4

Postojana organska oneciscivala u slatkim vodama:
prostorna distribucija i analiza rizika

Terzié¢, lvana

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology / SveucilisSte u Zagrebu, Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:797145

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-17

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Chemical Engineering and
Technology University of Zagreb

FKITMCMXI:

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:797145
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/fkit:2627
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/fkit:2627
https://dabar.srce.hr/islandora/object/fkit:2627

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
SVEUCILISNI DIPLOMSKI STUDILJ

Ivana Terzié

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, ozujak 2024.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
SVEUCILISNI DIPLOMSKI STUDIJ

Ivana Terzié

POSTOJANA ORGANSKA ONECISCIVALA
U SLATKIM VODAMA:
PROSTORNA DISTRIBUCIJA | ANALIZA RIZIKA

DIPLOMSKI RAD

Mentor: znanstveno-nastavno radno mjesto: prof. dr. sc. Sime Uki¢, Fakultet
kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Komentor: znanstveni savjetnik u trajnom izboru: dr. sc. Snjezana Herceg Romani¢,

Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada

Clanovi ispitnog povjerenstva:
1. znanstveno-nastavno radno mjesto: prof. dr. sc. Sime Uki¢, Fakultet
kemijskog inZenjerstva i tehnologije
2. znanstveno-nastavno radno mjesto: doc. dr. sc. Matija Cvetni¢, Fakultet
kemijskog inZenjerstva i tehnologije
3. znanstveni savjetnik u trajnom izboru: dr. sc. Snjezana Herceg

Romani¢, Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada

Zagreb, ozujak 2024,






Ovo istrazivanje (diplomski rad) proizaslo je iz rada na opremi nabavljenoj u
sklopu projekta KK.01.1.1.02.0007 , Research and Education Centre of
Environmental Health and Radiation Protection — Reconstruction and Expansion of
the Institute for Medical Research and Occupational Health” te u sklopu projekta
., Oneciséenje okolisa i ljudsko zdravije: fizikalno-kemijska analiza, toksicnost i
modeli strojnog ucenja” (EnvironPollutHealth) voditeljice dr. sc. Herceg Romanié
financiranog iz sredstava Europske unije — NextGenerationEU (Programski ugovor
od 8. prosinca 2023. KLASA: 643-02/23-01/00016, URBROJ: 533-03-23-0006).






Zahvaljujem se mentoru prof. dr. sc. Simi Uki¢u, komentorici dr. sc. Snjezani
Herceg Romanic i doc. dr. sc. Mariju Lovricu na predlozenoj temi, korisnim savjetima

te strpljenju i vremenu za brojne upite prilikom izrade diplomskog rada.

Zahvaljujem suprugu Teu, roditeljima i svima koji su uskakali kad je trebalo,

na pruzenoj pomoci tijekom studiranja i tijekom izrade ovog diplomskog rada.






Sazetak

SAZETAK

Ovaj diplomski rad usredotocen je na proucavanje postojanih organskih
oncis¢ivala (engl. persistent organic pollutants, POPs), stavljaju¢i naglasak na
njihove osnovne karakteristike te ekotoksikoloske rizike koje predstavljaju. U radu su
detaljno analizirani poliklorirani bifenili (PCB), organoklorni pesticidi (OCP) i
policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH) kao primjeri POPs-ova. Inovativni aspekt
ovog rada je primjena in silico modeliranja, uklju¢ujuéi prediktivnu toksikologiju i
napredne statisticke analize, kako bi se poboljSalo razumijevanje i1 predvidanje
toksikoloskih svojstava ovih onecis¢ujué¢ih tvari. Upotrebom VEGA QSAR modela
analizirana je toksi¢nost, postojanost i bioakumulacija u sedimentima Hrvatske, koja
je zbog svojih bogatih vodnih resursa idealna za proucavanje utjecaja POPSs-ova.
Sedimenti sluze kao indikator za procjenu oneci$éenja zahvaljujuéi svojoj sposobnosti
akumulacije tvari. lako postoje odredena mjerenja, podaci o rasprostranjenosti i
koncentracijama PCB-ova i OCP-ova su ograniceni, §to istice potrebu za daljnjim
istrazivanjima. Napredak ovog rada lezi u primjeni sofisticiranih analiti¢kih metoda,
ukljucujuéi kemometrijske pristupe, kao §to su analiza glavnih komponenata (PCA) i
hijerarhijska klaster analiza (HCA), koje omogucuju detaljnu obradu i interpretaciju
prikupljenih podataka. Ovi pristupi omogucavaju ne samo identifikaciju 1
kvantifikaciju prisutnosti spojeva u sedimentima, ve¢ i1 dubinsko razumijevanje
njihove distribucije, transporta i ekotoksikoloskog utjecaja na akvati¢ne ekosustave.
Kroz temeljitu analizu uzoraka sedimenta prikupljenih iz razlic¢itih dijelova Hrvatske,
rad istraZzuje regionalne razlike u koncentracijama 1 potencijalnim izvorima
promatranih oneciS¢ujucih tvari, te evaluira rizike koje one predstavljaju za okoliS 1
zdravlje ljudi.

Zaklju¢no, rad pridonosi znaajnom napretku u  razumijevanju
ekotoksikoloskih rizika povezanih s postojanim organskim oneci§¢uju¢im tvarima u
hrvatskim slatkovodnim ekosustavima, naglasavaju¢i potrebu za daljnjim

istrazivanjima i implementacijom adekvatnih mjera zastite.

Kljuéne rijefi: postojana organska oneciS¢ivala, slatkovodni sustav, procjena
ekotoksikoloskog rizika, QSAR, analiza glavnih komponenata, hijerarhijska klaster

analiza






Summary

SUMMARY

This thesis is focused on the study of persistent organic pollutants (POPs),
emphasizing their basic characteristics and the ecotoxicological risks they pose. It
provides a detailed analysis of polychlorinated biphenyls (PCBs), organochlorine
pesticides (OCPs), and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) as examples of
POPs. An innovative aspect of this work is the application of ,,in silico“ modeling,
including predictive toxicology and advanced statistical analyses, to enhance the
understanding and prediction of the toxicological properties of these pollutants. The
toxicity, persistence, and bioaccumulation in Croatian sediments, which are ideal for
studying the impact of POPs due to the country's rich water resources, were analyzed
using the VEGA QSAR model. Sediments serve as an indicator for pollution
assessment thanks to their ability to accumulate substances. While certain
measurements exist, data on the prevalence and concentrations of PCBs and OCPs are
limited, highlighting the need for further research. This work advances by applying
sophisticated analytical methods, including chemometric approaches such as principal
component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA), which allow for a
detailed processing and interpretation of collected data. These approaches enable not
only the identification and quantification of compounds in sediments but also a deep
understanding of their distribution, transport and ecotoxicological impact on aquatic
ecosystems. Through a thorough analysis of sediment samples collected from various
parts of Croatia, the study explores regional differences in concentrations and
potential sources of the observed pollutants and evaluates the risks they pose to the
environment and human health.

In conclusion, this work contributes significantly to the understanding of the
ecotoxicological risks associated with persistent organic pollutants in Croatian
freshwater ecosystems, underscoring the need for further research and the

implementation of adequate protection measures.

Keywords: persistent organic pollutants, freshwater system, ecotoxicological risk

assessment, QSAR, principal component analysis, hierarchical cluster analysis
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Uvod

1. UVOD

Postojana organska onecis¢ivala, skraceno zvana POPs-ovima (engl. persistent
organic pollutants), predstavljaju alarmantnu prijetnju za stabilnost brojnih
ekosustava, ali i ljudsko zdravlje. Ove oneéiS¢ujuce tvari u okoli§ dospijevaju
uglavnom uslijed upotrebe, no njihiv izvor mogu biti i industrijska postrojenja (dio
industrijskog otpada, nusprodukti industrijskih procesa).t2

POPs-ove karakterizira visoka otpornost na razli¢ite mehanizme razgradnje u
okolisu, ukljuéuju¢i kemijske, bioloske i fotoliticke procese. Stoga u okolisu ostaju
dugi niz godina.®® Imaju veliku tendenciju translociranju pa su otkriveni i u regijama
gdje njihova primarna upotreba nije evidentna, kao §to su polarni ekosustavi.
Tendencija bioakumuliranja kroz hranidbeni lanac implicira na ozbiljne zdravstvene i
ekoloske rizike, §to je izazvalo povecan interes i angazman znanstvene zajednice,
vladinih agencija i nevladinih organizacija.%’ Istrazivanje ponasanja i akumulacije
POPs-ova u razli¢itim ekosustavima postao je imperativ za odrzivu buduénost.

Odsustvo proaktivnih mjera u rjeSavanju ovog POPs-ova u okoliSu
potencijalno moZe destabilizirati ekoloske sustave na globalnoj razini. U tom
kontekstu, medunarodne institucije i civilno drustvo nastoje pronaci efikasna rjesenja.
Program Ujedinjenih naroda za okoli§ (engl. United Nations Environment
Programme, UNEP) je jos 1995. identificirao dvanaest klju¢nih POPs-ova, popularno
poznatih kao ,,prljava dvanaestorica” (engl. dirty dozen). Slijedom toga, 1998. je u
Montrealu ugovoren Meduvladin pregovaracki odbor za POPs-ove, okupivsi Sirok
spektar medunarodnih aktera. Kao rezultat ovog okupljanja, osnovana je
Medunarodna mreza za eliminaciju POPs-ova (engl. International POPs Elimination
Network, IPEN). Stockholmska konvencija iz 2001., koja je na snhazi od 2004. i koju
snazno podupire UNEP, posluzila je kao kamen temeljac za globalne napore u
ublazavanju Stetnih u¢inaka POPs-ova. Ove konvencije postavile su temelj globalnim
naporima za uklanjanje POPs-ova iz okolisa.®> Stockholmska konvencija utjec¢e, medu
drzavama koje ju podrzavaju, na donosSenje medunarodne uredbi za upravljanje
proizvodnjom, upotrebom, te trgovinom POPs-ova. To zna¢i da konvencija nalaze
mjere za ograniCavanje ili potpuno eliminiranje ovih opasnih kemikalija kako bi se
zastitili ljudsko zdravlje i1 okoliS. Mjere ukljucuju strogi nadzor nad kemikalijama,
zahtjeve za njihovo sigurno rukovanje i odlaganje, te obaveze za praenje i

izvjeStavanje o njihovoj prisutnosti u prirodi. Proces dodavanja novih kemikalija na
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listu POPs-ova odvija se kroz detaljnu znanstvenu evaluaciju. Ova evaluacija ispituje
njihovu trajnost u okoliSu, sposobnost akumulacije u zivim organizmima i
potencijalnu toksi¢nost. Nakon §to se utvrdi da kemikalija zadovoljava kriterije za
klasifikaciju kao POPs, ona se moze dodati na listu i postaje predmet istih
medunarodnih ogranienja. Ovaj proces moZze trajati godinama zbog potrebe za
konsenzusom medu zemljama potpisnicama i temeljitih znanstvenih analiza.
Koordinirano prikupljanje bioloskih uzoraka od 1960-ih predstavlja kljucni
instrument za detekciju i procjenu rizika od kemikalija u okoliSu. Sistematsko
prikupljanje i analiza uzoraka iz raznih bioloskih jedinki i raznih ekosustava
omogucava pracenje akumulacije Stetnih tvari poput polikloriranih bifenila (PCB),
diklorodifeniltrikloretana (DDT) i drugih postojanih i bioakumuliraju¢ih kemikalija.
Ova praksa je rezultirala stvaranjem tzv. biobanaka koje arhiviraju podatke o
prisutnosti kemikalija kroz vrijeme. Analiziraju¢i ove podatke, znanstvenici mogu
procijeniti kako se razine kemikalija mijenjaju prije i nakon regulativnih intervencija,
¢ime se dokazuje ucinkovitost tih mjera. Ovaj metodoloski pristup bio je temelj za
uvodenje ograni¢enja na upotrebu spomenutih kemikalija te je esencijalan za rano

prepoznavanje rizika i informiranje politika zastite zdravlja i okolisa (slika 1.).°
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Slika 1. Interakcija postojanih organskih onecis¢ivala s okolisem i drustvom u cjelini
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Knjiga ,.Silent Spring™® iz 1962 bila je pionir u osvjestavanju javnosti o
posljedicama uporabe pesticida poput DDT-a, s naglaskom na drasticno smanjenje
populacija ptica i Sire ekoloske implikacije. Desetlje¢ima kasnije, obalna podrucja su
Sjevernog i Baltickog mora te Velikih jezera svjedocila su poremecajima
uzrokovanim poviSenim koncentracijama POPs-ova u raznim morskim organizmima,
globalnih okoli$nih podataka o POPs-ovima otkriva kompleksne obrasce distribucije i
akumulaciju u okolisu.®

Policikli¢ki aromatski ugljikovodici (PAH) nastaju nepotpunim sagorjevanjem
fosilnih goriva, biomase i organskog materijala, a sveprisutni su u okoliSu. Izvori
PAH-ova ukljucuju industrijske procese, promet, kucanstva i prirodne pozare. Svojom
prisutno$c¢u u tlu i vodama te sposobnoséu akumulacije u hranidbenim lancima, PAH-
ovi predstavljaju znacajan rizik za zdravlje ljudi i ekosustave, naglasavajuc¢i potrebu
za kontinuiranim nadzorom i upravljanjem ovim i sli¢nim one¢iséujuéim tvarima.®*°

Napore za smanjenje emisija PAH-ova i drugih opasnih onecis¢ujuéih tvari
provode razne medunarodne institucije, uklju¢uju¢i Ekonomsku komisiju Ujedinjenih
naroda za Europu (engl. United Nations Economic Commission for Europe, UNECE),
Svjetsku zdravstvenu organizaciju (engl. World Health Organization, WHO) i
Program Ujedinjenih naroda za okoli§ (engl. United Nations Environment
Programme, UNEP). Ove organizacije provode brojne konvencije i protokole kao §to
su Konvencija o dalekoseznom prekogranicnom oneciséenju zraka'l, Aarhuski
protokol*?, Stockholmska konvencijal. EU nastoji smanjiti emisije PAH-ova kroz
politiku o &istom zraku®® koja uklju¢uju Direktivu o kvaliteti zraka4, Direktivu o
nacionalnim gornjim granicama emisijal® te regulative izvora oneciséenja'®, koje se
odnose na cestovni promet, proizvodnju i distribuciju elektricne energije, rafinerije i
druga velika industrijska postrojenja, te od nedavno i pomorski promet koji je takoder
prepoznat kao znadajan izvor oneciSéenja zraka.l’ Integrirani pristup u regulaciji
emisija Stetnih spojeva, kao Sto su POPs-ovi i PAH-ovi, temelji se na globalnoj
suradnji 1 tehnoloSkim inovacijama za zaStitu zdravlja i okoliSa. Implementacija
strozih propisa 1 kontinuirani nadzor klju¢ni su za smanjenje oneciS¢enja i
osiguravanje odrzive buduénosti.

Kemoinformatika predstavlja interdisciplinarno podru¢je koje kombinira
elemente kemije, informatike i raCunalnih znanosti kako bi se proucavale molekulske

strukture 1 njihova svojstva. Nastala prije otprilike dva desetljeca, ova disciplina nije
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samo alat za prikupljanje i analizu kemijskih informacija, ve¢ takoder sluzi kao
platforma za razvoj sofisticiranih algoritama i1 racunalnih modela. Glavni fokus
kemoinformatike Cesto lezi u pretrazivanju informacija s ciljem identifikacije novih
molekula od interesa, posebice kada je jedna molekula ve¢ prepoznata kao relevantna
za odredenu primjenu ili istrazivanje.’® Dakle, kemoinformatika je mnogo vise od
pukog skladistenja i pretrage kemijskih informacija. Njezina uloga u razumijevanju
molekularnih interakcija, optimizaciji lijekova i predikciji bioaktivnosti ¢ini je
kljuénom za suvremena istrazivanja u farmaciji, medicini i okoli$noj kemiji. Uz stalni
razvoj algoritama i racunalnih tehnologija, kemoinformatika nastavlja proSirivati
svoje horizonte i potencijalna podru¢ja primjene.*-2

Kvantitativni odnos strukture i aktivnosti tvari (engl. Quantitative Structure-
Activity Relationship, QSAR) predstavlja sofisticirani ansambl racunskih tehnika koje
identificiraju i kvantificiraju odnos izmedu strukture molekula i njihovih bioloskih,
ekoloskih ili fizicko-kemijskih svojstava.?®> QSAR postaje sve vazniji alat u
suvremenoj procjeni rizika, pruzajuci temelj za predvidanje svojstava kemijskih tvari
na temelju njihove strukture. U domeni POPs-ova, poput PCB-ova, organoklornih
pesticida (OCP) i PAH-ova, QSAR modeli su instrument u predvidanju sorptivnih
svojstava, biorazgradnje i potencijalne ekotoksi¢nosti. Klju¢na prepreka njihove Sire
primjene je definiranje domene primjenjivosti (engl. applicability domain), tj. opsega
kemikalija za koje model daje pouzdana predvidanja.?* Domena primjenjivosti je
kriticna tocka QSAR pristupa jer modeli razvijeni (trenirani) na jednoj skupini
kemikalija moZda nece to¢no predvidati druge skupine, a posebno su izazovni oni
spojevi koji su rijetki ili imaju osobito ponasanje. Pomo¢ u definiranju domene
primjenjivosti pruza VEGAHUB, platforma koja kombinira vise od 100 QSAR
modela s alatima poput VEGA-e za kvantitativno odredivanje domene primjenjivosti.
Osim klasi¢nih kemijskih deskriptora, koriste se i formati poput SMILES-a kako bi se
ukljucila specificna molekularna obiljezja. Vazno je napomenuti da je pravilna
procjena domene primjenjivosti kljuéna za to¢nost i pouzdanost predvidanja, $to
QSAR modelima omoguéuje da budu koristan alat u regulatornom okviru, poput
europske Uredbe o registraciji, evaluaciji, autorizaciji i ograni¢avanju kemikalija
(REACH).®

S obzirom na ogromne koli¢ine podataka koji se generiraju svakodnevno,
tehnike za efikasnu obradu i analizu podataka postaju neophodne. Jedan od klju¢nih

pristupa je smanjenje dimenzionalnosti, s posebnim naglaskom na tehniku analize
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glavnih komponenata (engl. principal component analysis, PCA).?® Ova tehnika
pretvarae kompleksne, visokodimenzionalne setove podataka u jednostavnije i saZetije
oblike, bez gubitka bitnih informacija. Metode smanjenja dimenzionalnosti, poput
PCA, pruzaju niz prednosti kao §to su brzi izraCuni, bolje razumijevanje podataka i
optimizacija kvalitete podataka. Osim toga, smanjenje dimenzionalnosti omogucuje
bolju vizualizaciju 1 povecava toCnost algoritama, posebno u kontekstu strojnog
ucenja. Smanjenje dimenzionalnosti moze se klasificirati u dvije osnovne kategorije:
odabir znacajki (engl. feature selection) i izdvajanje znacajki (engl. feature
extraction). Oba pristupa pomazu u optimizaciji analize i pohrane podataka, s
fokusom na identifikaciju znacajki s najve¢im sadrzajem korisne informacije. PCA je
postala sveprisutna metoda koja se koristi u raznim znanstvenim disciplinama, od
neuroznanosti do ekonomije, a njezin znacaj i primjena su porasli razvojem modernih
racunalnih sustava.?’~%

