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SAZETAK

Usporedno s razvojem druStva i1 tehnologije razvija se 1 kemijska industrija.
Sjedilacki nacin Zivota, stres 1 loSa prehrana rezultiraju pove¢anim brojem oboljelih, pa
potreba za lijekovima i njihova konzumacija sve viSe raste. Svakodnevna uporaba
farmaceutskih proizvoda dovodi do izlu¢ivanja nemetaboliziranih aktivnih supstanci koje
na kraju zavrSavaju u vodenom okoliSu. Uz farmaceutike raste i uporaba pesticida ¢ije
prekomjerno koriStenje u poljoprivredi dovodi do njihove akumulacije u tlima, a time
dospijevaju i u povrSinske te podzemne vode. Nekontrolirano ispusStanje farmaceutika i
pesticida moze rezultirati izrazito negativnim posljedicama na biosustav koji nas okruzuje.
Njihovo uklanjanje konvencionalnim metodama obrada otpadnih voda iznimno je male
ucinkovitosti, pa je nuzno razviti adekvatne metode uklanjanja koje ¢e biti sigurne i
efikasne.

Cilj ovog rada bio je upoznati se s bioluminiscentnom metodom analize toksi¢nosti
te metodama analize biorazgradivosti kroz ispitivanja otopina sedam pesticida (alaklor,
atrazin, cibutrin, diuron, klorfenvinfos, izoproturon, simazin) i osam farmaceutika
(azitromicin, eritromicin, deksametazon, diklofenak, karbamezapin, 17B-estradiol, 17a-

etinilestradiol, oksitetraciklin).

Kljuéne rijeci: farmaceutici, pesticidi, Vibrio fischeri metoda analize toksi¢nosti,

biorazgradivost.



SUMMARY

As society and technology advance, the chemical industry advances too. Modern
way of living, stress, and bad nutritional habits lead to an ever increasing number of
patients, which results in increasing pharmaceuticals demand and consumption. Daily use
of pharmaceutical products results in excretion of non-metabolized active substances
which end up in the water environment. The usage of pesticides is also growing, and their
increased use in agriculture leads to bioaccumulation of pesticides in soils, which later
shows in surface and underground waters. Unregulated discharge of pharmaceuticals and
pesticides can result in extremely negative consequences for the environment which
surrounds us. Conventional water treatment plants show low efficiency when it comes to
removing the pollutants from water, so its necessary to develop methods which will be
equally efficient and safe.

The aim of this paper is to get to know the bioluminescent method used for
analyzing toxicity, and analytical methods for determination of biodegradability by
analysis of seven pesticides (alachlor, atrazine, cybutrin, diuron, chlorphenvinfos,
isoproturon, simazine) and eight pharmaceuticals (azithromycin, erythromycin,
dexamethasone, diclofenac, carbamazepine, 17-B estradiol, 17-a ethinylestradiol,
oxytetracycline). Toxicity is determined using the bacteria Vibrio fischeri, to whom the

presence of organic pollutants causes a reduction in their emission of light.

Key words: pharmaceuticals, pesticides, Vibrio fischeri method of toxicity analysis,
biodegradability



Ovaj rad je izraden u sklopu projekta ,, Modeliranje okolisnih aspekata napredne obrade
voda za razgradnju prioritetnih onecisc¢ivala“ Hrvatske zaklade za znanost na Fakultetu

kemijskog inZenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu.
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1. UVOD

Voda predstavlja neprocjenjivi resurs za odrzavanje zivota. Neophodna je za
normalnu funkciju svakog zivog organizma, ali takoder je od iznimne vaznosti u
kucanstvima, poljoprivrednim postrojenjima i gotovo svim granama industrijske
proizvodnje i prerade. Kao posljedica razvoja druStva i tehnologije isti¢e se povecana
konzumacija vode §to uzrokuje porast oneciS¢enja vode raznih podrijetla, kako organskim
tako i anorganskim oneci$¢ivalima. Upravo iz navedenih razloga vazno je odrediti potrebu
za vodom, te najbolje nacine njenog iskoristavanja i o¢uvanja.

