaciji s AZ znagajno su inhibirali rast i sadrzaj klorofila cijanobakterije.®
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4.7. lspitivanje utjecaja mikroplastike u kombinaciji s antiviroticima i
antibiotikom na Daphnia magna

Ispitan je i moguci toksi¢ni ucinak ternarnih otopina, koje su pripremljene
kombinacijom PS-a (500 mg/L, veli¢ina Cestica 100-300 um), AZ-a koncentracije 0,1 mmol/L,
i antivirotika koncentracije 0,003 mmol/L za ATA i 0,1 mmol/L za EMT, NIR, OST, RIB i

SOF, a rezultati su prikazani graficki na slici 32.
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Slika 32. Utjecaj kombinacija PS (500 mg/L, veli¢ina Cestica 100 — 300 um), 0,1 mmol/L AZ
i razli¢itih vrsta antivirotika (0,003 mmol/L ATA te 0,1 mmol/L EMT, NIR, OST, RIB i
SOF).

U ternarnoj kombinaciji opet je izabran PS kao ¢esto koristena vrsta MP-a, a uzeta je i
najmanja veli¢ina Cestica od 100 — 300 pum, jer se toksi¢an ucinak, prema prethodnom pokusu
i literaturnim podacima, moze eventualno ocekivati od ¢estica MP-a najmanje veli¢ine od
primijenjenih. Prema grafu na slici 32 vidimo da je pokretljivost vodenbuha 100 %, osim 80 %
za kombinaciju PS+AZ+EMT te PS+AZ+0OST. PS veli¢ine ¢estica 100 — 300 um pokazuje u
pojedinac¢nom pokusu postotak pokretnih vodenbuha 100 %, AZ koncentracije 0,1 mmol/L 80
%, a EMT i OST koncentracije 0,1 mmol/L 100 %, a u njihovoj ternarnoj kombinaciji
pokretljivost iznosi 80 % te mozemo vidjeti da toksi¢ni u¢inak ima jedino AZ, a da PS, OST i

EMT ne utjecu na toksi¢nost vodenbuhe Daphnia magna.
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4.8. Mikroskopska analiza vodenbuhe Daphnia magna

Na slici 33 prikazane su mikrofotografije slatkovodnog zooplanktonskog racic¢a
Daphnia magna nakon 48 sati izlaganja fluorescentno crvenoj vodenoj suspenziji PS-a, veli¢ine
Cestica 2 um i koncentracije u mediju 10 mg/L. Postupak mikroskopske analize opisan je u

poglavlju 3.3.6.

Slika 33. Mikrofotografije Daphnia magna snimljene pod stereo lupom s ugradenom
kamerom nakon 48 sati izlaganja fluorescentno crvenoj vodenoj suspenziji PS-a, veli¢ine

Cestica 2 um i koncentracije u mediju 10 mg/L.

Na mikrofotografijama se vidi da nema fizikalnih deformacija na vodenbuhi Daphnia
magna, no vidljivo je kako se unutar njezinatijela nalazi ruzicasto obojenje koje potvrduje unos
Cestica PS-a u probavni sustav. Ovime smo potvrdili da se veli¢ine PS-a od 2 um mogu unijeti
u organizam Daphnia magna, sto je u skladu s rezultatima testova toksi¢nosti, koji su potvrdili
1 njihovu toksi¢nost (slika 27). Upravo se na ovaj na€in u okoliSnim uvjetima cestice MP-a
prenose dalje kroz hranidbeni lanac. Daphnia magna je primarni potrosac i ¢ini vezu izmedu
primarnih proizvodaca (alge) i tercijarnih potrogaca (ribe) u prehrambenom lancu. Stetni uéinci
na vodene beskraljeznjake bi mogli izazvati potencijalne Stetne implikacije poput neravnoteze
ekosustava. Razumijevanje uc¢inaka ksenobiotika na nizim trofickim razinama moglo bi pomo¢i

u predvidanju njihovih potencijalnih rizika za organizme te ljudsko zdravlje.'#?
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4.9. Rezultati statisticke analize varijance (ANOVA)

U tablici 11 prikazani su rezultati obrade u programskom paketu Design Expert

modulom ANOVA, a na slici 33 je 2D prikaz odzivne povrSine u meduovisnosti ¢cimbenika.