Prakti¢ni dio ovog diplomskog rada usredotoen je na razvoj i primjenu
VEGA QSAR modela u analizi toksi¢nosti, postojanosti, bioakumulacije i
koncentracije (engl. persistence, bioaccumulation, toxicity and concentration, PBTC)
PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova u sedimentima na podruc¢ju Republike Hrvatske.
Sedimenti, kao ekoloski mediji, mogu posluZiti za dugorocno pracenje i procjenu
oneciscenja, s obzirom na intenciju akumulacije oneciS¢ujucih tvari u sedimentima.
Unato¢ postoje¢im mjerenjima, trenutni podaci o rasprostranjenosti i koncentracijama
ovih spojeva su ograniceni §to ukazuje na potrebu za detaljnijim istraZivanjima.30-3°
Konkretno, analize uzoraka iz rijeke Save*®*l, Kupe***® te Jadranskog mora**4
usmjerene na otkrivanje ovih spojeva u sedimentima*’~*° i bioti®® pokazale su
umjerene do niske razine onecis¢enja, ukazujuéi na ograni¢enu prisutnost ovih Stetnih
tvari u ispitivanim ekosustavima. Medutim, naglasava se vaznost kontinuiranog
monitoringa, posebno u podrucjima podloznima veé¢em riziku od oneciS¢enja, kao $to
su krska podruc¢ja i1 industrijske zone, kako bi se pravovremeno identificirali i
adresirali potencijalni ekoloski rizici. Ovaj diplomski rad usmjeren je na dublje
kvantitativno i kvalitativno razumijevanje distribucije PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova
u sedimentima slatkih voda, istrazuju¢i njihovu prisutnost, koncentraciju i
potencijalne ekoloSke rizike. Primjena QSAR modela, u kombinaciji s PBTC
ocjenjivanjem i metodom toksi¢nih jedinica (engl. Toxic Unit, TU), pruza temelj za
opseznu procjenu rizika ovih spojeva. Nadalje, koriStenje naprednih statistickih

metoda poput PCA i hijerarhijske klaster analize (HCA) omogucilo je detaljniju



Uvod

analizu 1 interpretaciju podataka, bolje razumijevanje distribucije 1 izvora onecis¢enja
te pruzilo uvid u strukturne veze i obrasce varijabilnosti unutar ekoloskih podataka,

doprinoseci time napretku u podrucju ekotoksikologije.
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2. OPCI DIO

POPs-ovi definirana Stockholmskom konvencijom?® predstavljaju skupinu
organskih kemijskih spojeva s ugljikovom osnovicom. Karakterizira ih specifican
sklop fizikalno-kemijskih svojstava koja omoguc¢uju da, jednom emitirani u okolis: (i)
perzistiraju kroz dugotrajna vremenska razdoblja; (ii) distribuiraju se ekstenzivno kroz
ekosustave zahvaljujuéi interakcijama s tlom, vodom i primarno atmosferom; (iii)
bioakumuliraju se u biotickim sustavima, s naglasenim povecanjem koncentracije
prema visoj trofi¢koj razini; i (iv) imaju toksi¢ni u¢inak prema ljudima i zivotinjama

(slika 2.).1

TRANSPORT NA DALEKE UDALJENOSTI POSTOJANOST U OKOLISU
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Slika 2. Dinamika i utjecaj postojanih one¢is¢ujucih tvari

2.1. Stockholmska konvencija i njezina ucinkovitost

2004. godine, Stockholmska konvencija ustanovila je pravila za inicijalnu listu
od 12 POPs-ova, koja obuhvaca spojeve kao sto su PCB-i, heksaklorobenzen (HCB),
poliklorirani dibenzo-p-dioksini i furani (PCDD/Fs), diklorodifeniltrikloretan (DDT),
te ostale OCP-ove. Konvencija pruza okvir za nominaciju i regulaciju novih kemijskih
spojeva koji pokazuju ekotoksikoloska i postojana svojstva analogna izvornim POPS-
ovima.® Unato¢ poc¢etnom popisu od 12 spojeva, tablica 1. pruza sveobuhvatni pregled
kemijskih spojeva kategoriziranih kao POPs-ovi prema Stockholmskoj konvenciji,
ukljucujuéi njihov status regulative i dodatne spojeve koji su nominirani za buduce

medunarodne zabrane ili ograni¢enja.>
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Tablica 1. POPs-ovi obuhvaéeni Stockholmskom konvencijom®*

vvvvv

Kategorija Postojana organska onecis¢ivala

Prilog A - Aldrin
(Eliminacija) - Klordan
- Klordekon
- Decabromodifenil eter
- Dikofol
- Dieldrin
- Endrin
- Heptaklor
- Heksabromobifenil
- Heksabromociklododekan
- Heksabromodifenil eter i heptabromodifenil eter
- Heksaklorobenzen
- Hesaklorobutadien
- Alfa heksaklorocikloheksan
- Beta heksaklorocikloheksan
- Lindan
- Mireks
- Pentaklorobenzen
- Pentaklorofenol te njegove soli i esteri
- Poliklorirani bifenili
- Poliklorirani naftalini
- Perfluorooktanska kiselina, njezine soli i srodni spojevi
- Perfluorheksansulfonska kiselina, njezine soli i srodni
spojevi
- Kratkolancani klorirani parafini
- Tehnicki endosulfan 1 njegovi srodni izomeri
- Tetrabromodifenil eter i pentabromodifenil eter

- Toksaflen

Prilog B - Diklorodifeniltrikloretan

(Ogranicenje) - Perfluorooktansulfonska kiselina, njezine soli i
perfluorooktan sulfonil fluorid

Prilog C - Heksaklorobenzen

(Nenamjerna - Heksaklorobutadien

proizvodnja) - Pentaklorobenzen

- Poliklorirani bifenili

- Poliklorirani dibenzo-p-dioksini
- Poliklorirani dibenzofurani

- Poliklorirani naftalini

Kemikalije u - Klorpirifos
procesu - Klorirani parafini s duljinom ugljikovog lanca u rasponu
evaluacije Cu14-C17 1 razinama kloriranja koje premasuju 45%

- Dugolanc¢ane perfluorokarboksilne kiseline, njihove soli i
srodni spojevi
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Rast svjetske populacije te industrijskih i poljoprivrednih aktivnosti dovodi do
povecane akumulacije POPs-ova u okolisu. lako postoje zakonske mjere namijenjene
regulaciji ovih onecis¢ujucih tvari, u praksi se ¢esto svode na formalnosti, osobito u
zemljama u razvoju gdje nedostatak ekonomske moci, obrazovanja i svijesti o ovom
problemu dovodi do nepridrzavanja propisa. Dodatna zabrinutost proizlazi iz
¢injenice da ljudi, putem hranidbenog lanca, konzumiraju ove onecis¢ujuce tvari, Sto
predstavlja ozbiljan rizik za zdravlje. Unato¢ nadi da ¢e se prisutnost POPs-ova
smanjiti u buduénosti, sadasnji trendovi upucuju na to da ¢e problemi vezani uz

POPs-ove ostati aktualni i predstavljati ozbiljne izazove.?

2.2. Osnovne karakteristike i vrste POPs-ova

POPs-ovi koji su obuhvaceni ovim diplomskim radom ukljuc¢uju PCB-ove i
OCP-ove. U daljnjem tekstu bit ¢e predstavljene njihove klju¢ne karakteristike,
svojstva koja ih ¢ine izuzetno perzistentnima u okoliSu, zaSto su ti spojevi toliko
otporni na razgradnju i kako se zadrzavaju u prirodi, kao i kakve potencijalne

posljedice njihova prisutnost moze imati na ekosustave 1 zdravlje ljudi.

2.2.1. Poliklorirani bifenili

Poliklorirani bifenili (engl. polychlorinated biphenyls, PCB) aromatski su
spojevi gradeni od dva spojena benzenska prstena, pri ¢emu su jedan ili viSe
vodikovih atoma u prstenima zamijenjeni klorovim atomima (slika 3.). Njihova

opéenita kemijska formula je C12H10-nCln, gdje n ozna¢ava broj klorovih atoma.?

3 2 2 3
4 4

(€ y— —, b

Slika 3. Opc¢enita strukturna formula PCB-a

Razmatraju¢i varijacije broja i pozicija klorovih supstituenata na benzenskim
prstenovima, identificirano je ukupno 209 PCB izomera i homologa. Ove strukturne
varijante poznate su kao kongeneri, te su prema standardima Medunarodne unije za

¢istu i primijenjenu kemiju (engl. International Union for Pure and Applied
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Chemistry, IUPAC) numerirani od 1 do 209.%® U tablici 2. su navedena kemijska

imena PCB kongenera koji se spominju u ovom radu i njihove IUPAC kratice.

Tablica 2. Kemijska imena i kratice PCB-ova koji se spominju u ovom radu

KRATICA PREMA IUPAC-u KEMIJSKO IME
Indikatorski kongeneri PCB-a

PCB-28 2,4,4'-triklorbifenil

PCB-52 2,2' 5,5 -tetraklorbifenil
PCB-101 2,2',4,5,5'-pentaklorbifenil
PCB-138 2,2',3,4,4' 5-heksaklorbifenil
PCB-153 2,2',4,.4' 5 5-heksaklorbifenil
PCB-180 2,2',3,4,4' 5,5 -heptaklorbifenil

Toksikoloski znacajni koplanarni kongeneri PCB-a
ne-ortho supstituirani

PCB-77 3,4,3',4'-tetraklorbifenil
PCB-126 3,4,5,3',4’-pentaklorbifenil
PCB-169 3,4,5,3',4' 5'-heksaklorbifenil
mono-ortho supstituirani

PCB-105 2,3,4,3',4’-pentaklorbifenil
PCB-114 2,3,4,5,4'-pentaklorbifenil
PCB-118 2,4,5,3',4’-pentaklorbifenil
PCB-123 3,4,5,2' 4’-pentaklorbifenil
PCB-156 2,3,4,5,3",4"-heksaklorbifenil
PCB-157 2,3,4,3',4' 5'-heksaklorbifenil
PCB-167 2,4,5,3',4' 5'-heksaklorbifenil
PCB-189 2,3,4,5,3',4' 5'-heptaklorbifenil
di-ortho supstituirani

PCB-170 2,3,4,5,2',3',4'-heptaklorbifenil
Ostali kongeneri PCB-a

PCB-60 2,3,4,4'-tetraklorbifenil
PCB-74 2,4,4' 5-tetraklorbifenil

PCB-ovi su organski spojevi karakterizirani nepolarnos¢u i visokom
lipofilnosc¢u, $to ih ¢ini vrlo slabo topljivima u vodi. Ovisno o stupnju kloriranosti,
topljivost PCB-ova u vodi moze varirati od 7000 pug L™ za monoklorbifenil do 0,02
ng L za dekaklorbifenil. Koeficijent razdjeljenja u sustavu n-oktanol-voda logP,
poznat kao log Kow, koristi se kao kvantitativni pokazatelj lipofilnosti spojeva. Za
PCB-ove ovaj koeficijent varira izmedu 4,6 (monoklorbifenil) i 8,4 (dekaklorbifenil).
Uz veci broj klorovih atoma u strukturi, lipofilnost spoja se povecava, a njegova

topljivost u vodi smanjuje.>*
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PCB-ovi predstavljaju klasu sintetskih spojeva dobivenih procesom direktnog
kloriranja bifenila u prisutnosti specificnih katalizatora. Zbog svojih visSestrukih
industrijskih primjena, smjese PCB-a postale su rasirene od 1930-ih. Bili su klju¢ni u
zatvorenim sustavima poput elektriénih kondenzatora, transformatora, vakuumskih
pumpi i termickih izmjenjivaca, te su se koristili u otvorenim sustavima kao dodaci u
proizvodnji plastike, boja, ljepila, pesticida i tinti za kopirni papir.*

Razlike u broju i polozaju klorovih atoma na PCB-kongenerima utjecu na
substituciju u ortho-poziciji, a zatim slijede oni koji imaju samo jedan klorov atom
supstituiran u ortho-polozaju. Od 209 identificiranih kongenera PCB-ova, 13 ih
izrazava toksi¢nost slicnu dioksinima. PCB-ovi inhibiraju funkciju imunoloskog
sustava te su Klasificirani kao potencijalni humani karcinogeni.® Dokumentirane su
negativne interakcije PCB-ova s ihtioloskim populacijama, manifestirajui se kroz
smrtonosne ishode pri viSim koncentracijama te inhibicijom reproduktivnih kapaciteta
pri subletalnim koncentracijama. Povezanost PCB-ova s razli¢itim reproduktivnim i
imunoloskim anomalijama u divljim Zivotinjama, primjerice tuljanima i tvorovima,
priznata je u znanstvenoj literaturi. Signifikantna izloZenost ljudskih populacija PCB-
ovima zabiljezena je zbog oneci$¢enje putem prehrambenog lanca. Incidenti uslijed
ingestije rizinog ulja kontaminiranog PCB-ovima u Japanu 1968. te na Tajvanu 1979.
rezultirali su umorom te dermatoloskim i gastroenteroloskim simptomima (mucnine i
povracanja). Utjecaj bioakumulacije PCB-ova na neonatalnost postao je jasan kroz
posljedice tajvanskog incidenta, gdje su djeca Zena izlozenih PCB-ovima pokazivala
poteskoce u ponaSanju i kognitivne smetnje Cak 1 sedam godina nakon izloZenosti.
Sli¢no, djeca Zzena koje su konzumirale onecis¢enu ribu iz jezera Michigan iskazivala

su probleme s kratkotrajnim pamc¢enjem.!

2.2.2. Organoklorni pesticidi

Organoklorni pesticidi (engl. organochlorine pesticides, OCP), skupinu
kemijskih spojeva nekada Siroko koristenih u poljoprivredi i javhom zdravstvu,
karakteriziraju specificne fizikalno-kemijske karakteristike koje su oblikovale njihovu
primjenu i utjecale na okoliS. Njihova izraZzena lipofilnost omoguéila je brzu

apsorpciju i akumulaciju u organizmima, uz potencijalnu bioakumulaciju u

11
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prehrambenom lancu. Osim toga, njihova postojanost, potaknuta atomima klora koji
se nalaze u strukturi, doprinijela je dugotrajnom prisustvu u okoli$u i otpornosti na
kemijsku razgradnju. Dok njihova niska hlapljivost ograni¢ava disperziju u atmosferi,
afinitet prema Cesticama tla i mobilnost u vodenim sustavima omogucéava njihov
transport kroz hidroloske cikluse. Sve te Kkarakteristike rezultirale su zabrinutosc¢u
zbog moguéih negativnih u¢inaka na ekosustave i ljudsko zdravlje.>®

1,1,1-triklor-2,2-di(4-klorfenil)etan  (p,p’-DDT; akronim prema p,p’-
diklordifeniltrikloretanu) predstavlja organoklorni insekticid ¢ija se sinteza postize
kondenzacijom klorala i monoklorbenzena u prisutnosti sumporne kiseline. Uz Siroku
uporabu tijekom Drugog svjetskog rata za zastitu vojnika i civila od malarije, tifusa i
drugih bolesti prenosivih putem insekata, primjena mu je postala uobicajena i u
poljoprivredi. Ipak, njegova perzistentnost, koja rezultira zadrzavanjem ¢ak do 50% u
tlu 10-15 godina nakon primjene, uzrokovala je globalno oneéis¢enje, ukljucujuéi i
udaljene lokacije poput Arktika. Poznato je da DDT uzrokuje stanjivanje ljuske jajeta,
posebno na ptica grabljivica. Upravo su ti utjecaji doveli do zabrane njegove upotrebe
u mnogim zemljama 70-ih godina proslog stoljeca. lako je upotreba DDT-a
zabranjena u brojnim zemljama, pronaden je u globalnim prehrambenim lancima.
Unato¢ postupnom smanjenju ostataka u domac¢im zivotinjama, DDT u hrani
predstavlja primarni izvor izlozenosti populacije. Dugotrajna izlozenost DDT-u
povezana je s kroni¢nim zdravstvenim ucincima, a njegova prisutnost u majéinom
mlijeku izaziva ozbiljnu zabrinutost zbog zdravlja dojencadi.® U kontekstu njegove
biodegradacije, nastaju spojevi 1,1-diklor-2,2-di(4-klorfenil)eten (p,p"-DDE; akronim
prema p,p -diklordifenildikloroetenu) i 1,1-diklor-2,2-di(4-klorfenil)etan (p,p’-DDD;
akronim prema p,p -diklordifenildikloroetanu). Dok p,p"-DDE, glavni razgradni
produkt p,p"-DDT-a, nema insekticidna svojstva i iznimno je postojan, p,p’-DDD,
drugi razgradni produkt, zadrzava insekticidnu aktivnost. Oba spoja, uz originalni
p,p’-DDT, karakterizira niska topljivost (< 0,008 mg L™) i visoka lipofilnost
(logP =~ 6).%" Na slici 4. prikazane su strukturne formule p,p’-DDT-a, p,p’-DDE-a i
p,p"-DDD-a.

12
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Slika 4. Strukturne formule p,p"-DDT-a i produkata njegove razgradnje

Heksaklorcikloheksan (HCH) je klorirani ciklicki ugljikovodik s osam
mogucih stereoizomera, od kojih je pet stabilno: a-HCH, -HCH, y-HCH, 6-HCH 1 -
HCH. Smjesa pet HCH-stereoizomera nastaje kloriranjem benzena uz ultraljubicasto
zraCenje. Tehnicka smjesa HCH-a dominirana je a-izomerom koji ¢ini izmedu 60% i
70% smjese, dok pripravak poznat kao lindan sadrzi vise od 90% y-HCH. Izomeri a-
HCH i B-HCH su krute tvari srednje stabilnosti u prisustvu Kiselina, ali nestabilne u
luznatim uvjetima.® Izomer y-HCH, poznat i kao lindan, takoder je krutina koja
pokazuje stabilnost prema svjetlu, zraku i toplini, te u prisustvu CO; i jakih kiselina.*
Medutim, ovaj izomer je nestabilan u dodiru s luzinama, te pri dugotrajnom izlaganju
toplini 1 ozonu. Tlak para i topljivost u vodi slijede slijed y-HCH > a-HCH > 3-HCH,
s priblizno jednakim logP vrijednostima (=3,9). a-HCH izomer nije vrlo efikasan kao
insekticid i smatra se nusproizvodom u proizvodnji drugih izomera. Ima tendenciju
akumulacije u okoliSu 1 moZe prouzrociti toksicne u€inke kod ljudi i Zivotinja kada se
konzumira u velikim koli¢inama. Tako je manje toksi¢an od drugih izomera, B-HCH je
najperzistentniji zbog svoje strukture. Njegova postojanost u okolisu moze dovesti do
njegove bioakumulacije u prehrambenom lancu. Takoder poznat kao lindan, y-HCH je
najaktivniji izomer i 1 primjenjivao se kao Sirokospektralni insekticid u raznim
kontekstima, ukljucujuci obradu sjemena, tla, drva te kao sredstvo protiv ektoparazita.
Njegova perzistentnost omogucuje mu bioakumulaciju u prehrambenom lancu i1 brzu
biokoncentraciju. Osim §to se prepoznaje njegov globalni transport, zabiljezeni su 1
toksi¢ni ucinci na laboratorijske Zivotinje 1 vodene organizme, ukljucujuci
imunotoksi¢nost te reproduktivne i razvojne smetnje. Alternativna rjeSenja za lindan
su Siroko dostupna, osim za medicinske aplikacije protiv parazita. Regulative o
lindanu implementirane su u brojnim zemljama.! Na slici 5. prikazane su strukturne
formule o-HCH, B-HCH 1 y-HCH.
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Slika 5. Strukturne formule HCH izomera

Heksaklorobenzen (HCB, slika 6.) predstavlja Kklorirani aromatski
ugljikovodik koji nastaje kloriranjem benzena u temperaturnom rasponu 150°C do
200°C uz zeljezov klorid kao katalizator. U ambijentalnim uvjetima, HCB se
manifestira kao bijeli ¢vrsti materijal s izrazito niskim tlakom para (0,0024 Pa).
Karakterizira ga niska zapaljivost, minimalna topljivost u vodenoj fazi (0,005 mg L),
ali s pove¢anom afinitetom prema organskim otapalima (logP = 5,5).5° HCB prvi je
put predstavljen 1945. godine kao sredstvo za tretiranje sjemena s ciljem uniStavanja
gljivica koje utjeCu na prehrambene usjeve. Osim toga, HCB je nusproizvod
proizvodnje odredenih industrijskih kemikalija. U istocnoj Turskoj izmedu 1954. i
1959., konzumacija zitarica tretiranih HCB-om rezultirala je lezijama na kozi
osjetljivoj na svjetlost, gréevima i opéenitom slabos$cu; nekoliko tisuca ljudi razvilo je
metaboli¢ki poremecaj poznat kao porfirija turcica, a ¢ak 14% ih je preminulo. HCB
se prenosio s majki na novorodencad kroz posteljicu i mlijeko. U visokim dozama,
HCB je smrtonosan za neke Zivotinje, a na niZim razinama negativno utje¢e na njihov
reproduktivni uspjeh. HCB je pronaden u razli¢itim vrstama hrane. Studija o
Spanjolskom mesu otkrila je prisutnost HCB-a u svim uzorcima. U Indiji je
procijenjeni prosjecni dnevni unos HCB-a 0,13 mikrograma po kilogramu tjelesne
mase.