Vaznost oCuvanja vode prepoznata je na podrucju Europske zajednice u okviru
dokumenta Okvirne direktive o vodama. Okvirna direktiva o vodama je najznacajniji
dokument na nivou Europske zajednice na podrucju vodene politike, te medu ostalim
uspostavlja principe zastite vode od oneciS¢enja. Strategija sprjeCavanja oneciS¢enja medu
ostalim ukljucuje i listu od 45 prioritetnih tvari ili grupa tvari koje predstavljaju znacajan
rizik za vodeni okoli§. Posebno mjesto zauzimaju ,,nove onecis¢ujuce tvari gdje su
svrstani i farmaceutici. [1]
pesticida i farmaceutika, koji u vode dospijevaju izravno, ili u obliku produkta njihove
razgradnje. Posljedica uporabe farmaceutika i pesticida je njihova sve veca prisutnost u
okoliSu, gdje su s obzirom na njihova svojstva podlozni raznim biotickim 1 abiotickim
reakcijama. Kao produkti takvih reakcija javljaju se metaboliti koji s obzirom na svoja
istrazivanja povezuju ovakve spojeve s kancerogenim svojstvima, pa je zabrinjavajuca
¢injenica da su mnogi od njih pronadeni u malim koncentracijama u obradenim otpadnim
vodama, ¢ak i u vodama za pice. [2]

S obzirom na navedene cCinjenice, javlja se sve veCa potreba za pracenjem
koncentracija farmaceutika, pesticida i njihovih metabolita, kao i razvitkom modernih i
pristupacnih metoda koje bi omogucile sigurno i efikasno uklanjanje prioritetnih
onecis¢ivala iz vodenog okoliSa. Napredni oksidacijski procesi (AOP) isticu se kao
alternativa uobiCajenim fizikalnim i1 kemijskim metodama obrade vode. Razvoj ovih

procesa omogucio je uc¢inkovito uklanjanje raznih organskih onecis¢enja vode.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ONECISCENJE

Oneciscéenje je izravno ili neizravno unoSenje, izazvano ljudskom aktivno$éu, tvari
ili topline u zrak, vodu ili tlo, §to moze biti Stetno za ljudsko zdravlje ili kvalitetu vodnih
ekosustava ili kopnenih ekosustava izravno ovisnih o vodnim ekosustavima, koje dovodi
do Stete po materijalnu imovinu, Steti vrijednostima okolisa ili drugim legitimnim oblicima
koriStenja okolisa ili na njih utjeée.[1] Izvori onecCiS¢enja okoliSa su mogu biti razlicitih
podrijetla no ono $to im je zajednicko je da ih vecina proizlazi iz ljudskih aktivnosti. Mogu
biti posljedica rada raznih industrija kao Sto su kemijska, petrokemijska 1 farmaceutska
industrija, no takoder mogu dolaziti iz domacinstava ili biti prouzrocena poljoprivrednim
aktivnostima. Razvojem industrije organske kemije povecala se svakodnevna primjena
raznih organskih spojeva u kucanstvima u obliku lijekova, deterdZenata i proizvoda za
osobnu njegu. Kao posljedica toga povecava se koncentracija stabilnih organskih spojeva u
vodama koji mogu dovesti do njenog onecis¢enja, odnosno promjene fizikalnih, kemijskih

1 bioloskih svojstava vode.

2.1.1. PRIORITETNA ONECISCIVALA

Kemijsko onecis¢enje voda predstavlja veliku opasnost za okolis u cjelini zbog niza
negativnih efekata koje moze izazvati, od bioakumulacije onecis¢ivala u biosustavima,
kroni¢ne toksicnosti vodenih organizama 1 gubitka bioraznolikosti, pa sve do akutnih 1
kroni¢nih bolesti kod ljudi. U rujnu 2000. godine izglasana je Okvirna direktiva o vodama
(eng. Water Framework Directive) od strane Europskog vije¢a i Europskog parlamenta.
Direktiva je stupila na snagu u prosincu 2000. godine, te je njen cilj uspostava okvira za
zaStitu kvalitete voda unutar Europskih zemalja. Direktiva navodi listu od ukupno 45
prioritetnih toksi¢nih tvari (tablica 1., tvari 34-45). Lista je sastavljena od strane Europske
komisije, Europske agencije za okolis, te brojnih tvrtki i stru¢njaka iz zemalja Claninca iz

podrucja kemije i zagadenja okolisa. [1]



Tablica 1. Popis prioritetnih tvari u podrucju vodne politike Europske unije, direktiva iz
2013. godine [1]