Tablica 11. Eksperimentalne vrijednosti parametara analize varijance (ANOVA) za test

toksi¢nosti s Daphnia magna.

Zbroj df Srednji F-vrijednost p-vrijednost
kvadrata kvadrat Vjv.>F
Model 15312,50 4 3828,13 85,47 0,0020
A-A 14878,13 1 14878,13 332,16 0,0004
(A-veli¢ina Cestica /
pm)
B-B 434,38 3 144,79 3,23 0,1805
(B-koncentracija /
mg/L)
Ostatak 134,37 3 44,79
Ukupno 15446,88 7
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Slika 34. 2D prikaz odzivne povrsine u meduovisnosti ¢imbenika: a) AA (veli¢ina Cestica); b)

AB (veli¢ina Cestica 0,5 um i koncentracija); (c) AB (veli¢ina Cestica 2 um i koncentracija).

U ovom radu provodila se statisticka analiza u svrhu odredivanja uvjeta u kojima dolazi
do znaéajnog toksi¢nog ucinka ksenobiotika na testni organizam Daphnia magna. Prema
provedenim pokusima utvrdeno je da okolisne koncentracije farmaceutika i veli¢ine Cestica
MP-a iznad 100 um nemaju znacajan toksi¢ni ucinak na testni organizam Daphnia magna.
Statisticka analiza provodila se prema potpunom faktorskom dizajnu (engl. Full Factorial
design) kao $to je opisano u poglavlju 2.5.1. Neki od matemati¢kim modela koji su se koristili
u istrazivanjima toksi¢nog ucinka razlicitih onecis¢ujuéih tvari na testni organizam Daphnia
magna su na primjer Weibullova jednadzba u radu Santojanni i sur. (2003.), gdje su uzeli u
obzir dva parametra So (heterogenost) i @ (maksimalni zivotni vijek jedinke), na temelju kojih
se ispitivala krivulja prezivljavanja vodenbuha®®?, Sinko-Streiferov model koristen u radu
Ruttera i sur. (2017.) koji opisuje kontinuirano vrijeme dinamike populacije s parametrima u
(dob) i t (vrijeme)™®3; Tukeyjev post hoc test s Bonferronijevom korekcijom u radu Grzesiuk i
sur. (2020.), gdje se pratio utjecaj farmaceutika na parametre zivotnog ciklusa vodenbuha, kao
i postotak deformiranih embrija®>* te mnogi drugi. Najée$ée promatrani parametri u radovima
s Daphnia magna su rast, plodnost i smrtnost.’>® U tablici 9 prikazani su rezultati obrade u