Cl

Cl Cl

cl Cl

Cl
Slika 6. Strukturna formula HCB-a

14



Op¢i dio

2.3. Policiklicki aromatski ugljikovodici

U ovom diplomskom radu, osim PCB-ova i OCP-ova, posebna pozornost
posvecuje se i1 policikliCkim aromatskim ugljikovodicima (engl. polycyclic aromatic
hydrocarbons, PAH) zbog njihovog znafajnog utjecaja na okoli§ i potencijalnih
zdravstvenih rizika.

PAH-ovi su skupina spojeva Kkoji nastaju termi¢kom dekompozicijom
organskih tvari, ukljucujuéi procese nepotpunog izgaranja na visokim temperaturama
i/ili dugotrajnu izlozenost organskom materijalu niskim temperaturama do 300°C. Na
sobnoj temperaturi, PAH-ovi su obojani, kristalni ¢vrsti spojevi s niskom topljivosti u
vodi, visokom to¢kom klju¢anja i niskim tlakom pare. Ova svojstva postaju izraZenija
s povecanjem molekulske mase. Opcenito, tlak pare i1 topljivost u vodi PAH-ova
smanjuju se s povecanjem molekulske mase, dok kongeneri iste molekulske mase
pokazuju sli¢na fizicka svojstva. Skupina s niskom molekulskom masom sadrzi PAH-
ove s 2 i 3 prstena, ona srednje molekulske mase sadrzi PAH-ove s 4 prstena, a
skupina s visokom molekulskom masom sadrzi PAH-ove s 5 i 6 prstenova. U
atmosferi, PAH-ovi niske molekulske mase pretezito postoje u plinovitom obliku
zbog njihovog viseg tlaka pare, dok PAH-ovi srednje molekulske mase pokazuju
manju hlapljivost i uglavnom postoje u ¢vrstom obliku. Za PAH-ove visoke
molekulske mase podjela izmedu plina i Cestica varira ovisno o atmosferskim
uvjetima, kao i o svojstvima spoja i ¢estica u zraku.®* Neka od obiljezja koja se mogu
povezati s PAH-ovima ukljucuju postojanost, fluorescenciju, osjetljivost na svjetlost,
toplinsku i korozijsku otpornost te vodljivost. Svaka struktura PAH prstena posjeduje
jedinstvene apsorpcijske spektre u UV podru¢ju koji se koriste za njihovu
identifikaciju. Ove onecis¢ujuce tvari emitiraju Se iz prirodnih i antropogenih izvora.
Prirodni izvori obuhvacaju Sumske 1 vegetacijske pozare, izlijevanja nafte, vulkanske
erupcije, diagenetske procese i izluéivanja iz drveca. Neke vrste PAH-ova proizvode
se iz pigmenata gljivica, insekata i morskih vrsta u anaerobnim uvjetima koji se mogu
prona¢i u tlu ili podvodnim sedimentima. Dok prirodne emisije PAH-ova
predstavljaju znacajan izvor PAH-ova u okoliSu, antropogeni izvori ostaju dominantni
u urbanim i industrijaliziranim podru¢jima. Danas je antropogeno izgaranje fosilnih
goriva glavni izvor ovih spojeva, ukljucujuéi izvore poput emisija iz prometa,
industrijskih postrojenja za pretvorbu ugljena u plin i dimnjaka, dok drugi izvori

PAH-ova uklju¢uju proizvodnju aluminija, izgaranje drva, smeca, biljnog materijala i
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otpada, upotrebu mazivnih ulja i filtera za ulje, spaljivanje komunalnog cvrstog
otpada, izlijevanja nafte i ispusStanja, proizvodnju koksa... U urbanim lokacijama gdje
je brzina prometa niska i ¢esto se mijenjaju brzine, registrirane su veé¢e emisije PAH-
ova, prac¢ene ve¢im razinama PAH-ova u tlu pored ceste. Stoga su emisije dizelskih
vozila povezane s PAH-ovima lakSe molekulaske mase, dok emisije benzina obi¢no
sadrze PAH-ove ve¢e molekularne mase.*

Uzimajuci u obzir toksi¢ni i kancerogeni potencijal, ¢estu pojavu u opasnom
otpadu 1 postojanost u uvjetima okolisa, Americka agencija za zastitu okolisa (engl.
United States Environmental Protection Agency, US EPA) uvrstila je 16 PAH-ova na
Popis prioritetnih oneéis¢ujucih tvari. Ove vrste PAH-ova bile su prioritetne ne samo
zbog toksi¢nosti, ve¢ i zbog ucestalosti pojavljivanja i potencijala izloZenosti ljudima.
U svrhu procjene rizika na odredenim lokacijama, obi¢no se prate koncentracije ovih

vrsta, ¢esto nazivanih ,,prioritetnim PAH-ovima” ¢ije su kemijske strukture prikazane

na slici 7.2
Naftalen Acenaftilen Acenaften Fluoren
Sye 20
Yo &
Antracen Fenantren Fluoranten Piren
J‘ .’ oA .‘
Krizen Benzo[a]antracen Benzo[b]fluoranten = Benzo[k]fluoranten
B &5 o
J C
Benzo[a]piren Indeno[1,2,3-c,d]piren Benzo[g,h,i]perilen Dibenzo[a,h]antracen

Slika 7. Strukturne formule 16 prioritetnin PAH-ova prema US EPA®?
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2.4. Procjena ekotoksikoloskog rizika

2.4.1. KruZenje PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova u okolisu i njihov utjecaj

Ekoloska sudbina spojeva kao $to su PCB-ovi, OCP-ovi i PAH-ovi usko je
povezana s njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima, sto ih ¢ini postojanima u
okolisu.

zraéne mase

TRANSPORT NA

LOKALNI DALEKE UDALJENOSTT

TRANSPORT

lebdece cestice
mokro talozenje
IZVQRI izmjena plinova izmedu (kisa, snijeg)
PCB, OCP i PAH-ova zraka/vode/snijega md]rekrnn
talozenje \
antropogeni prirodni

talozenje suhih
cestica

otapanje snijega
i otjecanje

SEDIMENT = SEKUNDARNI IZVOR ONECISCENJA

Slika 8. Ciklus POPs-ova u ekosustavu (napravljeno u biorender.com)

Kroz interakcije s vodenim i zra¢nim medijem, Spomenute tvari sedimentiraju

na dnu vodenih ekosustava, te u tlu. Zbog slabih ili nepostojecih procesa razgradnje,
sedimenti postaju rezervoari ovih oneéiS¢ujucih tvari, iz kojih mogu ponovno
mobilizirati u ekosustav i prehrambeni lanac. Takoder, atmosferom mogu Dbiti
prenesene na velike udaljenosti, a njihov transport i rasprSivanje ovisi o
meteoroloskim parametrima i specificnim fizicko-kemijskim karakteristikama. Glavni

procesi koji utje¢u na njihovo Sirenje ukljucuju prelazak iz kondenziranog (tekuéeg ili
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¢vrstog) stanja u plinovitu fazu te daljnja atmosferska disperzija uzrokovana
turbulentnim mijeSanjem.®> Ova dinamika c¢ini PCB-ove, OCP-ove i PAH-ove
prisutnima ¢ak i u udaljenim podru¢jima poput oceana i Arktika. Tijekom ljetnih
mjeseci, odredeni POPs-ovi mogu isparavati iz kopnenih i vodenih ekosustava, Sire¢i

se daleko od mjesta gdje su prvotno ispusteni. Mnoge studije®’

pruzaju uvid u
bioakumulaciju i biomagnifikaciju POPs-ova unutar bioloskih lanaca i njihov
transport u okoliSu. U cilju razumijevanja distribucije PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova,
nacrtan je njihov ciklus u ekosustavu koji je prikazan na slici 8.

U ekoloskom kontekstu, PCB-ovi, OCP-ovi i PAH-ovi distribuiraju se kroz
troficke razine te se koncentriraju u viSim razinama prehrambenog lanca (proces
poznat kao biomagnifikacija). Istrazivanje provedeno u Kanadi 1997. godine pokazalo
je da karibui sadrze koncentracije PCB-a deset puta vece od lisaja, koji je njihova
primarna hrana, dok su vukovi koji se prehranjuju karibuima pokazali priblizno 60
puta veée koncentracije u odnosu na lisaj. Takoder, Corsolini i sur.%® su u mesu
sredozemnih riba detektirali varijabilne razine HCB-a, p,p’-DDE-a i PCB-ova, dok je
analiza Storelli i sur.®” otkrila PCB-ove i DDT u morskim kornjadama iz isto¢nog
Sredozemlja. Razumijevanje kako se POPs-ovi akumuliraju je vazno zbog njihovog
potencijalnog $tetnog utjecaja na zdravlje ljudi (tablica 3.), kao §to su hormonalni i
neuroloski problemi. Ovi spojevi dugo ostaju u okoliSu, narusavaju ekosustave i
ugrozavaju raznolikost zivota. Glavni putevi bioakumulacije PCB-ova, OCP-ova i

PAH-ova prikazani su na slici 9.

INHALACIJA

 EE—
f—' ZRAK
e —
7 S
IZVORI
TLO1
PCB-ova, OCP-ova |~
e SEDIMENTT
|
\ ,| RIJEKEI
OCEANI DERMALNO
—

(napravljeno u biorender.com)

Slika 9. Glavni putevi bioakumulacije PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova
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Tablica 3. Zdravstveni problemi uzrokovani PCB-ima, OCP-ima i PAH-ovima®

OneciS¢ujucéa tvar Zdravstveni problemi

i Kardiovaskularni problemi, poviSen krvni tlak,
PCB-ovi, OCDD, BDEA47, . : .
promjene u razinama kolesterola, ventrikularna

OCP-ovi i ..

disfunkcija
PCB-ovi, PAH-ovi, DDE, HCB, Rak (dojke, prostate, testisa, jajnika, maternice,
PBDE-ovi, HCB, TeBDE bubrega), anoreksija-kaheksija sindrom
PCBs, OCP-ovi, DDE, BHCH,
dioksini, furani, PBB-ovi, Pretilost, inzulinska rezistencija, dijabetes tipa 2,
PBDE-ovi, HCB, DDT, endokrini poremecaji, dislipidemija,
PCDD-ovi, PCDF-ovi, PAH-ovi,  hipertenzija, endometrioza
APEO-ovi, DDT

Biomarkeri disfunkcije jetre, poremecaj
PCB-ovi, DDE, DDT, OCDD, hormona stitnjace, endokrini poremecaj u
PAH-ovi, APEOs divljem i uzgojenom brancinu, defekti embrija u

zebricama, promjene u izrazavanju gena

PCB-ovi — poliklorirani bifenili, OCDD - oktaklorodibenzodioksin, BDE47 - bromirani
difenil eter 47, OCP-ovi - organoklorni pesticidi, PAH-ovi — policikliéni aromatski
ugljikovodici, DDE - diklordifenildikloroetan, HCB - heksaklorbenzen, PBDE-ovi —
polibromirani difenil eteri, TeBDE - tetrabromo difenil eter, PBB-ovi — polibromirani bifenili,
BHCH - p- heksaklorcikloheksan, PCDD-ovi - poliklorirani dibenzodioksini, PCDF-ovi -
poliklorirani dibenzofurani, APEO-ovi - alkilfenol etoksilati

Hrana, posebno riba, glavni je izvor izlaganja ljudi toksinima.%® Zbog svoje
lipofilnosti, PCB-ovi, OCP-ovi i PAH-ovi sedimentiraju na dnu jezera i rijeka, gdje ih
konzumacijom vodeni organizmi akumuliraju, uzrokuju¢i biokoncentraciju u
prehrambenom lancu.****% Dinamika izmedu atmosfere i zemljine povrsine
omogucuje recirkulaciju PCB-ova, s promjenama njihovih koncentracija ovisno o
temperaturi.®®’® Vegetacija ima vaznu ulogu u ciklusu PCB-ova, omoguéavajuéi
njihovu pohranu i izmjenu s okolinom.”® " Postoji i zna¢ajna veza izmedu razine
PCB-ova i koli¢ine organske materije u tlu,’* gdje tlo bogato organskom materijom
postaje glavno mjesto akumulacije, potencijalno nadmasSuju¢i cak 1 polarna
podrugja.” Podaci pokazuju slozenu interakciju izmedu razli¢itih izvora i faktora koji
utjeCu na raspodjelu PCB-ova.® U nekim podru¢jima dolazi do promjene s primarnog
oslobadanja prema oslobadanju iz sekundarnih, ve¢ akumuliranih izvora. Ova
promjena je klju¢na za razumijevanje kako se PCB-ovi dugoro¢no ponasaju u okolisu,

ali je bilo potrebno dosta vremena da se takva promjena uoci.”®’’ Oneéiséenje
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uzrokovano PCB-ovima, OCP-ovima i PAH-ovima predstavlja stalnu prijetnju
ekoloskoj ravnotezi, ugrozavajuéi zrak, vodu, Zivotinje i ljude (tablica 3.). Ove tvari
djeluju kao endokrini disruptori, narusavajuci fizioloske procese i izazivajuci
ekoloske poremecaje.® Od industrijske revolucije, zabiljeZzen je porast prisutnosti
POPs-ova,” koji se akumuliraju na aerosolima i prodiru u ljudsko tijelo putem
inhalacije.”® Znanstvenici su detaljno istrazili utjecaj POPs-ova na ekosustave i

80-82

zdravlje, ukljucujuéi njihovu ulogu kao endokrinih disruptora i njihov utjecaj na

klimatske promjene i poljoprivredu.838

2.5. Analiza PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova u Hrvatskoj

Analiza prisutnosti PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova u slatkovodnim
ekosustavima klju¢na je za razumijevanje njihovog utjecaja na okoli§ i zdravlje.
Republika Hrvatska, poznata po svojim bogatim vodenim resursima i raznovrsnim
ekosustavima, nije izuzetak. Pracenje ovih spojeva u Hrvatskoj je nekontinuirano, s
ograni¢enim podacima o njihovoj raspodjeli i koncentraciji. lako su neka mjerenja
pokazala da su razine OCP-ova uglavnom unutar zakonom propisanih granica, postoji
stalna opasnost od onecis¢enja voda i tla, posebno na kr§kim terenima. Postojeci
podaci upucuju na potrebu za sustavnim ispitivanjima, osobito u ugroZenim
podruc¢jima i blizu industrijskih zona. U budu¢im desetlje¢ima, bit ¢e nuzno postaviti
sve veci naglasak na sveobuhvatno pracenje i analizu ovih spojeva u ekosustavima
unutar hrvatskog teritorija kako bi se adekvatno razumjeli i umanjili njihovi $tetni
utjecaji.®®

Tablica 4. pruza pregled napora i rezultata dosada$njih istraZivanja koja su
usmjerena na identifikaciju, kvantifikaciju i razumijevanje distribucije PCB-ova,
OCP-ova i PAH-ova. Utvrdivanje vrste i koncentracije onecis¢ujuée tvari omoguéuje
stvaranje cjelovite slike o stupnju oneciS¢enja slatkovodnih ekosustava. Istrazivanja
su istaknula moguce izvore oneciscenja i transportne puteve koji dovode do njihove
akumulacije u slatkovodnom okolisu Hrvatske, ali i Sirom svijeta. S obzirom na
njihovu sveprisutnu prirodu i potencijalni utjecaj na bioloSku raznolikost, ovakve
analize su od iznimne vaznosti kako bi se osigurala u¢inkovita strategija upravljanja

ovim oneciS¢uju¢im tvarima i zastitila buducnost hrvatskih slatkovodnih resursa.
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Tablica 4. Pregled dosadasnjih istrazivanja o PCB-ovima, OCP-ovima i PAH-ovima u Hrvatskoj i svijetu (nastavak)

ONECICDIUCA | Lokaca | uzorak REZULTATI LITERATURA
Rezultati su pokazali da su proucavane vrste riba sigurne za
konzumaciju prema parametrima koje regulira Europska komisija.
. Istrazivanje je koristilo kombinaciju tradicionalnih i naprednih
) Pelagicke vrste s . ) : : .
Hrvatska: o statisti¢kih metoda kako bi se bolje razumijele razlike u razinama
PCB, OCP riba: . . . 44
Jadransko more 2014. — 2016 POPs-ova medu vrstama riba. Ukupno, rezultati su pokazali kako
' ' kombinacija tradicionalnih i naprednih statistickih metoda moze
pomo¢i u boljem razumijevanju i kontroli onecis¢enja u morskim
ribama.
Prednosti i rizici konzumacije ribe iz Jadrana ocijenjeni su mjerenjem
koncentracija POPs-ova, elemenata i masnih kiselina u Sest vrsta ribe.
Dijeta bazirana na skusi i sardineli pokazuje najnizi dnevni unos
. Stetnih kemikalija i najvisi unos omega-3 masnih kiselina. Na temelju
) Pelagicke vrste . ., . . . )
Hrvatska: N analize, konzumacija in¢una i sardinela vodi do manjeg unosa
PCB, OCP riba; ; L R o 45
Jadransko more toksi¢nih elemenata. Nisu otkriveni znacajni rizici od kancerogenih ili
2014. — 2016. o ) ) S
nekancerogenih ucinaka, osim za neorganski arsen. lako su rizici
generalno niski, maksimalne vrijednosti za skusu i inCuna ukazuju na
potencijalne negativne ucinke na zdravlje. Preporucuje se daljnje
istrazivanje za bolje razumijevanje rizika i koristi.
Ovo preliminarno istrazivanje analizira prisutnost OCP-a i PCB-a u
Misiéno tkivo mesu ¢esto konzumiranih vrsta riba s isto¢nog Jadrana. Analizirane
18 tvari prisutne u tkivu riba smanjuju se u redoslijedu: PCB > DDT >
PCB. OCP Hrvatska: komercijalno HCH > HCB. Rezultati sugeriraju da konzumacija ovih riba ne 16
' Jadransko more vaznih vrsta | predstavlja zdravstveni rizik za prosjeéne konzumente. Medutim, zbog
riba: perzistentnosti ovih tvari u morskom okoliSu, potrebno je kontinuirano
rujan 2007. pracenje njihovih razina. Studija takoder poziva na daljnja istrazivanja
koja bi preciznije ocijenila rizike i moguce izvore onecis¢enja.
Studija koristi napredne metode klasifikacije SOM i DT za dublje
tkivo riba iz razumijevanje ponaSanja OCP-ova i PCB-ova. Saran i klen pokazali su
obitelji najvecu varijabilnost, §to ukazuje da ove vrste nisu najprikladnije za
PCB, OCP Hrvatska: Cyprinidae: analizu op¢ih obrazaca OCP-ova i PCB-ova u jezerima, za razliku od 50

Vransko Jezero

ozujak, lipanj i
studeni 2014.

pruskog Sarana. Za potpunije razumijevanje fenomena, potrebna su

dodatna istrazivanja s opseznijim setom podataka. Rezultati se mogu

koristiti kao indikacija veza izmedu OCP-ova i PCB-ova u tkivima
riba, a ne kao apsolutna povezanost.
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Tablica 4. Pregled dosadasnjih istrazivanja o PCB-ovima, OCP-ovima i PAH-ovima u Hrvatskoj i svijetu (nastavak)