Broj CAS broj EU broj Naziv prioritetne tvari
1 15972-60-8 240-110-8 Alaklor
2 120-12-7 204-371-1 Antracen
3 1912-24-9 217-617-8 Atrazin
4 71-43-2 200-753-7 Benzen
5 ne primjenjuje se ne primjenjuje se Bromirani difenil-eteri
6 7440-43-9 231-152-8 Kadmij i njegovi spojevi
7 85535-84-8 287-476-5 Kloroalkani, Cy.
8 470-90-6 207-432-0 Klorofenvinfos
9 2921-88-2 220-864-4 Klorpirifos (klorpirifos-etil)
10 107-06-2 203-458-1 1,2-dikloroetan
11 75-09-2 200-838-9 Diklorometan
12 117-81-7 204-211-0 Di(2-etilheksil)ftalat (DEHP)
13 330-54-1 206-354-4 Diuron
14 115-29-7 204-079-4 Endosulfan
15 206-44-0 205-912-4 Fluoranten
16 118-74-1 204-273-9 Heksaklorobenzen
17 87-68-3 201-765-5 Heksaklorobutadien
18 608-73-1 210-168-9 Heksaklorocikloheksan
19 34123-59-6 251-835-4 Izoproturon
20 7439-92-1 231-100-4 Olovo i njegovi spojevi
21 7439-97-6 231-106-7 Ziva i njezini spojevi
22 91-20-3 202-049-5 Naftalen
23 7440-02-0 231-111-4 Nikal i njegovi spojevi
24 ne primjenjuje se ne primjenjuje se Nonilfenoli
25 ne primjenjuje se ne primjenjuje se Oktilfenoli
26 608-93-5 210-172-0 Pentaklorobenzen
27 87-86-5 201-778-6 Pentaklorofenol
28 ne primjenjuje se ne primjenjuje se Poliaromatski ugljikovodici (PAH)
29 122-34-9 204-535-2 Simazin
30 ne primjenjuje se ne primjenjuje se Tributilkositreni spojevi
31 12002-48-1 234-413-4 Triklorobenzeni
32 67-66-3 200-663-8 Triklorometan (kloroform)
33 1582-09-8 216-428-8 Trifluralin
34 115-32-2 204-082-0 Dikofol
Perfluorooktan sulfonicka kiselina i njezini
35 1763-23-1 217-179-8 derivati (PFOS)
36 124495-18-7 ne primjenjuje se Kinoksifen
37 ne primjenjuje se ne primjenjuje se Dioksini i spojevi poput dioksina
38 74070-46-5 277-704-1 Aklonifen
39 42576-02-3 255-894-7 Bifenoks
40 28159-98-0 248-872-3 Cibutrin
41 52315-07-8 257-842-9 Cipermetrin
42 62-73-7 200-547-7 Diklorvos
43 ne primjenjuje se ne primjenjuje se Heksabromociklododekan (HBCDD)
44 76-44-8/1024-57-3 | 200-962-3/213-831-0 Heptaklor i heptaklor epoksid

886-50-0

212-950-5

Terbutrin




2.2. FARMACEUTICI

Farmaceutici su grupa kemijskih spojeva koji obuhvacaju sve terapijske lijekove
namijenjene ljudima, veterinarske lijekove te dodatke prehrani. U odredenim koli¢inama 1
pod odredenim uvjetima sluze za dijagnosticiranje, lijeCenje i sprje¢avanje bolesti. [3] U
farmaceutike ubrajamo i tvari za ubrzanje rasta miSica kod zivotinja.[4] Moderne
farmaceutike karakterizira topljivost u vodi i liofilnost, kao i mala molarna masa ispod 500
Da. Upravo ta svojstva omogucéavaju im biolosku aktivnost i bioraspolozivost. Moderni
farmaceutici dolaze u obliku tekuéina i tableta. Cine ih farmaceutski aktivne tvari, aditivi,
pomocna sredstva, mirisi, boje 1 pigmenti. Neki lijekovi sadrze i aditive koji mogu utjecati
na regulaciju hormona. [5,6]

Prema posljednjem Izvjes¢u o potrosnji lijekova u Republici Hrvatskoj za 2015.
godinu, na lijekove je potroSeno ukupno 5.266.937.944 kuna, dok je 2014. godine ta brojka
bila znacajno manja, 4.005.884.342 kuna. Povecéanje broja i starosti stanovnistva, pojave
novih bolesti, povecana potrosnja i porast trziSta su sve faktori koji utjeCu na povecanu

konzumaciju proizvoda farmaceutske industrije te se tom trendu ne nazire skori kraj. [4]

2.2.1. FARMACEUTICI I ZAGADENJE OKOLISA

U novije doba, sve vise pozornosti pridaje se kemijskom onec¢is¢enju voda. Osobitu
opasnost predstavljaju spojevi koji su toksi¢ni ili nisu razgradivi prirodnim putem a kao
posebna skupina takvih spojeva izdvajaju se farmaceutici. Njihova stalna prisutnost u
vodenim ekosustavima dovodi do rastué¢e zabrinutosti te potrebe za razvitkom novih
pristupaénih tehnologija kojima bi se dovelo do njihovog u¢inkovitog uklanjanja.