programskom paketu Design Expert modulom ANOVA. U situacijama kada je naglasak na
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otkrivanju faktora koji imaju utjecaja na proces ili na procjenu samog utjecaja najcesce se
koristi potpuni faktorski dizajn. Ispitivao se ucinak nezavisnih varijabli (veli¢ina Cestica i
koncentracija) s obzirom na jednu (zavisnu) varijablu (postotak pokretnih vodenbuha) u testu
toksi¢nosti analizom varijance (ANOVA) koriStenjem programa Design Expert, s razinom
znacajnosti p>0,05. F-vrijednost modela manja od 0,0500 ukazuje na to da su cimbenici modela
znacajni. Provedbom analize kao znacajni ¢imbenik pokazao se model A, odnosno veli¢ina
Cestice. Dobivene vrijednosti veée od 0,1000 oznacavaju da parametri modela nisu znacajni, te
ih je potrebno promijeniti. Model se moze prikazati u obliku dvodimenzionalnih grafova
povrsine odziva. Dvodimenzionalni (2D) prikaz odzivnih povrSina prikazuje nam povrsinu
prema kojoj se moze vidjeti utjecaj promatranih parametara na postotak pokretnih vodenbuha.
Prema 2D grafu ovisnosti nezavisne (veli¢ina Cestica) i zavisne (postotak pokretnih vodenbuha)
varijable na slici 33 uocava se da se postotak pokretnih vodenbuha smanjuje s povecanjem
veli¢ina Cestica od 0,5 do 2 um. Promatraju¢i ovisnost nezavisne varijable (koncentracija) i
zavisne (postotak pokretnih vodenbuha) obzirom na veli¢inu Cestica od 0,5 i 2 um moZemo
vidjeti da postotak pokretnih vodenbuha opada pri srednjim vrijednostima koncentracija, ali su
pri 2 um vrijednosti postotka pokretnih vodenbuha puno manje, odnosno dolazi do znacajnog
toksi¢nog uc¢inka na testni organizam Daphnia magna. Generalno se uocava da veli¢ina Cestica
koncentracije dolazi do povecéanog toksi¢nog uéinka. U programu dobiveni R? iznosi 0,9797,
Sto takoder pokazuje da je model dobro postavljen. Na temelju dobivenih rezultata prikazanih
u tablici 12 uvjeti koji su se pokazali znacajnim za proces ispitivanja toksi¢nog ucinka na testni
organizam Daphnia magna su najmanja veli¢ina Cestica (0,5 um) i najmanja koncentracija (0,1

mg/L), odnosno uvjeti koji nemaju negativan toksi¢an u¢inak.

Tablica 12. Uvjeti u kojima ne dolazi do znacajnog toksi¢nog ucinka na testni organizam

Daphnia magna dobiveni pomo¢u Design Expert-a.

veli¢ina Cestica / pm 0,5

koncentracija / mg/L 0,1
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5. ZAKLJUCAK

Ispitivanje akutne toksi¢nosti na testnom organizmu Daphnia magna ima mnogobrojne

prednosti kao $to su niska cijena, jednostavnost, brz i osjetljiv test s mogu¢nos¢u mnogobrojnih

ponavljanja. Cilj ovog rada bio je ispitati toksi¢ni u¢inak MP-a (PS, PET, PVC i PE),
antivirotika (ATA, EMT, NIR, OST, RIB i SOF) i antibiotika (AZ) kao pojedina¢nih okoli$nih

ksenobiotika te u kombinaciji (binarne i ternarne mjeSavine) tijekom 48 sati. Na temelju

provedenih pokusa moze se zakljuciti sljedece:

prije postavljanja pokusa potvrdena je pouzdanost provedbe testova toksi¢nosti pomocu
referentne tvari kalijeva dikromata, odnosno ECsg vrijednost iznosila je 0,88 mg/L sto je
u skladu s referentnim vrijednostima;

u pojedina¢nom pokusu Cetiri vrste MP-a razlicite veli¢ine ¢estica (500 mg/L; 100 — 300,
300-500, 500 — 700 um) s vodenbuhom Daphnia magna nije primijecen toksic¢ni u¢inak,
Sto ukazuje da Cestice veli¢ina koje nisu dostupne za unos u organizam nemaju toksican
ucinak;

u ispitivanju toksi¢nog u¢inka PS-a veli¢ine ¢estica 2 um i 0,5 pm na vodenbuhu Daphnia
magna, pokazao se znacajan toksi¢an ucinak, ovisno o veli¢ini Cestica i koncentracijama
odnosno pokretljivost jedinki iznosila je 0 % za koncentracije 0,5; 1; 21 10 mg/L PS-a od
2 um, $to je u skladu s ¢injenicom kako vodenbuhe unose u organizam ¢estice raspona
veli¢ina 1 — 50 pum,;