ONECISELIVEA | Lokaciia | uzorak REZULTATI LITERATURA
Sediment _Ao:omsﬂ_‘mn:”m vo_w-os.w u ﬁw?.m.Bm. moé.o.m_..o E&.oo i mo&Bo:a.Em wo_.mmN&. e daje
tkivo ' o_uﬁoﬁoo\oew wOw-o,\._Bm u rijeci WE@._ i njezinom o_a.:mo:_:. i dalje ,.:mo_.mo
B Sovielie nakon 30 @om_:m. lako je m:m_._N.:m: B.m__ broj uzoraka, .ENC:&_ pokazuju .<_m.o_.$
PCB .m_o<m:_ ja: ribice koncentracije PCB-ova u tkivima. Visoke koncentracije PCB-ova u ¢ovjecjoj 32
rijeka Krupa (Proteus ribici su posljedica akumulacije zbog njegove dugovjecnosti i sporog
anguinus): Bﬂmco.:mﬂsm.._wém a._Nch. evanje ovih o:om.mwm&.:&r. tvari os:.vmcm: ¢e
2008 ucinkovitije mjere zastite ne samo za ugrozeni P. anguinus, ve¢ i za ostalu
' Spiljsku faunu.
U analiziranim uzorcima identificirane su varijabilne koncentracije kongenera
misicno polikloriranih dibenzodoksina i furana (PCDD/Fs) te PCB-ova (DL-PCB-ovi i
tkivo ribe NDL-PCB-ovi). Otkrivene koncentracije u nekim su uzorcima premasile
PCB Italija: jezero Silurus regulativne razine propisane od strane Europske unije. Takvi rezultati 30
Varese glanis: impliciraju potencijalni zdravstveni rizik za populacije koje konzumiraju ovu
sijecanj ribu u ve¢im koli¢inama. Ovi nalazi ukazuju na potrebu za daljnjim
2015. istrazivanjima i monitoringom kako bi se bolje razumjeli rizici i izvor
oneciséenja.
migiéno Toksikoloske mng&_.w ._uomeE.ﬁ ﬂm ZUH-_uO_w..oS E.S_.: Stetne cmm:.wo na razvoj,
tKivo ribe posebno na m.:\mm:_. i m.sao._QE_ sustav. >wm:No u EHS@ ﬁrcﬂm_ﬁr anmwoﬁm
Italija: rijeka Silurus poput S. glanis .on:\&: J:mo_a razine o.Sr o:ogwo‘&cm& tvari, wﬁ ESNEW na
PCB _wo glanis: w@Q.@.c: za mﬁm:.:a Em.mo@ em. .O.S nalazi su posebno zabrinjavajuci jer su riba i 31
5009 - :c.___ Qo_.N<oa._ glavni Q_._m&_:_ izvor _./_U_u-vom-oﬁ._. Podaci isti¢u comﬂo@.msoﬁ
201 H ovih kemikalija u vodenim ekosustavima, ¢ak i godinama nakon §to je njihova
' proizvodnja ogranicena, naglasavajuéi potrebu za daljnjim istrazivanjima.
Istrazivanje je analiziralo prisutnost endokrinih disruptora i drugih
oneciscéujucih tvari u sedimentima rijeke Po i njenog pritoka, rijeke Lambro,
o Sediment kaoiu n_u..&bm iz &.H rijeka. <m.&:m WQ.E.mme. a wwmmmg,&.m Em._m rizik, ali su
PCB. OCP Italija: rijeka fibe: ' _uw_u.m I _uO_w..oS Eo:mﬂm.:_ u N.m_uEEm,\&so‘_B koncentracijama. Ove . 33
' Po No”_.o oneci$¢ujuce tvari predstavljaju rizik za vodene organizme i ljudsko zdravlje,
. posebno u rijecnom pritoku Lambro gdje su koncentracije znatno vise.
Istrazivanje sugerira potrebu za daljnjim studijama, posebno jer rijeka Po svoje
oneci§¢ene sedimente prenosi i do Jadranskog mora.
Voda _uch_S: su co_&Nm.: <m1._.mc::o ww:mo::moc.o o<.5 oneciscujucih ?\m.? ] <.mw:.:
Italija: rijeka | se Q_er | Vil ednostima u sedimentima. Godi$nje opterecenje za morsku stranu iznosilo je
PCB, OCP mW_m 2020 o oww 89,7 kg, :mm_wwm,\&:& vaznost rijeka kao potencijalnog izvora onecis¢enja 34
NONH Tirenskog mora. Analize upuc¢uju na povrsinsko otjecanje kao primarni izvor

PCB-ova, dok indikatori rizika sugeriraju potencijalnu opasnost za ekosustav.
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2.6. In silico modeliranje

U danasnje digitalno doba, stalna potraga za znanstvenim napretkom i
inovacijama dovodi do evolucije tradicionalnih disciplina, stvaraju¢i mostove izmedu
prirodnih znanosti i informacijskih tehnologija. Toksikologija, znanost o otrovima i
njihovim potencijalnim ucincima na zive organizme, nije izuzetak. Sa sve veéim
pritiscima da se smanji broj eksperimenata na Zivotinjama i uz rastu¢u potrebu za
efikasnim testiranjem novih kemijskih spojeva, potrebna je alternativa koja moze brze
1 preciznije predvidjeti toksi¢ne ucinke. Kao odgovor na ovaj izazov, prediktivna
toksikologija razvila se kao spoj klasi¢ne toksikologije i racunalne znanosti, pruzajuéi
alate koji omogucuju brze i pouzdanije procjene potencijalnih rizika. KoriStenje
raCunalnih algoritama 1 modela za predvidanje bioloskih odgovora, posebno u
kontekstu toksi¢nih ucinaka, postaje sve ¢eS¢i pristup. U sljedeéim odlomcima
detaljno ¢e se istraziti ova sveobuhvatna paradigma, njezine prednosti, izazovi i

buduce perspektive.

2.6.1. Strojno ucenje

Strojno ucenje (engl. machine learning) ukljucuje procese gdje se racunala
automatski treniraju za izvrSavanje odredenih zadataka pomocu algoritama. Ovaj
pristup omoguc¢ava racunalima da analiziraju 1 uce iz podataka, identificirajuci
obrasce 1 pravila bez izri¢itog programiranja. Jedan od klju¢nih primjera primjene
strojnog ucenja je automatsko ucenje korisniCkih preferencija, gdje se koristi niz
algoritama za analizu velikih koli¢ina podataka radi izdvajanja opéih pravila.®” Ovi
veliki skupovi podataka stvaraju okruzenje idealno za strojno ucenje, gdje se
informacije redovito prikupljaju ili pohranjuju. Ovi skupovi podataka su Cesto
preveliki ili previSe sloZzeni za obradu putem standardnih aplikacija za obradu
podataka, stoga su pristupi temeljeni na strojnom ucenju neophodni za efikasnu
analizu i interpretaciju.®® Trenuta¢na upotreba pojma big data odnosi se na
prediktivne analiticke sustave, analizu korisnickog ponasanja ili neke druge napredne
metode analize podataka koje izvlace vrijednost iz velikih podataka, a rijetko se
odnose na specificnu veli¢inu skupa podataka. Na mnogo nacina, depoziti velikih
podataka izgradeni su od strane korporacija s posebnim potrebama za obradom

podataka, poput operativnih sustava koji su postupno proSirivali veli¢ine i broj
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dostupnih skupova podataka. Za njihovu obradu potreban je softver za masivno
paralelno izvodenje koji radi na desecima, stotinama ili ¢ak tisu¢ama servera.®
Uz napredak tehnologije obrade velikih podataka i visokoucinkovitog

raCunanja, strojno ucenje postalo je kljucna komponenta u otvaranju novih
moguénosti u razli€itim operativnim okruzenjima. Ovo podru¢je omogucuje
ra¢unalima da razumiju i interpretiraju informacije bez detaljnog programiranja.®
Svake godine, strojno ucenje Se S$iri na brojna istrazivacka podrucja kao $to su
bioinformatika®, biokemija®, meteorologija®®, medicina®, ekonomske znanosti®,
akvakultura®, kemo-ekologija®, roboti¢ke znanosti® i klimatologija.*® Broj
algoritama za strojno ucenje raste svake godine, a svaki algoritam se oslanja na tri
klju¢ne komponente: reprezentaciju, evaluaciju i optimizaciju. Postoje Cetiri osnovna
tipa strojnog ucenja (slika 10.)°:

* nadzirano ucenje, gdje podaci za treniranje sadrze specifi¢ne izlazne rezultate,

* nenadzirano ucenje, gdje trenirani podaci ne ukljucuju predefinirane izlaze,

* polu-nadzirano uéenje, s nekim predodredenim izlazima i

+ udenje pojacanjem, koje predstavlja najnapredniji pristup.t

otkrivanje problema
nasumicno otkrivanje e-poste
dijagnostika

analiza obrazaca

KLASIFIKACIJA —>

NADZIRANO
> UCENIJE
+ procjena rizika
REGRESLIA « predvidanje rezultata
POLUNADZIRANO ﬁ poboljsanje klasifikacije

UCENIE >+ analiza teksta
t povecanje preciznosti modela

STROJNO UCENIJE

rudarenje podataka

SMANJENIJE prepoznavanje povrsina

* o o o

DIMENZUA | >| .« vizija velikih podataka
prepoznavanje slika
NENADZIRANO
UCENJE -
ANALIZA | ° ':;‘;L“‘?‘_J?‘_k i
GROZDOVA . nisticko planiranje

ciljani marketing

racunale igre
financije
proizvodnja
kontrola zaliha
robotika

UCENIJE

POJACANJEM

Y

Slika 10. Osnovni tipovi strojnog ucenja
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2.6.2. Prediktivna toksikologija i njena primjena u regulatornom kontekstu

Prediktivna toksikologija oznac¢ava uporabu racunalno potpomognutih modela
za procjenu bioloskih odgovora, primarno usmjerenih prema toksi¢nim ucincima,
minimiziraju¢i pritom potrebu za empirijskim eksperimentima. Temelji se na principu
da struktura molekule odreduje njezinu aktivnost (engl. Structure-Activity
Relationship, SAR).1%? Kada se taj odnos izmjeri i definira, naziva se ,,Kvantitativni
odnos struktura i aktivnosti” (QSAR). QSAR modeli koriste podatke o toksi¢nosti
razli¢itih spojeva kako bi stvorili model koji povezuje toksi¢nost s molekularnim
osobinama. Te osobine su definirane molekulskim deskriptorima, koji su numericke
vrijednosti koje opisuju strukturne karakteristike molekula, poput molarne mase,
oblika, elektricnog naboja i slicno. Ova metoda potom omogucuje predvidanje
toksi¢nih profila novih, dosad neistrazenih kemijskih spojeva.®

Regulatorni okviri, poput europske REACH regulative'®, insistiraju na
detaljnom prikazivanju sigurnosnih informacija o kemijskim tvarima. Sukladno
REACH-u, svaka kemijska supstanca distribuirana unutar europskih granica mora biti
popracena dokumentacijom koja jasno navodi fizikalno-kemijske, ekotoksikoloske i
toksikoloske podatke. REACH potice integraciju alternativnih metoda, ukljucujuéi i
prediktivne modele koji trebaju zadovoljiti tri osnovna kriterija: (1) prepoznavanje
obrazaca u podacima, (2) tocno predvidanje rezultata iz novih eksperimenta i (3)
uskladenost s ranije razvijenim modelima i teorijama.?* Ovi kriteriji su neophodni
kako bi modeli bili prihvaceni i koriSteni u regulatorne svrhe, gdje je to¢nost i
pouzdanost predvidanja od kriti¢ne vaznosti.

Povijesno gledaju¢i, pocetni QSAR modeli bili su jednostavniji, konstruirani s
ograni¢enim brojem strukturno slicnih spojeva i oslanjali su se na jednostavne
matematicke modele poput viSeparametarske linearne regresije. Dostupnost ovih
modela bila je uglavnom rezervirana za akademsku zajednicu kroz specijalizirane
radove koji su se bavili deskriptorima dobivenim iz eksperimenata. No, s evolucijom
QSAR-a kao alata za regulatornu toksikologiju, nastala je potreba za user-friendly
modelima, $to je rezultiralo razvojem autonomnih programskih rjesenja. Uz Sirenje
pristupa procesima predikcije, postala je klju¢na i optimizacija pouzdanosti izlaznih
toksiénih  profila, S$to zahtijeva ukljucivanje dodatnih metoda osiguranja

transparentnosti evaluacijskih procesa.?

28



Op¢i dio

Razli¢iti autori koristili su sloZzene modele za predvidanje buducih trendova
PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova, oslanjajuci se na fizikalne, kemijske i mehanisti¢ke
postavke. Lamon i sur.!® istrazivali su primjenu modela u kontekstu klimatskih
promjena. Cowan-Ellsberry i sur.X% primijenili su modele sudbine i izloZenosti kako

106 analizirali su bioloske u¢inke POPs-

bi procijenili rizik od POPs-ova. Johnson i sur.
ova te na evaluaciju ckoloskog rizika u bioloskim populacijama i vodenim
ekosustavima. Kong i sur.8 istrazivali su kako POPs-0ovi mogu utjecati na varijacije u
meteoroloskim parametrima kao §to su brzina vjetra, temperatura i oborine, te na
koncentraciju organskog ugljika u Baltickom moru. Dudhagara i sur.'®” su PCA
metodom identificirali kombinaciju petrogenih i pirogenih izvora PAH-ova u
morskim sedimentima, dok su Santos i sur.!® primjenili PCA za utvrdivanje izvora i
procjenu ekoloskih rizika povezanih s PAH-ovima u povrSinskim vodama rijeke
Japaratuba u Brazilu. Bengtsson i Térneman'® su koristili geostatisticke metode i
analize rizika kako bi procijenili prostornu distribuciju i rizike povezane s PAH-ovima
u tlu one¢id¢enom krezotom na jugu Svedske. Abass i sur.!® Koristili su
toksikokineti¢ko modeliranje kako bi procijenili zdravstvene rizike povezane s PCB-
153, isticuéi potrebu za daljnjim istrazivanjima u svrhu unapredenja zdravlja
populacije.?

Unato¢ impresivnom napretku, prediktivna toksikologija suocCava se s
izazovima poput interpretabilnosti modela, procjene nesigurnosti i validacije
predvidanja u realnim uvijetima. Buduénost prediktivne toksikologije vidi se u
konvergenciji sa naprednim tehnologijama, poput dubokog ucenja, te u integraciji vise
izvora podataka kako bi se postigla bolja preciznost i pouzdanost. Predvida se da ¢e
ovi modeli postati srediSnji alat za podrSku regulativnim procesima, pruzajuéi pritom

sve veéu sigurnost za ljudsko zdravlje i okolis.??

2.6.3. VEGA QSAR

Pouzdanost modela (kvantitativnih) odnosa strukture i aktivnosti tvari
((Q)SAR) klju¢na je problematika koju je potrebno rijesiti kako bi se povecala
njihova prihvacéenost u procjeni rizika. 1zazov je utvrditi moZe li se odredeni (Q)SAR
model koristiti za odredenu tvar. Model se temelji na informacijama unutar svog
skupa podataka za treniranje (engl. trening set), pa se moze oc¢ekivati da ¢e model

izgraden na temelju specificnih klasa tvari loSe predvidati svojstva tvari iz ostalih
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klasa. Dakle, ako je model razvijen za aniline, nije razumno primjenjivati ga na
alkohole. Nadalje, postoje grupe kemikalija koje su teSke za predvidanje. Jedan od
razloga za teskoce predvidanja je Sto neke tvari imaju ponaSanje koje je slabo
zastupljeno u skupu podataka za treniranje, pa model ne moze dobiti odgovarajuce
informacije koje predstavljaju poseban ucinak ovih tvari, koji je maskiran unutar
vecéeg skupa tvari. Stoga regulatorna tijela zahtijevaju procjenu domene primjenjivosti
modela (engl. applicability domain), primjerice u europskoj legislativi o industrijskim
tvarima (uredba REACH)?° i u nagelima OECD-a za (Q)SAR.!

Problematika toksi¢nosti nudi brojne izazove za algoritme umjetne
inteligencije. Primarni problem je ograni¢ena dostupnost informacija o uzrocima i
mehanizmima toksi¢nosti za razne ishode, Sto komplicira deduktivne metode.
Simboli¢ki pristupi mogu pruziti ,,mehanisticka tumacenja”, koja nude osnovnu ideju
o moguc¢em toksikoloskom putu temeljenom na odredenim kemijskim podskupinama.
Medutim, ¢ak i kada su strukturalna upozorenja (engl. structural alerts) poznata,
njihova prisutnost ne jamci toksicnost; tako da njihova odsutnost ne znaci automatsku
sigurnost molekule. Stoga su razvijene dodatne metode, poput one u SARpy*!?, kako
bi se identificirala nova strukturalna upozorenja i ,,neutralne podstrukture” (engl.
neutral substructures) koji mogu dodatno klasificirati sigurnost molekula. QSAR
pristupi naginju probabilisticCkim metodama umjetne inteligencije, sto moze otezati
interpretaciju rezultata. Uvijek postoji ravnoteza izmedu to¢nosti predvidanja 1
jasno¢e modela. Dok su jasni modeli kljuéni za stru¢ne odluke, oni mogu biti
neprecizni zbog generalizacija koje su potrebne za njihovu izradu, posebno kada
podaci nisu obilni. Kako bi se izbjegao rizik od prekomjerne generalizacije, QSAR
modeli ¢esto se oslanjaju na linearnu regresiju unutar specificne kemijske kategorije
stoga nisu pouzdani izvan te specifiéne skupine.?

VEGAHUB,'*3 kao inkluzivna platforma, obuhvaéa VEGU koja nudi preko
100 (Q)SAR modela, te dodatne alate za prioritizaciju, procjenu rizika i strategije
prenoSenja podataka (engl. read-across). Softver je dostupan korisnicima kao resurs
otvorenog pristupa. U tablici 5. dan je pregled dostupnih alata za kemijsku sigurnost i
ocjenu toksi¢nosti unutar VEGAHUB platforme.?

U suvremenom kontekstu regulative kemijskih spojeva, VEGAHUB je postao
klju¢na platforma koju Europska agencija za kemikalije (engl. European Chemicals
Agency, ECHA\) koristi za analizu tvari prethodno registriranih prema REACH uredbi.
VEGAGHUB je povezan s OECD QSAR Toolbox verzijom 4.414115 a dostupan je i
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kao samostalan alat za predvidanja na drugim platformama, poput AMBIT-a% i
CLiCC-a.*” Kljuéna komponenta VEGAHUB-a, VEGA, primjenjuje sofisticirane
kvantitativne metrike za evaluaciju domene primjenjivosti zasnovane na
multifaktorskoj analizi. Osim evaluacije kemijske sli¢nosti izmedu ciljane i tvari iz
skupa podataka za treniranje, platforma provodi dodatne analize specifi¢ne za krajnji
ishod (engl. endpoint) i algoritam. Ove analize generiraju kvantitativne izlazne
parametre koji sluZze za ocjenu pouzdanosti predvidanja za specificnu tvar. Dodatno,
algoritmi platforme kriticki evaluiraju suglasnost izmedu eksperimentalnih i
predvidenih vrijednosti. Automatizacija ovog procesa omogucuje filtriranje
predvidanja sa sumnjama vezanim za domenu primjenjivosti, asistiraju¢i korisniku u
identifikaciji potencijalnih anomalija ili neuskladenosti.?* Metode i tehnike za analizu
domene primjenjivosti unutar VEGE bile su tema akademskih rasprava2118-124 j

pokazale su se kao robustne i zadovoljavajuée u kontekstu prediktivne toksikologije.

Tablica 5. Pregled VEGAHUB alata za kemijsku sigurnost i ocjenu toksi¢nostiZ

Alat Vrsta pristupa

QSAR-ovi razvijeni s razli¢itim metodama strojnog ucenja

VEGA QSAR na temelju molekularnih deskriptora i fragmenata.
ToxRead Alat za podrsku automatskom read-acrossu.
PR(‘)LI\‘;IEHJ'IS—I:EUS Alati za prioritizaciju spojeva prema njihovoj PBT sklonosti.
Modeli za 12 nuklearnih receptora na temelju fragmenata i
VEGA NRMEA podataka iz ToxCast/Tox21 i ChEMBL.
VERMEER Softver za izvodenje in silico procjene rizika sastojaka
Cosmolife kozmeticke formulacije.
Softver za procjenu razlika izmedu dvije kemijske strukture
ToxDelta za Ames test temeljen na maksimalnoj zajednickoj
potstrukturi.
. Alat za razvoj lokalnih modela na temelju kombinacije
iIQSAR e ) o
razli¢itih metoda strojnog ucenja.
CORAL Razvoj QSAR modela na temelju Monte Carlo metoda
koriste¢i SMILES string kao ulaz.
SARpy Alat za razv_oj klz_;ls_ifikg_cijskih modela na temelju
identifikacije fragmenata.
QSARpY Alat za razvoj kvantitativnin QSAR modela na temelju

identifikacije fragmenata.