Farmaceutici se svrstavaju u skupinu ,,novih onecis¢ivala® upravo zato §to njihov
ekotoksikoloski utjecaj, kao ni Stetan utjecaj njihovih produkata jo$ nisu dovoljno istrazeni,
niti su definirane njihove maksimalno dopustene koncentracije u okolisu.[8] Opcenito su
prisutni u povrsinskim i podzemnim vodama, vodi za pice i1 kanalizacijskoj vodi u koje
dospijevaju iz mnogih izvora kao §to su otpadne vode iz kuc¢anstava ili bolnica, postrojenja
za obradu kanalizacija i voda, te nepropisnim otpustanjima od strane proizvodaca. [9]

Za primjenu u medicini koristi se preko 3000 farmaceutskih aktivnih spojeva koji
na razne nadine dospijevaju u okoli§, prema podacima Europske Unije. Sirok raspon
farmaceutika 1 proizvoda za osobnu njegu prijavljen je kao prioritetno onecis¢ivalo medu
kojima su antibiotici, antiseptici, analgetici, kontrasti mediji za X-zracenja i mnogi
drugi.[10] Za neke od njih ukljucujuéi brojne antibiotike i estrogene smatra da opstaju u

4



okolisu kao posljedica stalnog otpuStanja ali se 1 ukljuCuje moguénost njihove
nesposobnosti potpune bioloske razgradnje.

U nastavku rada osvrnuti ¢u se na svojstva farmaceutika ispitivanih u ovom radu a
to su: azitromicin, eritromicin, deksametazon, diklofenak, karbamezapin, 17p-estradiol,
17a-etinilestradiol i oksitetraciklin.
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Slika 1. Putevi dospijevanja farmaceutika u okolis [7]

2.3. ISPITIVANI FARMACEUTICI

2.3.1. Azitromicin i eritromicin

Azitromicin (AZT) i eritromicin (ERM) su polusintetski makrolidni antibiotici iz
klase azilida. Azitromicin je antibiotik koji uklanja moguénost rasta i razmnozavanja
bakterija sprjecavajuéi translokacijski proces sinteze bakterijskih proteina. Koristi se za
lijecenje brojnih bakterijskih infekcija kao Sto su respiratorne infekcije, infekcije koze,
infekcije usiju, te za lijeCenje nekih spolno prenosivih bolesti. Do pojave antibiotika u
okoliSu, osobito u vodama, dolazi ukoliko aktivni sastojak lijeka nije u potpunosti

metaboliziran u organizmu kojem je namijenjen.



Najvece koncentracije azitromicina i eritromicina pronadene su u otpadnim vodama, dok

su prisutni i u povrsinskim vodama no u znatno manjim koncentracijama. [11]
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Slika 3. Molekulska struktura eritromicina



2.3.2. Deksametazon
Deksametazon (DXT) je 9-flouro-glukokortikoid. Pripada klasi sintetskih

adrenalnih kortikosteroida, a karakteriziraju ga jaka protuupalna svojstva.[12] Koristi se za
lijecenje alergija, astme, brojnih bolesti koze, reumatskih problema, te u kombinaciji s
antibioticima pri lijecenju tuberkuloze. Dugotrajno koristenje deksametazona moze utjecati
na gubitak kostane mase, slabost u misi¢ima, pojavu gljivicnih infekcija te pojavu mrene
na oku. Zbog rastu¢e uporabe deksametazona kao i njegove proizvodnje, povecano je
njegovo odlaganje u okoliSu §to dovodi do sve ve¢e akumulacije u tlima, ali 1 otpadnim 1
povrsinskim vodama. Iz tih razloga vazno je kontrolirati tok i razgradnju deksametazona u
okolisu. [13]

O

Slika 4. Molekulska struktura deksametazona

2.3.3. Diklofenak

Diklofenak (DCF) je sinteti¢ki i nestercoidni protuupalni lijek. Vecinom je
dostupan u obliku natrijevih i kalijevih soli, a posjeduje jaka antiinflamatorna, analgetska i
antipireticka svojstva. Koristi se kod lijeCenja osteoartritisa i reumatidnog artritisa,
uganuca, iS¢asenja, sportskih ozljeda, prijeloma, upala tetiva i drugih zglobnih struktura.
Njegova uporaba u veterinarskoj medicini je kontroverzna zbog dokazanih Stetnih utjecaja
na odredene vodene organizme, kao i na ptice strvinare. Velika uporaba diklofenaka
uzrokuje njegov kontinuirani dovod u okoli§ gdje moze do¢i do akumulacije i1 reakcija s
drugim farmaceutskim spojevima, pa su nuzna daljnja istrazivanja kako bi se razvile

optimalne metode njegova uklanjanja. [14]
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Slika 5. Molekulska struktura diklofenaka