ECso vrijednost za Cestice PS-a 0,5 um iznosi 33,62 mg/L, a za Cestice PS-a 2 um 0,02
mg/L, §to nam potvrduje znacajan toksi¢ni uc¢inak PS-a veli¢ine Cestica 0od 2 pm;

u pojedinac¢nom pokusu antivirotika EMT, NIR, OST, RIB i SOF (0,001; 0,01 i 0,1
mmol/L) i ATA (0,003; 0,0003 i 0,00003 mmol/L) s vodenbuhom Daphnia magna nije
primije¢en toksi¢ni ucinak, $to ukazuje da okoliSne koncentracije antivirotika ne
pokazuju toksic¢ni ucinak;

u pojedinaénom pokusu antibiotika AZ s vodenbuhom Daphnia magna primijecen je
toksi¢ni uéinak Koji je rastao s porastom koncentracije, te je pokretljivost vodenbuha
Daphnia magna pocela opadati pri koncentraciji 0,1 i 0,25 mmol/L na 80 %, odnosno pri
0,5 mmol/L na 50 %, a izracunata ECsp vrijednost iznosi 0,6 mg/L;

binarne i ternarne mjesavine PS-a (500 mg/L; 100 — 300 um) s antiviroticima (0,003
mmol/L ATA te 0,1 mmol/L EMT, NIR, OST, RIB i SOF) nisu pokazale toksi¢ni uc¢inak
na vodenbuhu Daphnia magna jer je pokretljivost vodenbuha bila 100 %, osim za je
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kombinaciju PS+ EMT+NIR koja je rezultirala s 80 % pokretnih jedinki vodenbuha
Daphnia magna;

binarne mjeSavine MP-a (PS, PE, PET i PVC, 500 mg/L; 100 — 300 um) s AZ (0,1; 0,25
i 0,5 mmol/L) pokazale su znacajan toksi¢ni ucinak na vodenbuhu Daphnia magna
povecanjem koncentracije, gdje su kombinacije AZ s PE, odnosno PET pokazale
znacajan pad pokretnih jedinki s 80 % pri 0,1 mmol/L AZ na 20 % pri 0,5 mmol/L AZ;
ternarne mjesavine PS-a (500 mg/L; 100 — 300 um) s AZ (0,1 mmol/L) i antiviroticima
(0,003 mmol/L ATA te 0,1 mmol/L EMT, NIR, OST, RIB i SOF), nisu pokazale znac¢ajan
toksi¢ni ucinak, najvecu inhibiciju pokretljivosti jedinki imale su kombinacije
PS+AZ+EMT te PS+AZ+OST, iako ne znacajnu jer je 80 % jedinki vodenbuhe Daphnia
magna bilo pokretno;

statistickom analizom utvrdeno je da veli¢ina Cestica od 0,5 um i koncentracija od 0,1
mg/L nemaju negativan toksi¢ni uc¢inak na testni organizam Daphnia magna;

potvrdili smo da znacajni toksi¢ni ucinci ksenobiotika na Daphnia magna ovise o
koncentracijama i veliini Cestica te da znaCajno mogu utjecati na okoli$, akvaticke

organizme i zdravlje ljudi.
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6. POPIS SIMBOLA

AIDS — engl. acquired immune deficiency syndrome
ANOVA — engl. Analysis of Variance
ATA — atazanavir

AZ — azitromicin

CoV - koronavirus

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EMT — emtricitabin

ERA —engl. environmental risk assessment
ERI — eritromicin

HDPE — polietilen visoke gustoce

HIV — virus humane imunodeficijencije
KLA — Klaritromicin

LDPE — polietilen niske gustoce

LLDPE — kratkorazgranati polietilen niske gustoce
MAP — makroplastika

MEP — mezoplastiku

MP — mikroplastika

NIR — nirmatrelvir

NiV — virus Nipah

NOP — napredni oksidacijski proces

NP — nanoplastika

OECD - engl. Organization for Economic Cooperation and Development
OSE - oselfamivir

PE -polietilena

PET — poli(etilen-tereftalat)

PLA — poliaktid

PP — polipropilen

PS — polistirena

PVC — poli(vinil-klorid)

RIB — ribavirin

RNA — ribonukleinska kiselina

SAD - Sjedinjene Americke Drzave
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SOF — sofosbuvir
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