Razvijen iz bogate kolekcije in silico modela, VEGA QSAR!? ima za cilj

omoguciti javnu i neograni¢enu uporabu tih alata. Platforma ima korijene u EU-
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financiranom projektu CAESAR (engl. Computer-Assisted Evaluation of industrial
chemical Substances According to Regulations)'?, ¢&ija je inicijalna konceptualizacija
i funkcionalnost postavljena prije vise od desetljeca.?’ Zahvaljujuéi doprinosima
raznih institucija iz Europe i SAD-a, VEGA QSAR nudi Siroki spektar modela. Ovi
modeli obuhvacaju razliCita svojstva, ukljuuju¢i postojanost, logP, faktor
biokoncentracije (engl. Bioconcentration Factor, BCF), ali i karcinogenost,
mutagenost te senzibilizaciju koze. Mnogi modeli proizlaze direktno iz CAESAR
projekta, dok su drugi dodani kako bi se simulirali standardi postavljeni od strane
organizacija poput US EPA i talijanskog nacionalnog zavoda za zdravstvo (tal.
Istituto Superiore di Sanita, ISS). Svi modeli su testirani, objavljeni u znanstvenoj
literaturi 1 usporedeni s komercijalnim alternativama, potvrdujuéi tako njihovu
pouzdanost i primjenjivost.?? VEGA-QSAR predstavlja vrlo sveobuhvatan alat za
predikciju 1 evaluaciju kemijskih spojeva. Osim $to generira bogate izlazne izvjeStaje
u PDF formatu i pregledne tabli¢ne podatke, VEGA-QSAR nudi viSestruke metrike 1
metode za ocjenu pouzdanosti tih predikcija. Medu njima je i indeks domene
primjenjivosti (engl. applicability domain index), koji se koristi za kvantitativno
ocjenjivanje pouzdanosti svake predikcije, omogucujuéi korisnicima da razumiju i
kvantificiraju rizik povezan s predvidenim ishodima. Indeks domene primjenjivosti se
kategorizira u tri razine pouzdanosti: visoku, umjerenu i nisku. VEGA-QSAR takoder
koristi read-across pristup, gdje se sli¢ni spojevi iz velike baze podataka koriste kao
referenca za potvrdu predikcija $to korisnicima omogucuje bolje razumijevanje kako
se predvideni spojevi uklapaju u veci kontekst kemijskih sli¢nosti i razlika.?® Dodatni
elementi kao S§to su strukturalni alarmi korisni su za daljnju evaluaciju, posebno kada
je u pitanju procjena toksi¢nosti. Strukturalni alarmi specifi¢ne strukturne znacajke ili
motivi unutar kemijskih spojeva koji su poznati po tome Sto Cesto ukazuju na
odredena bioloska ili toksikoloska svojstva. U kontekstu VEGA QSAR-a, strukturalni
alarmi sluze kao dodatni pokazatelji koji mogu ukazivati na potencijalne rizike ili
koristi odredenog spoja. Na primjer, odredene skupine, kao $to su nitro-skupine ili
halogenirani aromatski prstenovi, mogu biti strukturalni alarmi za toksi¢nost. Kada
VEGA QSAR analizira molekulu, ovakvi alarmi se mogu identificirati i koristiti za
dodatnu evaluaciju predikcija. Oni mogu upozoriti na potencijalno toksi¢ne ili
reaktivna svojstva spoja. VEGA omogucuje dublji uvid, ne ograni¢avajuci se samo na

predvidanje.?
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Stvarna svrha VEGA platforme je olakSavanje procjene rizika kemijskih tvari.
lako in silico model moze dati jedan rezultat, analiza sli¢nih tvari moze pruziti
suprotne podatke. Strukturalni alarmi pruzaju dodatnu razinu analize. Broj
integriranih modela u VEGA platformi se povecava, trenutno obuhvacajuéi 112
modela za razne toksikoloske i fizikokemijske parametre. U VEGA platformi se mogu
pronaci modeli koji ve¢ postoje na drugim renomiranim platformama, ali su adaptirani
za VEGA okruzenje. Svi modeli su opisani u korisni¢kom priru¢niku, a modele je
moguce karakterizirati koriste¢i QMRF format izvjestavanja (engl. QSAR Model
Reporting Format, QMRF). Ovo osigurava transparentnost i pravilnu dokumentaciju

modela, §to je nuzno za regulatornu uporabu.?

2.6.4. Analiza glavnih komponenata

Velike koli¢ine podataka koje se generiraju svakodnevno predstavljaju izazov
za obradu 1 analizu. Kako bi se osiguralo da su podaci ne samo upravljivi ve¢ i
korisni, vazno je razviti tehnike koje mogu efikasno obraditi i interpretirati te podatke.
Jedan od klju¢nih pristupa u tom kontekstu je smanjenje dimenzionalnosti, koji ima za
cilj pretvoriti kompleksne, visokodimenzionalne podatkovne setove u sazZetije i
jednostavnije oblike, ne gubedi pritom bitnu informaciju. Posebno se izdvaja analiza
glavnih komponenti, koja je postala prednjacka tehnika u ovom podrucju.t?”128

Tehnike smanjenja dimenzija nude niz prednosti: (i) smanjenje prostora za
pohranu podataka, (i1) brzi izraCuni, (iil)) uklanjanje nepotrebnih, bucnih 1
redundantnih podataka, (iv) optimizacija kvalitete podataka, (v) unaprjedenje
ucinkovitosti i to¢nosti algoritma, (vi) omogucéuje vizualizaciju podataka te (vii)
pojednostavljuje  klasifikaciju i poveéava performance.!?® PCA predstavlja
dominantnu tehniku za smanjenje dimenzionalnosti setova podataka. U procesu,
odbacuju se manje vazne komponente, Sto omogucava dvije prednosti: bolje
razumijevanje sloZenosti podataka i pojednostavljenje prikaza.?®

Algoritmi za smanjenje dimenzionalnosti (engl. dimensionality reduction)
ciljaju na minimizaciju razlika izmedu distribucija razli¢itih skupova podataka unutar
latentnog prostora, ¢ime se poboljsava transferno uéenje.**® Primjena ovih metoda na

specificne uredaje pokazuje bolje performanse u usporedbi s pristupima Kkoji ne

koriste smanjenje dimenzionalnosti.*® Ove tehnike omogucavaju efikasniju analizu,
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obradu i vizualizaciju podataka, $to rezultira brzim izracunima, uklanjanjem buke i
redundancije te optimizacijom kvalitete podataka.'?®'*2 Tehnike se mogu
kategorizirati u odabir 1 izdvajanje znacajki, gdje odabir znacajki reducira
redundantne podatke za precizniju reprezentaciju, dok izdvajanje znacajki identificira
klju¢ne informacije u saZetiem formatu.?’?® PCA prilagodava podatke
standardizacijom, uzimajuéi u obzir razliite jedinice mjerenja. Ova metoda, cesto
povezana s korelacijskom matricom standardiziranih podataka, izracunava vektore
vlastitih vrijednosti za maksimizaciju varijance. 2®2® Rezultati PCA mogu varirati s
obzirom na specifi¢nosti dataset-a, ali je posebno koristan za skupove podataka s
varijabilnim mjerilima. 133134

PCA analiza, koju su u ranoj literaturi definirali Karl Pearson!*® i Harold
Hotelling™®®, pronasla je svoju znadajniju primjenu tek s Sirenjem suvremenih
ra¢unalnih sustava desetljeéima kasnije.!®” Danas se koristi u mno§tvu znanstvenih

disciplina, uklju¢ujuéi neuroznanost*®, kvantitativne financije*°

, pri cemu je najcesca
primjena prepoznavanje lica®® i druge primjene poput medicinske Korelacije
podataka.'*! Sredisnji princip PCA temelji se na maksimiziranju zadrzane varijance
kroz linearnu kombinaciju originalnih varijabli. Klju¢ne komponente (engl. principal
components, PC) identificiraju te kombinacije, dok problematika vlastitih svojstvenih
vrijednosti/vlastitih vektora pruza matematicki okvir za njihovo rjesavanje. PCA je
racunalno intenzivan postupak ¢ija se primjena znatno proSirila s dolaskom modernih
racunalnih sustava. Osim svoje primarne funkcije, PCA omogucuje i analizu setova
podataka s visokom kolinearno$¢u, nedostaju¢im vrijednostima 1 kategori¢kim

podacima, ¢ime se postavlja kao neophodan alat u analizi velikih podataka, posebno u

kontekstu strojnog uéenja.?®
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Analiticke aktivnosti provedene su na Institutu za medicinska istrazivanja u
Zagrebu, Zavod za higijenu okoli$a, u okviru rada projekta EnvironPollutHealth pod
vodstvom dr. sc. Snjezane Herceg Romani¢. Ovaj integrirani pristup omogucio je
sveobuhvatnu evaluaciju prisutnosti i koncentracija navedenih onecis¢ujuéih tvari u
rijeénim sedimentima, koriste¢i napredne analiticke tehnike za osiguravanje visoke
razine preciznosti i pouzdanosti rezultata. Takoder, u nastavku su detaljnije opisani
klju¢ni alati koristeni u ovom radu, s posebnim naglaskom na VEGA QSAR softver,
in silico procjenu rizika te redukciju dimenzionalnosti i grupiranje podataka, koji su se

pokazali kao iznimno korisni u analizi i interpretaciji ekotoksikoloskih podataka.

3.1. Odredivanje PCB-ova i OCP-0ova u rijeénom sedimentu

3.1.1. Uzorkovanje rije¢nih sedimenata

Uzorkovanje rije¢nih sedimenta provedeno je na 28 lokacija duz hrvatskih
rijeka (tablica 6.) od svibnja 2020 do rujna 2021. godine. Na svakoj lokaciji uzeto je
po &etiri uzorka sedimenta s povrsine od 1 m?, smjestenih na uglovima imaginarnog
kvadrata, pri ¢emu je svaki uzorak teZio priblizno 0,5 kg. Uzorci su pohranjeni u
hladnjaku na temperaturi od —-18 °C do trenutka pripreme za analizu. Nakon
odmrzavanja uzorci s iste lokacije su kombinirani i homogenizirani. Zbog visokog

udjela vlage, sedimenti su suSeni na zraku pri sobnoj temperaturi tijekom cetiri dana.

35



Eksperimentalni dio

Tablica 6. Popis uzoraka

RIJEKA | LOKACIJA LAT LON OPIS
Kupa Kuzelj 45477734 14.806545 Kuzelj, Gorski kotar
Kupa Severin | 45428927 | 15.19084g | Severin niﬁ‘;‘;} kupaliste
Kupa Jurovo | 45.628944 | 15.301039 J“r‘l’_‘;‘r’“njgrol‘:fek\'”irr‘l’% i((t)‘mk
Kupa HE 45.614388 15.476448 Ozalj
Kupa Ozalj 45.614723 15.479833 Ozalj, gradsko kupaliste
Kupa Karlovac 45.496340 15.551701 centar Karlovca
Kupa Petrinja 45.444949 | 16.270323 Petrinja (kupaliste)
Kupa Sisak 45.470357 16.385345 Sisak (Stari grad)
Kupica Brod na Kupi | 45.447729 14.853218 ISevnica, Gorski kotar
Kupcina ZG zupanija | 45.560677 15.737883 Zagrebacka zupanija
Korana usc¢e u Kupu | 45.500745 15.575217
Korana Slunj 45.121145 15.589586 Slunj, kupaliste Rastoke
Korana Karlovac 45.484183 15.559342 | Karlovac - Foginovo kupaliste
MrezZnica Slapi¢ 45.420562 15.482801 Belavi¢i, kamp Slapic¢
MrezZnica Duga Resa 45.445093 15.504593 | Duga Resa, gradsko kupaliste
Sava Sisak 45.471534 16.387908 Sisak (Stari grad)
Sava Zagreb 45779541 | 16012031 | Z30reb (fggfaﬁa*)(ame”ji )
Orljava Mijaci 45.446224 17.473141
Brzaja Strijezevica | 45.466612 17.506494
Vidak S;g';}fé‘ee 45975335 | 15.939999
Mirna Istra 45.357614 13.737686
Mala Istra 45.401167 | 13.947612
Boljuncica Istra 45.262613 14.127370
Neretva Doljani 43.050950 17.661434 Metkovi¢, Doljani
Neretva Unka 43.054255 17.655278 Metkovié¢, Unka
Neretva most 43.054154 17.652171 Metkovié¢, most
Neretva usce 43.020129 17.447356 usce
Plitvice Proscansko 44.864727 15.600791 Plitvicka jezera (Pros¢ansko)
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3.1.2. Karakterizacija rijecCnih sedimenata

Spojevi su izdvojeni iz mokrih uzoraka sedimenta ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima na sustavu za ubrzane mikrovalne reakcije MARS X
snagom od 600 W (CEM Corp., Matthews, NC). Uzorak vlaznog sedimenta mase 5 g
i 30 mL mjeSavine n-heksana i acetona u omjeru volumena 1 : 1 stavljeni su u posudu
za ekstrakciju od PFA Teflona (GreenChem Plus, CEM, NC, SAD). Ekstrakcija je
zapocCela postupnim povecanjem temperature na 80 °C tijekom 5 minuta, nakon ¢ega
je slijedilo 10 minuta mikrovalnog zagrijavanja na 80 °C uz umjereno magnetsko
mijeSanje. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, 25 mL ekstrakta odvaja se u
graduirane epruvete. Ekstrakt je uparen u laganoj struji duSika i bez zagrijavanja
kupelji do 3 mL, a formirani donji vodeni sloj je pazljivo uklonjen pomocu
Pasteurove pipete. Organski sloj je zatim uparen do 1 mL i propusten kroz Florisil
Bakerbond SPE kartusu, prethodno kondicioniranu s 10 mL n-heksana. Zadrzani
spojevi isprani su s kartuSe s 10 mL n-heksana, a eluat je u laganoj struji dusika i bez
zagrijavanja kupelji uparen do 1 mL. Budu¢i da cis¢enje eckstrakata sedimenta
pomocu ¢vrstofazne ekstrakcije koriStenjem Florisila nije dokazalo dovoljnu 1 jednaku
ucinkovitost za eliminaciju komponenata matrice koje ometaju GC analizu ciljnih
analita, eluati su dodatno prociS¢eni mijeSanjem s 1 mL koncentrirane sumporne
kiseline te centrifugirani tijekom 5 minuta na 3500 rpm. Za uklanjanje sumpora,
uzorke je bilo potrebno dodatno muckati sa zivom. Na odjeljeni sloj n-heksana
kapalicom je dodano 1 mL Zive. Sloj n-heksana odjeljen za GC analizu profiltiran
kroz syringe filtar veli¢ine pora 0,2 pm.

Svi uzorci sedimenta analizirani su u dvostrukom primjerku. Ekstrakti
sedimenta analizirani su paralelno na dvije plinske kromatografske kolone duzine
30m razli¢itih polariteta (HP5 i HP1701) (Agilent, USA). Vrednovani su samo spojevi
potvrdeni na obje kolone. Takoder, pripremljene su i analizirane slijepe probe. Maseni
udjeli OCP-ova i PCB-ova u analiziranim sedimentima izraunati su kao prosjek
dvaju ponavljanja. Za izraCunavanje masenih udjela na osnovi suhe mase sedimenta
(s.m.), sadrZaj vlage u sedimentu odreden je neposredno prije ekstrakcije susenjem 2 ¢
sedimenta na 110 °C tijekom tri sata do konstantne mase.

Nakon susenja do konstantne mase na 110 °C, uzorci sedimenta su prosijani
kroz sito pora 1 mm te je odreden ukupni ugljik (TC) i anorganski ugljik (IC) koriste¢i
analizator ukupnog organskog ugljika (TOC-VCPH) povezan s modulom za Cvrste
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uzorke SSM-5000A (Shimadzu, Kyoto, Japan). Sadrzaj organskog ugljika (TOC)
izraCunat je kao razlika izmedu TC 1 IC. pH vrijednost sedimenta mjerena je u
supernatantu nakon noéne ekvilibracije 2,5 g uzoraka suSenih na zraku s 15 mL
destilirane vode koriste¢i pH/konduktometrijski mjera¢ SevenMulti™ opremljen s
InLab® Expert Pro pH elektrodom (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svicarska). Isti
supernatant analiziran je za elektriénu vodljivost (EC), koriste¢i InLab® 731 sonda za
vodljivost, kao i za ukupni otopljeni ugljik (TDC) i otopljeni organski ugljik (DOC)
koriste¢i TOC-VCPH analizator.

3.2. Odredivanje PAH-a u rije¢nom sedimentu

Ekstrakcija PAH-a iz sedimentnih uzoraka izvedena je mjeSavinom otapala
(toluen:cikloheksan 7:3) koriste¢i tehnologiju ubrzane ekstrakcije otapalom (Thermo
Scientific™ Dionex™ ASE™ 350). U postupku je koristen 1 g uzorka sedimenta, koji
je pomijeSan s inertnim materijalom, dijatomejskom zemljom, radi poboljSanja
protoka otapala 1 efikasnosti ekstrakcije. Uzorci su postavljeni u ekstrakcijske celije
uredaja ASE 350, nakon Cega je pokrenut postupak ekstrakcije pri temperaturi 125 °C
I tlaku 1500 psi. Daljnja priprema ukljucivala je centrifugiranje dobivenog ekstrakta
(30 mL) i uparavanje u vakuumu do suhog stanja. Nakon toga, uzorci su ponovno
otopljeni u acetonitrilu. Koncentracije PAH-a odredene su pomocu Agilent Infinity
1260 visoko wucinkovite tekuéinske kromatografije (HPLC) s detektorom
fluorescencije. Za razdvajanje PAH-a koristena je Zorbax Eclipse PAH kolona (100 %
2,1 mm). Mobilna faza bila je acetonitril i voda (60 : 40), s protokom od 0,2 mL
min~t. Kalibracijske krivulje pripremljene su s komercijalnim standardom PAH
(Supelco EPA 610 PAHs Mix).

3.3. Modeliranje

3.3.1. VEGA QSAR alat

Za unos molekula u VEGA QSAR koristen je format sustava
pojednostavljenog unosa molekularnih linija (engl. Simplified Molecular Input Line
Entry System, SMILES)!*, a molekularne strukture preuzete su iz baze podataka
PubChem.*3 Na slici 11. prikazane su strukture molekula PAH-ova, OCP-ova i PCB-

ova analiziranih u ovom radu te njihove kratice i nazivi.
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Flu Pir
Fluoren Piren Benzo[a]antracen
Kri BjF BbF
Krisen Benzo[j]fluoranten Benzo[b]fluoranten
BkF BaP DahA
Benzo[k]fluoranten Benzo[a]piren Dibenzo[a,h]antracen

48 ogy

BghiP IP HCB
Benzol[g,h,i]perilen Indeno[1,2,3-c,d]piren Heksaklorbenzen
Cl -

a cl c

a al

Clinine

cfg cl cl T cf ‘a”cw
a-HCH pB-HCH v-HCH
Alfa-heksaklorcikloheksan Beta-Heksaklorcikloheksan ~ Gama-Heksaklorcikloheksan

DDE DDD DDT

Diklordifenildikloroeten Diklordifenildikloroetan Diklordifeniltrikloretan
Cl, C
00 RaeY
cl a
PCB-28 PCB-52 PCB-101
2,4,4'-triklorbifenil 2,2' 5,5 -tetraklorbifenil 2,2',4,5,5'-pentaklorbifenil

Slika 11. Strukture molekula PAH-a, OCP-a, PCB-a analiziranih u ovom radu
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2,3,4,3' 4’-pentaklorbifenil

PCB-156
2,3,4,5,3' 4'-heksaklorbifenil

PCB-170
2,3,4,5,2',3" 4'-heptaklorbifenil

PCB-153
2,2'.4.4' 5 5'-heksaklorbifenil

PCB-180
2,2',3,4,4' 5,5 -heptaklorbifenil
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PCB-60
2,3,4,4'-tetraklorbifenil
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2,3,4,5,4'-pentaklorbifenil
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PCB-157
2,3,4,3' 4' 5'-heksaklorbifenil

PCB-189
2,3,4,5,3',4',5'-heptaklorbifenil

&

Slika 11. Strukture molekula PAH-a, OCP-a, PCB-a analiziranih u ovom radu

(nastavak)
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Na slici 12. prikazan je proces rada unutar VEGA QSAR platforme.’?® U
prvom koraku (slika 12.a), potrebno je unijeti popis identifikatora molekula u
platformu. Kemijski spojevi su ulitani kroz opciju Import File, a platforma je
potvrdila uspjesno ucitavanje 35 molekula. Nadalje, korisnik pristupa odabiru modela
za predvidanje (slika 12.b), biraju¢i izmedu 112 dostupnih modela one koji su
relevantni za analizu. Nakon odabira modela, korisnik je spreman pokrenuti analizu
klikom na gumb PREDICT oznacen crvenom strelicom. U posljednjoj fazi (slika
12.c), platforma demonstrira napredak u izvodenju modela, uklju¢ujuéi pokretanje
algoritama za izraCun molekularnih deskriptora i generiranje izvjeStaja. ZavrSetak
procesa signaliziran je porukom o uspjesnosti, pri ¢emu se prikazuje vrijeme potrebno
za generiranje podataka.

Ovaj pristup omogucuje korisnicima VEGA QSAR-a provodenje in silico

procjene toksicnosti 1 istraZivanje ekotoksikoloskih svojstava kemijskih spojeva.

VEGA in silico platform - version 1.2.3

<4' Insert SMILES: Import File
37

INSERT ‘ ‘ @ @

Molecule 1 |clcoc2elc ® File successfully loaded.

Molecule 2 |clcc2ecc3) 35 molecule imported
A Molecule 3 |c3cocodcc2)

Molecule 4 |clcocc2e(c]
Maolecule 5 |clcocde(c

Molecule 6 |clccc3c(c
Molecule 7 |clccc2ec3cScoocdoceo(c3(occ2(cl)))cds
Molecule 8 |clcccZe(cl)cc3cocd Sccc2c3cds
Molecule 9 |clcceSc(cl)cocdoc3c{cocc2ooccc23)oods
Maolecule 10|clcc2ccc3cccdoccSooccbo(cl)c2e3cdcs6
Molecule 11 |clccc2e(cl)c3coccdcocScococboc2o3cdcss

Molecule 12 |ci(c(c(c(c(ciCl)CChChChCI
Malecule 13|C1i{C(C(C(C(C1ChChcnclc)cl

/(%

Delete all  Delete

Slika 12. Proces rada unutar VEGA QSAR platforme: (A) unos popisa identifikatora
molekula, (B) odabir modela i (C) pohrana rezultata
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" Filter models: |All available endpoints

3
Fo
~3

INSERT

BCF
[] select all models
(® [ BCF model (CAESAR) - v. 2.1.15
(@ [ BCF model (Meylan) - v. 1.0.4
B (@ [ BCF model (Arnot-Gobas) - v. 1.0.1
(@ [ BCF model (KNN-Read-Across) - v. 1.1.1

Aquatic Acute Toxicity
[] select all models

@ [] Fish Acute (LC50) Toxicity model (IRFMN) - v. 1.0.2
1] 1

\/ PREDVIDI

Progress

Starting models execution.

Initializing molecular descriptors engine...
Running models...

Models execution completed.

Generating Multiple tab-separated textfiles...
Report generation completed.

Total time elapsed: 0 min, 23 sec

Slika 12. Proces rada unutar VEGA QSAR platforme: (A) unos popisa identifikatora
molekula, (B) odabir modela i (C) pohrana rezultata (nastavak)

42



Eksperimentalni dio

3.4. Procjena rizika

VEGA QSAR modeli za procjenu toksi¢nosti, postojanosti i bioakumulacije
spojeva, primijenjeni su za PBTC analizu i izraCunavanje toksi¢nih jedinica (TU),
omogucuju¢i dublje razumijevanje rizika koje postojana organska onecis¢ivala nose
za okoli$ 1 javno zdravlje. Analiza je provedena prema predlozenoj metodologiji

Babi¢ i suradnika'*

, gdje je metoda PBTr modificirana u metodu PBTC. Analiza
podataka, uklju¢uju¢i PCA 1 HCA analizu za identifikaciju klju¢nih uzoraka i veza
medu spojevima, provedena je pomoc¢u Pythona.'*® Ovaj pristup je omoguéio uvid u

distribuciju i potencijalne izvore onecis¢enja.

3.4.1. lzbor VEGA QSAR modela

Za analizu postojanosti (P), koristeno je Sest modela koji obuhvacaju razli¢ite
aspekte okoliSnog ponaSanja spojeva. To su: Ready Biodegradability model (IRFMN)
(v. 1.0.10), 2 modela za postojanost u sedimentu (Persistence (sediment) model
(IRFMN) (v. 1.0.1) i Persistence (sediment) quantitative model (IRFMN) (v. 1.0.1)), 2
modela za postojanost u vodi (Persistence (water) model (IRFMN) (v. 1.0.1) i
Persistence (water) quantitative model (IRFMN) (v. 1.0.1)) te Air Half-Life (IRFMN-
CORAL) (v. 1.0.1) model. Ovi modeli su neophodni za razumijevanje procesa
razgradnje 1 zadrZavanja spojeva u razli¢itim okoliSnim komponentama koje su
kljuéne za procjenu rizika od POPs-ova. U domeni bioakumulacije (B), ¢etiri modela
pruzaju uvide u sposobnost akumulacije spojeva u bioloskim sustavima. To su: BCF
model (CAESAR) (v. 2.1.15), BCF model (Meylan) (v. 1.0.4), BCF model (Arnot-
Gobas) (v. 1.0.1) te BCF model (KNN-Read-Across) (v. 1.1.1). Za analizu toksi¢nosti
(T), primijenjena su tri modela za procjenu ucinaka na vodene organizme: Fathead
Minnow LC50 96h (EPA) (v. 1.0.10), Daphnia Magna 48h (EPA) (v. 1.0.9) i Fish
Acute LC50 (IRFMN) (v. 1.0.2). Ovi modeli su klju¢ni za procjenu akutne toksi¢nosti
spojeva 1 njihovih potencijalnih ucinaka na razli¢ite vodene vrste. Za izracun
logaritamske vrijednosti koeficijenta raspodjele oktanol-voda (logP), koristena su tri
modela: LogP model (Meylan-Kowwin) (v. 1.1.5.), LogP model (MLogP) (v. 1.0.1.) i
LogP model (ALogP) (v. 1.0.1.)).
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3.4.2. Procjena toksi¢nosti in silico i prioritizacija PCB-ova, OCP-ova i
PAH-ova

Primijenjena su dva pristupa za procjenu toksi¢nosti uzoraka sedimenta i
prioritizaciju analiziranih spojeva: ocjenjivanje prema PBTC kriterijimal#®4" te
pristup baziran na toksi¢nim jedinicama (TU).'*® Obje procjene izratunate su koristeéi
koncentracije PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova u sedimentima rijeke i parametre

generirane pomocu in silico toksikoloskih alata (VEGA QSAR).

3.4.2.1.Racunanje toksikoloskih jedinica

Za izracun toksi¢nosti LCso (mg/L) odabrani su modeli Fathead Minnow LC50
96h (EPA) (v. 1.0.10), Daphnia Magna 48h (EPA) (v. 1.0.9) i Fish Acute LC50
(IRFMN) (v. 1.0.2) iz VEGA QSAR-a?l. Na temelju ovih modela, provedeno je
integrirano rangiranje toksi¢nosti, pri ¢emu je izraden prosje¢an rang (engl. average
rank) kako bi se dobila uravnotezena procjena rizika iz razli¢itih izvora.

Toksi¢na jedinica (engl. Toxic Unit, TU) definirana je kao omjer koncentracije
kemijskog spoja (Ci) i odabrane vrijednosti toksi¢nosti (jednadzba (1)).148

C;

= 0 (1)

TU;

Promatrani spoj imat ¢e TU = 1, odnosno logTU = 0, ukoliko je njegova koncentracija

u vodi jednaka njegovoj LCso vrijednosti. Za izracun specifi¢nog rizika lokacije,

pretpostavljeno je ponasanje sustava prema aditivnom modelu (jednadzba (2)).149150
n
TUsrre = log Z TU; (2)
i=1

Prema ocekivanjima ravnoteze izmedu ugljika u sedimentu i vode unutar pora
sedimental®, TU za sediment (jednadzba (3)) moZe se izraunati koristeéi
koncentracije spojeva mjerene u ekstraktima sedimenta na temelju vrijednosti
njihovog koeficijenta raspodjele izmedu sedimenta i vode u porama sedimenta, Kp
(jednadzba (4))18,
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Cs
TUpg = —— 3
1T K, - LCx (3)
Kp:% :foc'Koc (4)
Cq

Oznakom cs oznacena je koncentracija tvari u sedimentu (ug/kg), a sa cq koncentracija
tvari u vodi koja se nalazi u porama sedimenta (ug/L). Koc je koeficijent raspodjele za
organski ugljik u sedimentu, a foc je maseni udio organskog ugljika u sedimentu, koji
je mjeren na svih 28 lokacija. Jednadzba (4) se temelji na pretpostavci da je organski
ugljik jedina vazna faza za apsorpciju organskih onegiséivala.’>? Raspodijela se temelji
na pretpostavci postojanja ravnoteZze izmedu oneciS¢ujuce tvari adsorbirane na
Cesticama sedimentnog organskog ugljika i onec¢is¢ujuce tvari u vodi pora sedimenta.
Koc je izradunat prema jednadzbi (5).1°% LogP vrijednost dobivena je kao median
vrijednost 3 VEGA QSAR modela (LogP model (Meylan-Kowwin) (v. 1.1.5.), LogP
model (MLogP) (v. 1.0.1.), LogP model (ALogP) (v. 1.0.1.)).

log Ko = 1.3 -1logP — 0.61 (5)

3.4.2.2. Izrac¢un PBTC ocjene

PBT ocjenjivanje je priznata metoda prioritizacije onecis¢ivala koja vrednuje
analizirane spojeve temeljem njihove postojanosti, bioakumulacije i toksi¢nosti.*46147
Pojedina¢ni PBT bodovi su izracunati na osnovu podataka dobivenih iz VEGA
QSAR-a za postojanost (6 razli¢itih modela za postojanost), bioakumulaciju (4 BCF
modela) i toksi¢nost (3 LCsop modela).

Zbog procjene rizika PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova koja nije ovisna samo o
njihovim individualnim PBT bodovima ve¢ i izmjerenoj koncentraciji, u ovom

144 za

diplomskom radu upotrijebljena je prilagodena metoda Babi¢ i suradnika
odredivanje PBTC ranga. PBTC rang je neparametarska metoda temeljena na
ponderiranom aritmetickom prosjeku pojedina¢no dodijeljenih rangova, kako bi se
prioritetizirali spojevi s najviSim rizikom za svako mjesto uzorkovanja. Jednadzbom
(6) definiran je PBTC rang, gdje Ri predtavlja individualni rang za svaku od cetiri
komponente X - postojanost (P), bioakumulacija (B), toksi¢nost (T) i koncentracija

(C), a wj su tezinski faktori. Svi tezinski faktori postavljeni su na 1, buduci da su sve
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komponente jednako relevantni faktori koji doprinose potencijalnom riziku za vodene

organizme.

PBTC = R (ZH Ri(w:) - w) x € {P,B,T,C (6)
D iy Wi

3.4.3. Redukcija dimenzionalnosti i grupiranje podataka

3.4.3.1. Analiza glavnih komponenata

PCA analiza implementirana je s ciljem razlucivanja i karakterizacije
koncentracija PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova u sedimentima razli¢itih lokacija. PCA
omogucuje transformaciju kompleksnog skupa originalnih varijabli u novi set
nekoreliranih glavnih komponenata, koje efektivho sazimaju klju¢ne informacije
skupa podataka uz maksimalno ocuvanje varijance te pomazu u identifikaciji i
vizualizaciji glavnih izvora varijacije i potencijalnih izvora oneciS¢enja. Metoda je
implementirana koristenjem modula sklearn.decomposition.PCA®™ iz Pythonove
biblioteke Scikit-Learn, za jasniju vizualizaciju i bolje razumijevanje strukturalnih

veza 1 uzoraka varijabilnosti prisutnih u ekoloskim podacima.

3.4.3.2. K-means grupiranje

K-means grupiranje!® primijenjeno je kako bi se identificirale homogene
grupe spojeva unutar PCA prostora, s ciljem boljeg razumijevanja grupnih obiljezja i
potencijalnih zajednickih izvora oneciS¢enja. Broj klastera odreden je analizom
varijance unutar klastera, a rezultati su pomogli u interpretaciji ekoloSkih obrazaca

prisutnih medu uzorcima.

3.4.3.3. Hijerarhijska klaster analiza

Hijerarhijska Kklaster analiza (engl. Hierarchical Cluster Analysis, HCA)
implementirana je za istrazivanje veza izmedu kemikalija, koriste¢i grupiranje
eksperimentalnih podataka mjerenih koncentracija PCB-ova, OCP-ova i PAH-
ova. P17 Koristena mjera sli¢nosti bila je Pearsonova korelacijska udaljenost.
Analiza je provedena koristeé¢i funkciju seaborn.clustermap®® iz Python biblioteke
Seaborn, za istovremeno prikazivanje strukture Kklastera i distribucije podataka u

intuitivnom i informativnom formatu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Ovo poglavlje diplomskog rada usmjereno je na prezentaciju i analizu
rezultata dobivenih koriStenjem VEGA QSAR modela, kao i rezultate PBTC i TU
metoda, s ciljem procjene toksi¢nosti, postojanosti 1 bioakumulacije spojeva.
Rasprava je usmjerena na komparativnu analizu dobivenih rezultata s teorijskim
konceptima 1 nalazima iz prethodnih istrazivanja, naglasavajuci doprinos i implikacije

ovog rada.

4.1. Karakterizacija rije¢nih sedimenata

Razumijevanje znacajnih koncentracija POPs-ova predstavlja klju¢an aspekt u
procjeni njihovog potencijalnog utjecaja na okoli$ i ljudsko zdravlje. Rezultati su
predstavljeni slikom 13. i elekronickim dodatkom E1%°° (koncentracije). Ovi rezultati
pruzaju detaljan uvid u prostornu distribuciju PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova u
Republici Hrvatskoj.

Slika 13. prikazuje distribuciju koncentracija PAH-ova, OCP-ova i PCB-ova
po lokacijama. Ovaj vizualni prikaz omogucava uvid u raspon koncentracija, kao i
uocavanje potencijalnih podru¢ja s viSim razinama oneciS¢enja. Distribucije su
prikazane kutijastim dijagramima (engl. box-plot) koji omoguéavaju lakse
usporedivanje medu lokacijama. Horizontalna os na svim grafovima oznacava
specificne spojeve, dok vertikalna os prikazuje njihove koncentracije. Na gornjem
grafu prikazane su koncentracije razli¢itih PAH-ova. Svaka kutija predstavlja
interkvartilni raspon (engl. interquartile range) koncentracija pojedinih PAH-ova, s
linijjom koja oznacava medijan. Tocke iznad i ispod kutija predstavljaju izvanredne
vrijednosti koje se isticu od tipicnog raspona. Koncentracije PAH-ova pokazuju
znatno Siri interkvartilni raspon u usporedbi s drugim spojevima, implicirajuéi na veéu
heterogenost u njihovim koncentracijama. Ovi grafovi omoguéuju brzo uocavanje
varijacija unutar i izmedu spojeva, te identificiranje spojeva s ekstremno visokim ili

niskim koncentracijama u usporedbi s ostalim spojevima.
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Slika 13. Distribucije koncentracija PAH-ova, OCP-ova i PCB-ova

Visoke vrijednosti koncentracija PAH-ova identificirane su na lokacijama
Neretva - most i Sava — Zagreb (slika 14.), s posebnim naglaskom na Flu, Pir, BaA,
Kri, BjF, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP i IP. Visoke vrijednosti koncentracija OCP-a
zabiljezene su na viSe lokacija, s izraZzenim koncentracijama DDT-a i njegovih
metabolita (DDE, DDD) na lokacijama kao $to su Neretva — most i Kupa - Sisak.
Takoder, zabiljezene su i visoke koncentracije HCB-a i izomera o-HCH, B-HCH, v-
HCH na razli¢itim lokacijama, ukljucuju¢i Koranu - us¢e u Kupu i Kupica — Brod na
Kupi. Visoke koncentracije PCB-a posebno su izrazene na lokacijama Kupa - Jurovo,
Kupa — Sisak i Kupa - HE. Ovo ukljucuje razlicite kongenere PCB-0va, kao §to su
PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-118, PCB-153, PCB-138, PCB-180, s najvisim
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vrijednostima koncentracija zabiljeZenim za PCB-138 i PCB-153 na lokaciji Kupa -

HE.
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Slika 14. Ukupne koncentracije PAH-ova, PCB-ova i OCP-ova po lokacijama
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4.2.Procjena rizika

Procjena rizika kljucan je aspekt modernog upravljanja okoliSem i zdravstvene
zastite, pruzajuéi struénjacima metodologiju za identifikaciju, kvantifikaciju i
upravljanje potencijalnim rizicima povezanima s kemikalijama i drugim
oneciscuju¢im tvarima. Ovaj pristup je temelj ovog istrazivackog rada, usmjerenog na
procjenu potencijalnih opasnosti koje spojevi kao §to su PAH-ovi, OCP-ovi i PCB-ovi
predstavljaju za ekosustave Hrvatske. Segment rada koji slijedi izlaze rezultate
dobivene primjenom relevantnih metoda, s ciljem pruzanja uvida u toksicne,
persistentne i bioakumulativne karakteristike istrazivanih spojeva, ¢ime se doprinosi

Sirem kontekstu upravljanja rizicima i ocuvanju okolisa.

4.2.1. VEGA QSAR modeli

Rezultati VEGA QSAR modela prikazani su za svaki od 16 odabranih modela
u elektronickom dodatku E2'° (VEGA QSAR modeli) za procjenu postojanosti,
bioakumulacije, toksi¢nosti i logP, omogucéuju¢i dublje uvide u specifi¢ne
karakteristike 1 ponaSanja analiziranih spojeva.

Na slici 15. sazeto su predstavljeni glavni rezultati svakog modela. Za izracun
logP koriStena su tri modela. Ovi modeli su pruzili vitalne podatke potrebne za
razumijevanje kako se spojevi distribuiraju izmedu vodenih i organskih faza, $to je
vazno za predvidanje njihovog ponaSanja u okoliSu. Za analizu postojanosti (P),
primijenjeno je Sest razliitih modela. Ovi modeli su omogucili sveobuhvatno
razumijevanje kako se spojevi razgraduju i zadrZavaju u razli¢itim okoliSnim
medijima, $to je klju¢no za procjenu rizika. Svaki model pruza jedinstven uvid u
specificne aspekte postojanosti spojeva u vodi, sedimentu i zraku. U domeni
bioakumulacije (B), Cetiri modela su koriStena za procjenu sposobnosti akumulacije
spojeva u bioloskim sustavima. Ovi modeli su dali vazne informacije o potencijalnoj
tendenciji spojeva da se akumuliraju u zivim organizmima, $to je klju¢no za
razumijevanje njihovih dugoro¢nih ekoloskih utjecaja. Za toksi¢nost (T), koriStena su
tri modela za procjenu u¢inaka na vodene organizme. Rezultati ovih modela su klju¢ni
za procjenu akutne toksi¢nosti spojeva, omogucuju¢i bolje razumijevanje
potencijalnih rizika za razli¢ite vodene vrste. Ovime je osigurana transparentnost i

pristupacnost podataka za daljnje analize.
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4.2.2. Prioritizacija uzoraka sedimenta: metoda TU

U procesu prioritizacije uzoraka sedimenta na temelju evaluacije toksi¢nosti,
primijenjen je koncept toksi¢nih jedinica (TU). U elektronickom dodatku E3'*
(metoda TU) prikazani su rezultati za pojedinaéne modele toksi¢nosti te rezultati
procjenjene prosjeéne toksi¢nosti TUsite za pojedninu lokaciju.

Slika 16. prikazuje seriju kutijastih dijagrama, svaki prikazuju¢i logaritamske
vrijednosti toksi¢nosti odredenih spojeva izrazenu kroz tri razli¢ita modela toksi¢nosti
za TUsed. Ovi dijagrami omogucuju vizualni prikaz distribucije toksi¢nih vrijednosti i
istiCu varijacije unutar i medu grupama spojeva. Ovi nalazi imaju vazne implikacije za
ekotoksikolosku procjenu i upravljanje rizicima.

PAH-ovi, prikazani na prvom grafu, imaju Sirok raspon toksi¢nosti, s
pojedinim spojevima poput Flu, BbF i IP Kkoji znacajno premasuju medijan, S$to
sugerira potencijalno veci rizik za okoli§ na odredenim lokacijama. Visoka
varijabilnost toksi¢nosti kod nekih spojeva naglasava potrebu za detaljnijom analizom
ovih PAH-ova. Veéina OCP-a ima relativno nisku razinu toksi¢nosti. Medutim,
izomeri HCH isti¢u se svojom visokom toksi¢no$cu, §to moze zahtijevati posebnu
paznju. S obzirom na Siroko koriStenje 1 dugotrajnost OCP-ova u okoliSu,
identifikacija visoke toksi¢nosti HCH izomera upucuje na potrebu za njihovim
detaljnijim pracenjem 1 mozda revizijom postojeCih smjernica za ove spojeve.
Takoder, ve¢ina PCB-a ima nisku toksi¢nost, ali PCB-28 se izdvaja s visokim
razinama toksi¢nosti prema sva tri modela, S$to upucuje na potencijalne rizike
povezane s tim spojem. Rasprsenost to¢aka za neke PCB-ove ukazuje na varijabilnost
u toksi¢nosti koja bi mogla biti povezana s razliCitim kongenerima ili uvjetima
1zloZenosti.

Slika 17. ilustrira korelaciju izmedu koncentracija razli¢itih molekula i
procijenjene toksi¢nosti TUs. Molekule su prikazane na apscisi, dok ordinata
pokazuje vrijednost Spearmanovog koeficijenta korelacije izmedu toksi¢nosti i
koncentracije za svaku molekulu. Boje tocaka odrazavaju negativni logaritam
vrijednosti p, gdje vise vrijednosti indiciraju statisticki znacajniju korelaciju.
Vrijednost p sluzi kao indikator slucajnosti ili statisticke znacajnosti promatrane

korelacije izmedu dviju varijabli.

52



Rezultati i rasprava

(w4) a1now ysi4 1 (IN4) mouuny peayled ‘(INQ) eubel eluydeq ajapow €z eAO-g0d | BAO-dDO ‘@A0-HWd PNL aliongiisiqg 9T exIS

12,4, (2.2 % (402 7 7 G 202G 00 o p
R ARIIRS, A &QG@ \:Guw@ \6¢@®\®\\® &\ m\v .\w\uvm@@@« % @%@.@@u@@é@@@ b G %,
,mob%«roﬂb.» .»6 NN »u«v 2 2 nv.»%m.»ﬁw

% G U b G %

7 Z, %, o 7. o 2, 1z o oo
%, &@@ .\,G. \v,G \v@ v@?v@vv@vw\v \&x\. % "%y A@ % @Q¢\ ,u\ ¥ & A\G “ Q«.Q % %) @M@M\@v&@ &@ A\@\w.o % "%
€€xqgga@@§§§$$$@@@$éﬁ$$$&@@@&&&&&

*****%***mmm+++***+*%+

N Boq

BAO-GDd Pas ML

eAO-dDO pas nL 6o

Nl 6o

BAO-HVd Pes NL

53


ivana
Line


Rezultati i rasprava

1.0
0.8
0.7
o o 0 o0° ( 0 08
R ® o Y
o
g O g
] wl
¢ 0.5 .. o 0.6 2
N ® <
'g . :g
g 04 ® g
< &
E ® 049
£ 0.3 3
© T
w
o
wl
0.2
@ 0.2
0.1
0.0 ]
................................... 0.0
D g C L Lo oo mIT I WONDRFEQNCHORMOOOSOMSLW]m~WL~OO
Eﬂ-mzﬁ‘ﬂéM:E_UuuuDQDﬂ\Ilupo-—ummuorl-lQNI—uouommr\w
0 @ O IITIITOQO0OmaT o daad oo
=3} s o > QUEOD@OMMOMEOMQUOODOO®OMEMaAM|
oo J OO o U000 O 00
[~ T ST s < T [T ~ T ST T T ST T -8
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Slika 17. Korelacija toksi¢nosti i koncentracija

Molekula PCB-28 isti¢e se najvisom Spearmanovom korelacijom (0,80) s vrlo
niskom p-vrijednoséu (3,22-10°7), $to ukazuje na izrazito jaku i statisti¢ki znacajnu
korelaciju izmedu toksi¢nosti i koncentracije. Takoder, molekule BjF, BaP, Kri, i BKF
pokazuju visoke korelacijske vrijednosti (iznad 0,74) sa vrlo niskim p-vrijednostima
(< 10°%), sto ih takoder ¢ini statisticki vrlo znacajnima. Na nizem kraju spektra,
molekula PCB-156 ima znatno nizu korelaciju (0,15) i vrlo visoku p-vrijednost (0,45),
Sto ukazuje na to da nema znacajnu korelaciju izmedu toksi¢nosti 1 koncentracije.
PCB-189 ima najnizu korelaciju (0,012) s vrlo visokom p-vrijednos¢u (0,95), §to
sugerira da je korelacija izuzetno slaba 1 statisticki neznacajna.

Vec¢ina molekula pokazuje znaCajnu korelaciju izmedu toksi¢nosti i
koncentracije, pri ¢emu je velika ve¢ina njih statisticki izrazito znafajna s p-
vrijednostima manjima od 1% praga znacajnosti (p < 0.01). To ukljucuje molekule
kao $to su Flu, Pir, BaA, Kri, BjF, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP, IP, a-HCH, 3-HCH,
v-HCH, DDE, DDD, DDT, PCB-28, PCB-101, PCB-118, PCB-153, PCB-138, PCB-
60, PCB-123, PCB-114 i PCB-105. Ove molekule demonstriraju izrazito snaznu
korelaciju, sugeriraju¢i visoku statistiCku znaCajnost veze izmedu toksi¢nosti i1
koncentracije. S druge strane, molekule HCB, PCB-52, PCB-180 i PCB-74 pokazuju
statistiCku znacajnost unutar 5% praga znacajnosti (p < 0.05), s p-vrijednostima koje
ukazuju na znacajnu, ali manje izraZenu korelaciju u usporedbi s prethodno
navedenim skupinama. Ovo ih stavlja u kategoriju molekula ¢ija je veza izmedu

toksicnosti 1 koncentracije statisticki potvrdena, ali s neSto manjom stupnjem
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sigurnosti. Medutim, molekule PCB-167, PCB-156, PCB-170 i PCB-189 ne pokazuju
statisticki znacajnu korelaciju, s p-vrijednostima ve¢im od 5% praga (p > 0.05). To
ukazuje na to da za te molekule nije pronadena znacajna veza izmedu toksicnosti i
koncentracije unutar standardno prihvacenih okvira statisticke znacajnosti.

Visoka Spearmanova korelacija sugerira da s povecanjem koncentracije raste 1
toksi¢nost molekula, $to implicira snazan odnos, ali to nije nuzno uzro¢no-posljedi¢ni
odnos. Ocekivano je da ¢e vece koncentracije biti povezane s ve¢om toksi¢noscu, jer
vecée koliCine toksi¢nih supstanci obi¢no imaju snazniji toksi¢ni u¢inak na bioloske
sustave. Medutim, tocna priroda ovog odnosa moze ovisiti o mnogim faktorima,
ukljucujuéi vrstu toksina, na¢in na koji se toksin raspodjeljuje u okoliSu ili organizmu,
i specificne mehanizme djelovanja toksina. Na primjer, neke supstance mogu imati
nelinearan odnos izmedu koncentracije i toksi¢nosti, s pragovima ispod kojih nema
znacajnog toksi¢nog ucinka, ili s platoima iznad kojih se toksi¢ni ucinci ne
povecavaju znacajno. Za razumijevanje stvarnog bioloskog ili ekoloSkog ucinka
potrebno je dublje proucavanje specificnih svojstava i djelovanja svake pojedine
supstance.®

Na slici 18. prikazana je karta Hrvatske s prostornim rezultatima toksi¢nosti
uslijed prisutnosti PCB-ova, OCP-ova i PAH-ova na mjerenim lokacijama. Svaka
toCka na karti obojena je u skladu s prosje¢nim rangom te lokacije prema ukupnoj
toksicnosti, izrazenoj kroz TUsite Na toj lokaciji, prema boji koja je prikazana u legendi
na desnoj strani. Nizi rang na skali, koji je prikazan tamnijim nijansama ljubicaste i
plave boje, predstavlja mjesta s ve¢im rizikom, dok visi rang, prikazan svjetlijim
nijansama narancaste i zute, predstavlja manje rizi¢ne lokacije. Na karti se moze
primijetiti da su lokacije s najve¢im rizikom, prema prosjecnom rangu toksi¢nosti
TUsite, koncentrirane uz tokove rijeka Kupe, Save i Neretve. Primjerice, Sava — Zagreb
pokazuje najnizi prosjecni rang toksicnosti, Sto ukazuje na najveci rizik. Sli¢no tome,
urbanom centru Karlovca na Kupi takoder je dodijeljen nizak rang. Ostale lokacije na
Kupi kao $to su Petrinja 1 Sisak takoder pokazuju relativnho visoku toksi¢nost.
Nasuprot tome, obalna podrucja i otoci, kao §to su oni u Istri, te lokacije duz Neretve,
izuzev lokacije most, imaju tendenciju prikazivanja manjeg ekoloSkog rizika. Detaljan

rang ukupne toksi¢nosti po lokacijama dan je tablicom 7.
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Tablica 7. Prosje¢ni rang toksi¢nosti TUsite za svaku lokaciju

RIJEKA LOKACIJA TUsite prosjecni rang
Sava Zagreb 1.3
Kupa Karlovac 1.7
Kupa Petrinja 3.0
Neretva most 4.0
Kupa Kuzelj 5.0
Sava Sisak 6.0
Kupa Sisak 7.3
Vidak Stubi¢ke Toplice 7.7
Kupica Brod na Kupi 10.7
Mala Huba Istra 10.7
Neretva Unka 11.0
Brzaja StrijeZzevica 11.3
Neretva Doljani 12.0
Korana Karlovac 14.7
Kupa Severin 15.7
Boljuncica Istra 16.0
Korana usée u Kupu 16.7
MreZnica Duga Resa 17.3
Kupa Ozalj 18.3
Kupa Jurovo 20.0
Plitvice Prosc¢ansko 21.0
Kupa HE 22.0
Mirna Istra 22.7
Orljava Mijaci 24.0
Neretva usée 25.3
Kupcdina ZG zupanija 26.3
MreZnica Slapié 26.3
Korana Slunj 28.0

Usporedba razli¢itih skala toksi¢nosti izmedu PAH-ova, OCP-ova i PCB-ova
ukazuje na to da PAH-ovi predstavljaju najvecu toksi¢nu prijetnju u ovom istrazivanju
zbog visih koncentracija. Budu¢i da su OCP-ovi i PCB-ovi poznati po svojoj
postojanosti i sklonosti bioakumulaciji, njihova toksi¢nost, ¢ak i na niskim razinama,
ne smije se zanemariti u kontekstu dugorocne ekoloSke sigurnosti. Ovi podaci isticu
vaznost integriranog pristupa u ekotoksikoloskoj evaluaciji koja ukljucuje analizu
razli¢itih klasa spojeva i njihovih specifi¢nih rizika, kao i potrebu za razvojem ciljanih
strategija za pracenje 1 redukciju onecis¢enja.

Dva izdvojena primjera, Neretva s poviSenim vrijednostima PAH-ova i Kupa s
varijabilnim koncentracijama PCB-ova, demonstriraju kompleksnost ekoloskih
utjecaja i dinamiku toksi¢nosti u slatkovodnim sustavima. Slike 19. i 20. prikazuju
promjene koncentracija i toksi¢nosti promatranih onecis¢ujucih tvari posebno duz

dvije rijeke — Neretva i Kupa - redoslijedom od izvora prema uscu.
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Za rijeku Neretvu, slika 19. pokazuje znafajan vrhunac u koncentracCiji i
toksi¢nosti PAH-ova na lokaciji Neretva - most, §to moze ukazivati na zna¢ajan izvor
onecis¢enja PAH-ovima u tom podruéju, zbog povecanog prometa i izgaranja goriva.
Koncentracije OCP-ova i PCB-ova takoder su na ovoj lokaciji viSe nego na ostalima.

Na slici 20., za rijeku Kupu, primjetno je da postoje oscilacije u
koncentracijama i toksi¢nosti, s nekoliko vrhunaca toksi¢nosti PAH-ova (nha
lokacijama Karlovac i Petrinja) koji se ne podudaraju uvijek s vrhuncima
koncentracije. Vrhunac toksi¢nosti bez odgovaraju¢eg vrhunca koncentracije moze
ukazivati na prisutnost posebno toksi¢nih spojeva ili na slozene interakcije izmedu
razli¢itih spojeva koje rezultiraju ve¢om toksi¢nosc¢u. Lokacija u neposrednoj blizini
hidroelektrane istice se visokim koncentracijama PCB-ova, §to ukazuje na
potencijalnu ekolosku zabrinutost.

Na slici 21. prikazan je odnos izmedu TOC-a i koncentracija promatranih tvari
na istraZivanim lokacijama. Svaka tocka na grafu predstavlja pojedinu lokaciju,
oznacenu jedinstvenom bojom i simbolom kako je prikazano u legendi. Lokacije koje
se izdvajaju visokim vrijednostima TOC-a za sve promatrane onecis¢ujuce tvari su
Korana - Slunj, Kupa - HE, Mreznica - Duga Resa i Pro§¢ansko jezero na Plitvickim
jezerima.

Lokacija HE na rijeci Kupi odlikuje se visokom akumulacijom PCB-ova i
OCP-ova, §to se moze pripisati znacajnoj prisutnosti organske tvari u sedimentu,
evidentiranoj kroz povecani udio TOC-a. Ovaj fenomen sugerira da organska tvar u
sedimentu sluzi kao agens za adsorpciju 1 koncentraciju lipofilnih spojeva kao Sto su
PCB-ovi i OCP-ovi, ¢ime se potencira njihovo zadrzavanje u okoliSu.

Iako pojedina¢na mjerenja TOC-a ne pruzaju sveobuhvatni uvid, ona ipak
ukazuju na vaznost organske tvari kao klju¢nog faktora u dinamici akumulacije
onecis¢ujucih spojeva. Ovi preliminarni podaci mogu biti korisni za utvrdivanje
prioriteta u daljnjim istraZivanjima, monitoringu 1 sanacijskim aktivnostima, s
naglaskom na vaznost TOC-a u razumijevanju distribucije oneci$¢ujucih tvari u

vodenim ekosustavima.

58



Rezultati i rasprava

P3SN 3S0UDISX 0} euR(s0Id

9ARIDN Y2(11 B0} ZNp 940-g0d | 8A0-dD0 ‘9A0-HV d BZ [yoid Yruisyo) 1 yrysfioenusouoy zeyud "6T XIS

Sl(kl=> o]
S
c =3
3 3 2 B
a ul ) 2.
= z & &
0] o 3 3
< 5 5 S
o] o ¢ L
1 ’ _ _ O
00 . ¢ X
 J
- S
o 0T
ST
0T A
- 0¢
- S¢
ST
1s0UlISY0) §Dd —e— | O€
1S0URIS)0] dDO —e—
1S0UQISY0} HYd —e—
. efipesjuaduoy gdd - GE
ef1oeJjuaduoy 4dJ0
ef1oeJjuaduoy Hvd

ef1oeJjuaduoy eualsold

59


ivana
Line


Rezultati i rasprava

Prosjecna koncentracija

le—6

20.0 1
PAH koncentracija
OCP koncentracija
17.5 1 PCB koncentracija
—8— PAH toksi¢nost -4
—8— OCP toksi¢nost
15.0 { —@— PCB toksi¢nost
F3
12.5 A
10.0 A
-2
7.5 1
5.0 4
2.5 A
: - $ 8 4  J FO
Oo T T T T T T T T T
© (8] © © © (o © © ©
s S g e S S 5 ] s
< 2 2 2 2 2 5 2 2
T = _ _ = =) | © k
3 E g £ g g . 2 E
2 e 5 © 2 el 5 n
()] m. M 2 %
[%2] 8 z
(]
O
>0
]
Lokacije

Slika 20. Prikaz koncentracijskih i toksi¢nih profila za PAH-ove, OCP-ove i PCB-ove duz toka rijeke Kupe
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4.2.3. Prioritizacija uzoraka sedimenta: metoda PBTC

U okviru postupka prioritizacije uzoraka sedimenta prema procijenjenoj
toksi¢nosti, koriStena je metoda PBTC, koja integrira cetiri kritina svojstva
onecis¢ujuéih tvari: postojanost (P), bioakumulaciju (B), toksi¢nost (T) i
koncentraciju (C). U elektronickom dodatku E4'* (metoda PBTC) prikazani su
pojedinac¢ni rezultati za P, Bi T te PBTC ocjena.

Slika 22. prikazuje histogram distribucija PBTC ocjena koje su dobivene
rangiranjem P, B, T i C za svaku promatranu lokaciju. Svaki histogram specifi¢no
prikazuje ucestalost pojedinih PBTC ocjena za promatrane spojeve na svakoj lokaciji.
Horizontalna os svakog histograma kvantificira raspon PBTC ocjena, dok vertikalna
os ukazuje na frekvenciju pojave molekula unutar tih raspona. Histogrami su
organizirani u matricu, omogucavaju¢i komparativnu analizu razliitith skupova
podataka.

Analizom distribucije PBTC ocjena, uocava se da prevladava umjerena
postojanost, bioakumulacija, toksi¢nost i koncentracija kod vecine promatranih
spojeva, Sto odrazava generalno srednje razine ekoloSkog rizika na vecini lokacija.
Ipak, neke lokacije posebno se isticu visokim PBTC vrijednostima, sugerirajuci
povecanu razinu ekoloSke opasnosti. To je posebno izraZzeno u slucaju lokacija
Neretva - most, Sava - Zagreb te Kupa - Karlovac, koje demonstriraju visoke
vrijednosti 1 indikaciju prisutnosti spojeva s potencijalno znacajnim ekoloskim
rizikom. Pored PBTC metode, ove lokacije izdvajaju se i metodom TU, pruzajuéi
dodatnu potvrdu o potrebi za pove¢anim nadzorom i evaluacijom potencijalnih

ekoloskih utjecaja.
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Slika 23. prikazuje spojeve rangirane medu prvih deset s najveéim rizikom
prema PBTC ocjeni, uz njihovu frekvenciju pojavljivanja na razli¢itim lokacijama.
Medu njima, PAH-ovi kao $to su BaP, BbF, BghiP, Flu, IP i Pir isticu se time §to su

konzistentno prisutni medu deset spojeva s najve¢im rizikom na svim lokacijama.

N
o

=
©

Frekvencija

BaP BbF BghiP Flu IP  Pir Kri BjF BaA BkF
Spojevi

w

N

=

Frekvencija

©

DahA  PCB-28 PCB-118 PCB-138 PCB-153 y-HCH
Spojevi

Slika 23. Ucestalost pojavljivanja prvih 10 molekula na promatranim lokacijama

4.2.4. Redukcija dimenzionalnosti i grupiranje podataka

Na slici 24. A prikazana je distribucija podataka o koncentracijama PCB-ova,
OCP-ova i PAH-ova u sedimentu. Tocke su obojene prema njihovoj pripadnosti
odredenom klasteru, Sto je prikazano u bojama na skali s desne strane, gdje klasteri
ukazuju na slicne koncentracijske profile. PC1, PC2, i PC3 predstavljaju tri glavne
komponente koje zajedno objasnjavaju vecinu varijance u skupu podataka o
koncentraciji oneciS¢ujucih tvari. PC1 predstavlja najveé¢i dio varijance, dok PC2 i
PC3 predstavljaju dodatne, manje varijacije.

Visoki pozitivni ucinci ve¢ine PCB spojeva na PC1 mogu ukazivati na to da
ovi spojevi dijele zajednicki izvor ili sli€ne puteve izlaganja u okoliSu. To bi moglo
biti rezultat industrijskih aktivnosti, nepravilnog odlaganja otpada ili drugih
antropogenih aktivnosti koje emitiraju PCB-ove. Pozitivni u¢itci PAH spojeva na PC2
sugeriraju da ovaj set spojeva moze imati drugaciji izvor u odnosu na PCB-ove.
Mogu¢i izvori PAH-ova ukljucuju nepotpuno sagorijevanje organskog materijala, kao
Sto su izgaranje fosilnih goriva, prometna emisija, industrijska proizvodnja ili prirodni

pozari. Znacajni ucitci odredenih PCB-ova i OCP-ova na PC3 mogu ukazivati na to
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da ovi spojevi imaju jedinstvene karakteristike ili izvore koje ih razlikuju od ostalih
spojeva unutar iste kategorije. Na primjer, visoki ucitci a-HCH 1 y-HCH na PC3 mogu
odrazavati specifi¢ne upotrebe ili povijest upotrebe ovih pesticida.

Klasteri koji su se formirali mogu pomo¢i u identificiranju grupa spojeva koji
imaju sli¢ne profile i mozda dijele zajednicke izvore oneciS¢enja. Na primjer, spojevi
u Klasteru 1 su uglavnom PCB-ovi, $to ukazuje na potencijalno sli¢ne izvore i puteve
emisije. PAH su uglavnom grupirani u Klaster 2, osim BbF-a koji je u Klasteru 3, sto
moze ukazivati na to da BbF ima drugacije ponasanje ili izvor u odnosu na ostale
PAH-ove. OCP spojevi su rasprSeni kroz sva tri klastera, ali posebno izrazeno u
Klasteru 3, $to moze ukazivati na razliite puteve izlaganja ili razgradnje u okoliSu.
Izolirani spojevi poput PCB-114 i PCB-189, koji se izdvajaju u PC3, mogu imati
jedinstvena svojstva ili izvore koji zahtijevaju posebnu paznju. Ovo moze biti
pokazatelj da ovi spojevi potjecu iz specificnih, mozda lokaliziranih izvora, koji se
razlikuju od onih koji su odgovorni za vecinu ostalih PCB-ova. Vrijednosti blizu nule
za PCB-157 ukazuju na to da ovaj spoj ne doprinosi znacajno varijanci koja je
uhvacena niti u jednoj od prvih triju komponenata jer je koncentracija ovog spoja u
uzorcima konstantna te ne varira kao kod drugih spojeva.

Slika 24. B fokusira se na toksi¢nost spojeva, gdje graf prikazuje kako se
uzorci razlikuju s obzirom na njihovu toksi¢nost. Klasteri ovdje predstavljaju razlicite
razine toksiCnosti, gdje svaka boja ukazuje na razliCite toksikoloSke profile.
Grupiranje u PCA analizi toksi¢nosti moze ukazivati na slicnost u na¢inu na koji te
tvari utjeCu na organizme ili ekosustave. Na primjer, tvari koje djeluju na slicne
bioloSke puteve ili imaju slicne mehanizme toksi¢nosti mogu imati slicne ucitke na
PCA. Takoder, PCA moze pomoc¢i u razlikovanju tvari koje predstavljaju veéi rizik od
onih koje su manje toksi¢ne. Tvari koje imaju visoke ucitke na glavnoj komponenti
koja objasnjava veliki dio varijabilnosti toksi¢nosti mogu biti od posebnog interesa za
daljnje ispitivanje i regulaciju. Upravljanje rizicima moze se usmjeriti na one tvari
koje se isticu u PCA analizi toksi€nosti, jer su one mozda najznacajnije s obzirom na
potencijalne Stetne ucinke. Vazno je napomenuti da PCA 1 klaster analiza pruzaju
samo indikacije koje treba potkrijepiti dodatnim istraZivanjima i eksperimentima.
Toksi¢nost moze biti utjecana mnogim faktorima, ukljucujuc¢i dozu, put izlaganja,
trajanje izlaganja i specificne u€inke na razlicite vrste ili unutar razlicitih ekosustava.

Interpretacija PCA rezultata trebala bi uvijek uzeti u obzir ove sloZenosti.
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U tablici 8. detaljno su prikazane glavne komponente PCA analize za

koncentracije i toksi¢nost. Ukupno, rezultati PCA analize pruzaju uvid u potencijalne

izvore i puteve kojima onecis¢ujuce tvari ulaze u okolis. Razumijevanje ovih uzoraka

je klju¢no za razvijanje strategija za smanjenje oneciS¢enja. Takoder, ovi rezultati

mogu biti korisni za daljnje istrazivanje koje bi moglo ukljucivati detaljne studije

izvora emisije i njihove pridonose koncentracijama oneci$¢ujucih tvari u razli¢itim

okoli$nim matriksima.

Tablica 8. Rezultati PCA i kmeans grupiranja za koncentracije i toksi¢nosti TUsed
oneciS¢ujucih tvari za PC1, PC2 1 PC3

onediScujuca koncentracija toksi¢nost
tvar PC1 PC2 PC3 Klaster PC1 PC2 PC3 Klaster
Flu 0.13177 0.26484  -0.04890 1 0.11058 0.04716 -0.05779 3
Pir 0.14134  0.25787 -0.03376 1 0.10884 0.06649 -0.06462 3
BaA 0.11770  0.26954 -0.07755 1 0.10781 0.07380 -0.06295 3
Kri 0.20875 0.13753  0.03872 1 0.11226  0.05595 -0.04898 3
BjF 0.10743  0.27437 -0.11389 1 0.11239 -0.00487 -0.04774 3
BbF 0.13939 0.19103 0.17658 3 0.11352 -0.02060 -0.03023 1
BkF 0.12694 0.26779 -0.06597 1 0.11201 0.04791 -0.05281 3
BaP 0.12484  0.26821 -0.07312 1 0.11180 0.04404 -0.05327 3
DahA 0.12175 0.25247 -0.11024 1 0.10215 0.08618 -0.06996 3
BghiP 0.14412  0.24721 -0.08052 1 0.10886  0.08100 -0.06006 3
IP 0.14027 0.25334 -0.09909 1 0.11024 0.06109 -0.05203 3
HCB -0.00457 0.01351  0.29957 3 0.08956  0.06091 -0.08410 3
a-HCH 0.00479 0.11111  0.43642 3 0.10393 -0.00719 -0.04548 3
B-HCH -0.02432  0.01065  0.36592 3 0.09242 -0.08695 -0.03051 1
y-HCH -0.00750 0.07566  0.43033 3 0.10543 -0.03584 -0.03684 1
DDE 0.19062 -0.02189 0.08366 2 0.09827 -0.01836 0.01707 1
DDD 0.15935 0.15442 -0.00879 1 0.10812 -0.06293 -0.00434 1
DDT 0.12396 0.14788  0.20606 3 0.07121  0.20595 -0.03798 3
PCB-28 0.21958 -0.13142 0.01476 2 0.09115 -0.15494 0.05250 1
PCB-52 0.22051 -0.16497 -0.03455 2 0.05305 -0.03343 0.27458 2
PCB-101 0.22613 -0.15250 0.01418 2 0.09540 -0.10215 0.12793 1
PCB-118 0.22370 -0.16042 -0.01631 2 0.05173 0.08577 0.29054 2
PCB-153 0.23346  -0.13766  0.00828 2 0.06911 0.18124 0.16831 2
PCB-138 0.23201 -0.13965 0.00356 2 0.05818 0.15638 0.21629 2
PCB-180 0.20989 0.01702  0.02427 2 0.08373 0.16953 -0.04510 3
PCB-74 0.21333 -0.16896 -0.00352 2 0.09071 -0.16631 0.05725 1
PCB-60 0.22385 -0.15842 -0.02978 2 0.08558 -0.16626 0.08453 1
PCB-123 0.24684  -0.09462 -0.03137 2 0.11222  0.00629 0.02645 1
PCB-114 0.12107 -0.02080 0.41253 3 0.10718 -0.08333 -0.02026 1
PCB-105 0.22635 -0.15375 -0.02031 2 0.10684 -0.02587 0.10713 1
PCB-167 0.22494  -0.14831 -0.02675 2 0.10312 0.05756 0.04324 3
PCB-156 0.19686 -0.13672 -0.05173 2 0.09451 -0.10833 -0.01524 1
PCB-157 0.00000  0.00000  0.00000 2 0.09440 -0.11094 -0.05046 1
PCB-170 0.21214  -0.04030 -0.01376 2 0.09273 -0.06992 0.01023 1
PCB-189 0.04804 0.03973  0.28148 3 0.09449 -0.11061 -0.04912 1
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Nakon sto PCA identificira glavne komponente, te komponente koriStene su za
dodatnu HCA S§to omogu¢ava HCA da se fokusira na najvaznije varijable i smanjuje
Sum koji bi mogao ometati grupiranje. Koristenjem rezultata PCA u HCA, moguce je
grupirati slicne oneciS¢ujuce tvari i lokacije na temelju njihovih ucitaka na glavnim
komponentama. PCA pokazuje da su odredeni PCB spojevi sli¢ni po svojim ufitcima
na PC1, dok HCA otkriva hijerarhijsku strukturu medu tim PCB spojevima, dodatno
potvrdujuéi njihovu sli¢nost. Rezultati HCA prikazani na dendrogramima (slika 24.)
omogucuju vizualnu interpretaciju grupa koje su identificirane. Dok PCA pruza
informacije o glavnim smjerovima varijance, HCA daje dodatne informacije o
sli¢nosti medu promatranim uzorcima i varijablama, dopunjavaju¢i PCA time §to nudi
jasniju sliku o grupama koje su formirane. PCA i HCA zajedno mogu dati holisti¢ki
uvid u distribuciju i izvore oneciséujucih tvari.

HCA primijenjena na tri razli¢ita seta podataka: koncentraciji onecis¢ujucih
tvari, njihovoj toksi¢nosti i PBTC ocjeni, pruza uvid u slozene odnose medu
onecis¢uju¢im tvarima te njihovim distribucijama i potencijalnim utjecajima na
razli¢itim lokacijama. Ova analiza vizualizirana je kroz dendrograme i toplinske karte
koje kvantificiraju intenzitete koncentracija, toksi¢nosti i PBTC ocjena za
onec¢is¢ujuce tvari na promatranim lokacijama te su prikazani slikama 25., 26. i 27.

Prvi dendrogram (slika 25.) isti¢e grupiranje po koncentracijama, sugerirajuci
zajednicke izvore ili procese distribucije za odredene oneciS¢ujuce tvari, s posebnim
naglaskom na industrijski utjecaj na koncentracije PAH-ova i PCB-ova te specifi¢ne
lokacije poput Kupa - HE s visokim profilima onec¢is¢enja. Drugi dendrogram (slika
26.) analizira toksi¢nost tvari, otkrivaju¢i skupine s potencijalno sli¢énim
mehanizmima djelovanja i ukazuje na posebno relevantne onecisCujuée tvari za
procjenu ekoloskog rizika, poput PCB-28, PCB-138 i PCB-114. Toplinska karta uz
dendrogram ilustrira razliite razine toksi¢nosti oneciS¢ujucih tvari na promatranim
lokacijama, pruzajuci uvid u potencijalne ekoloske rizike 1 prioritete za monitoring 1
sanaciju. Tre¢i dendrogram (slika 27.) se fokusira na PBTC ocjene, grupirajuéi tvari i
lokacije prema riziku povezanom s persistentno$céu, bioakumulacijom i toksi¢noscu,
istiCu¢i oneciS¢ujuce tvari i podru¢ja koja zahtijevaju intenzivniji monitoring i
sanaciju. Ove analize su kljune za razumijevanje ekoloskih utjecaja oneciS¢ujucih

tvari 1 razvoj ciljanih strategija zastite okolisa.
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Zakljucak

5. ZAKLJUCAK

Ovo istrazivanje obuhvaéa temeljitu analizu distribucije i toksicnosti POPs-
ova, ukljuc¢uju¢i PCB-ove, OCP-ove i PAH-ove, u sedimentima hrvatskih rijeka. Kroz
primjenu VEGA QSAR modela, te PBTC i TU metoda, uspjes$no su kvantificirane i
vizualizirane razliCite razine koncentracija, toksi¢nosti, postojanosti i potencijala za
bioakumulaciju ovih spojeva. Istrazivanje je pokazalo znacajnu varijabilnost u
koncentracijama i toksi¢nosti spojeva medu razli¢itim lokacijama, isticuci rijeke
Kupu, Savu i Neretvu kao podruéja koja zahtijevaju posebnu paznju zbog
potencijalno visokog ekoloskog rizika. PAH-ovi su posebno prepoznati kao spojevi s
najve¢om toksi¢nos$¢u, $to ukazuje na potrebu za njihovim detaljnim pracenjem i
upravljanjem. lako su OCP-ovi i PCB-ovi pokazali umjerenu do nisku toksi¢nost,
njihova izrazena perzistentnost i sklonost ka bioakumulaciji naglasavaju vaznost
kontinuiranog nadzora. Ova studija takoder istiCe vaznost integriranog pristupa u
ekotoksikoloskoj evaluaciji, koji uzima u obzir razli¢ite kategorije spojeva i njihove
specificne rizike. Posebna paznja trebala bi se usmjeriti na spojeve s visokom
toksi¢noscu, koji bi trebali biti u srediStu programa zastite javnog zdravlja i okolisa, s
posebnim naglaskom na monitoring izloZenosti ljudi 1 divljih vrsta te razvoj strategija
za smanjenje emisija i izlaganja.

Korelacije izmedu toksic¢nosti 1 koncentracije odredenih spojeva naglasavaju
monotonu vezu koja moze imati vazne ekoloske i zdravstvene posljedice. lako visoka
korelacija ne implicira nuzno uzro¢no-posljedi¢nu vezu, ona ukazuje na potrebu za
razli¢ite razine toksi¢nosti medu spojevima unutar iste kategorije zahtijevaju
pojedinacne procjene rizika. Generi¢ki pristupi, koji tretiraju sve spojeve unutar grupe
kao jednake, mogu rezultirati neto¢nim procjenama rizika.

Iako ovo istrazivanje pruza temeljne uvide, suocava se s ograni¢enjima poput
nedostatka podataka. Ovo istiCe potrebu za sveobuhvatnijim monitoringom na vise
lokacija i tijekom duzeg vremenskog perioda. Takav proSireni pristup omogucit ¢e
detaljnije razumijevanje dinamike i utjecaja POPs-ova na ekosustave i zdravlje ljudi.
Zakljucci ovog rada poti¢u na daljnju raspravu 1 istrazivanje, s ciljem oblikovanja
ucinkovitih politika 1 strategija za upravljanje rizicima povezanim s perzistentnim
organskim oneciS¢uju¢im tvarima, istovremeno naglasavajuci vaznost kontinuiranog

istrazivanja i proaktivnih mjera zastite.
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7. POPIS KRATICA | SIMBOLA

POPIS KRATICA

ADI — indeks domene primjenjivosti (engl. Applicability Domain Index)

BCF — faktor biokoncentracije (engl. bioconcentration factor)

CAESAR - ra¢unalom potpomognuta evaluacija industrijskih kemijskih tvari prema
regulativama (engl. Computer-Assisted Evaluation of industrial chemical Substances
According to Regulations)

ECHA — europska agencija za kemikalije (engl. European Chemicals Agency)
GC-MS - plinska kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (engl. Gas
Chromatography — Mass Spectrometry)

HCA — hijerarhijska klaster analiza (engl. Hierarchical Cluster Analysis)

IPEN — medunarodna mreza za eliminaciju POP-ova (engl. International POPs
Elimination Network)

ISS — talijanski nacionalni zavod za zdravstvo (tal. Istituto Superiore di Sanita)
IUPAC — medunarodna unija za €istu i1 primijenjenu kemiju (engl. International Union
for Pure and Applied Chemistry)

OCP — organoklorni pesticidi (engl. organochlorine pesticides)

PAH — policiklicki aromatski ugljikovodici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons)
PBTC — postojanost, bioakumulacija, toksi¢nost i koncentracija (engl. persistence,
bioaccumulation, toxicity and concentration)

PC — klju¢ne komponente (engl. Principal Components)

PCA — analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis)

PCB — poliklorirani bifenili (engl. polychlorinated biphenyls)

POP — postojana organska onecis¢ivala (engl. persistent organic pollutants)

QMREF — format izvjestavanja QSAR modela (engl. QSAR Model Reporting Format)
QSAR - kvantitativni odnos struktura i aktivnosti tvari (engl. Quantitative Structure-
Activity Relationship)

SAR — odnos struktura i aktivnosti (engl. Structure-Activity Relationship)

SMILES - sustav pojednostavljenog unosa molekularnih linija (engl. Simplified
Molecular Input Line Entry System)

TU — toksi¢na jedinica (engl. Toxic Unit)
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UNECE - ekonomska komisija Ujedinjenih naroda za Europu (engl. United Nations
Economic Commission for Europe)

UNEP — program Ujedinjenih naroda za okoli§ (engl. United Nations Environment
Programme)

US EPA — americka agencija za zastitu okoliSa (engl. United States Environmental
Protection Agency)

WHO - svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

POPIS SIMBOLA

cqd— koncentracija kemijskog spoja u vodi koja se nalazi u porama sedimenta
ci— koncentracija kemijskog spoja

¢s— koncentracija kemijskog spoja u sedimentu

foc — maseni udio organskog ugljika u sedimentu

Koc — koeficijent raspodjele za organski ugljik u sedimentu

Kp — koeficijent raspodjele izmedu sedimenta i vode u porama sedimenta
LCso — koncentracija ispitivane tvari koja uzrokuje smrtnost od 50%
logP — logaritam koeficijenta raspodjele, logKow

Ri - individualni rang za svaku ispitivanu komponentu

TUi— toksi¢na jedinica

TUsed - procijenjena toksi¢na jedinica u sedimentu

TUsite — procijenjena toksicna jedinica za pojedinu lokaciju

wi — tezinski faktor
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Elektronicki dodatak

8. ELEKTRONICKI DODATAK

Cjelokupni softverski kéd implementiran u okviru ovog diplomskog rada
objavljen je na GitHub repozitoriju, dostupan za akademsku analizu i recenziju na

poveznici https://github.com/lvanaTerzic/Diplomski. Za laksi pristup spomenutom

repozitoriju, generiran je QR kod prikazan na slici 28.

Slika 28. QR kdd GitHub repozitorija

Elektronicki dodaci ovog rada mogu se preuzeti iz javnog repozitorija'>® na

poveznici https://doi.org/10.5281/zenodo.10728785.

Tablica 9. Popis elektroni¢kih dodataka

Oznaka elektroni¢kog dodatka  Opis

E1 (koncentracije) Podatci koncentracija za svaku lokaciju

E2 (VEGA QSAR modeli) Podatci 16 VEGA QSAR modela

E3 (metoda TU) Podatci koristeni za procjenu toksicnosti
E4 (metoda PBTC) Podatci koristeni za procjenu PBTC ocjene
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Zivotopis

ZIVOTOPIS

Ivana Terzi¢ (djevojacki Nad) | |\ 2kon

zavrSetka Prirodoslovne Skole Vladimira Preloga u Zagrebu, smjer prirodoslovna
gimnazija, nastavila je svoje obrazovanje na Fakultetu kemijskog inzenjerstva i
tehnologije Sveudilista u Zagrebu, gdje trenutno studira na diplomskom studiju
Ekoinzenjerstvo. Tijekom svog studija, stekla je vrijedno prakti¢no iskustvo kako
kroz razlicite kolegije tako 1 kroz stru¢nu praksu na Institutu Ruder Boskovi¢, gdje je
radila u Zavodu za eksperimentalnu fiziku unutar Laboratorija za nuklearne analiticke
metode. Takoder, bila je demonstrator u Mikrobioloskom laboratoriju na svom
fakultetu, gdje je pomagala studentima u razli¢itim mikrobioloskim tehnikama.
Njezine digitalne vjeStine ukljucuju napredno koriStenje Microsoft Office paketa,
SCIENTIST-a, SuperPro Designer-a te osnovno znanje programiranja u Pythonu.
Pored akademskih obveza, trenutno je studentski zaposlena u tvrtki chemical codes
d.o.o., gdje stjece prakti¢no iskustvo i dodatno razvija svoje vjestine kljucne za
buducu karijeru. Osim akademskog uspjeha i radnog iskustva, pokazuje iznimnu
motivaciju 1 sposobnost za timski rad. PaZnja za detalje, analitiCko 1 kriticko
razmiSljanje, te kreativnost isti¢u je kao pouzdanu i sposobnu mladu profesionalnu
osobu. Ivana balansira svoje profesionalne i akademske obaveze s osobnim zivotom,
provode¢i kvalitetno vrijeme sa svojom kcéerkom Julijom. U buduénosti planira
nastaviti svoje obrazovanje upisom na doktorski studij, s ciljem daljnjeg usavrsavanja
u podru¢ju ekotoksikologije i1 kemoinformatike. Ambiciozna i1 posvecena, teZi

daljnjem usavrSavanju i postizanju izvrsnosti u svojoj struci.