2.3.4. Karbamezapin

Karbamezapin (CBZ) je lijek Siroko koristen kod raznih psihijatrijskih bolesti.
Strukturno pripada skupini triciklickih antidepresiva, a djeluje na principu smanjenja
ziv€éanih signala koji uzrokuju napadaje 1 boli. Zbog svojih antiepilepti¢kih svojstava
koristi se pri lije€enju epilepsije, schizofrenije kao 1 kod bipolarnog poremecaja. lako
njegova analgetske karakteristike nisu mnogo istrazivane, cesto se koristi za ublazavanje
boli povezane s trigeminalnom neuropatijom. Dugotrajna uporaba karbamezapina moze
dovesti do promjena pri proizvodnji eritrocita i leukocita, aplasticne anemije, smanjenja

razine natrija u krvi, kao i do povec¢ane suicidalnosti. [15]
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Slika 6. Molekulska struktura karbamezapina



2.3.5. 17p-estradiol

Estradiol (E2) je prirodni estrogeni stereoidni hormon. Kao lijek, koristi se ve¢inom
u terapiji menopauze, te kod bolesti povezanih s manjkom Zenskih spolnih hormona. [16]
Takoder se upotrebljava kao kontracepcijsko sredstvo, i pri lije¢enju tumora osjetljivih na
hormonalne promjene. Zene izluéuju i do 100 pg po danu E2, dok se kod trudnica taj broj
penje sve do 30 mg/dan. S obzirom na to, prisutnost estradiola u otpadnim vodama je

iznimno velika. [17]

HO

Slika 7. Molekulska struktura 17-estradiola

2.3.6. 17a-etinilestradiol

Etinilestradiol (EE2) je sintetski derivat estradiola. Poznat je kao iznimno jak
estrogen, $to je dokazano i u in vitro i in vivo istrazivanjima. Koristi se kao sastojak gotovo
svih formulacija kombiniranih kontracepcijskih §to ga ¢ini poglavitim sintetskim lijekom
koristenim u tu svrhu. Takoder se koristi pri lijeCenju simptoma menopauze, a u proslosti
se koristio i pri lijeCenju raka prostate. Glavna razlika u odnosu na estradiol je ¢injenica da

etinilestradiol znatno dulje akumulira u okolisu. [17]
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Slika 8. Molekulska struktura 17a-etinilestradiola



2.3.7. Oksitetraciklin

Oksitetraciklin (OXY) je antibiotik Sirokog spektra iz klase tetraciklina. Zaustavlja
sintezu esencijalnih proteina bakterija ¢ime sprjeava njihov rast i razmnozavanje. Usprkos
tome, neke bakterije su razvile otpornost na njega, ¢ime se smanjila njegova efikasnost pri
lijeCenju nekih vrsta infekcija. Danas se koristi pri lije¢enju upale pluca, klamidije,
infekcija oka i akni. Oksitetraciklin slabo metabolizira, te se ve¢inom izlucuje u urinu
nepromijenjen. Jako se adsorbira na tla bez obzira na njihovu vrstu, a pronaden je u
koncentracijama 1 do 300 pg/kg, te u koncentracijama do 15 pug/l u nekim podzemnim 1
povrsinskim vodama. Stoga, vazno je osigurati efikasne i sigurne nacine uklanjanja

oksitetraciklina iz prirode. [18]
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Slika 9. Molekulska struktura oksitetraciklina

2.4. ISPITIVANI PESTICIDI

Pesticidi predstavljaju tvar ili smjesu tvari koja je namijenjena za sprjeCavanje,
uniStavanje, odbijanje ili ublaZzavanje djelovanja Stetnika, a mogu sluziti i kao biljni
regulatori, defolijanti ili sredstva za vezanje vode.[19] Usprkos svim prednostima koje
donosi njihova uporaba u poljoprivredi, pesticidi mogu biti iznimno opasni za okolis, ali i
za zdravlje ¢ovjeka. Naime, samo oko 1% upotrijebljenih pesticida vrsi funkciju ubijanja
Stetnika, dok se ostatak gubi pri rasprSivanju ili neopreznom odlaganju. Sudbina pesticida
moze biti njihova razgradnja, otapanje u povrsinskim vodama ili prijenos u podzemne

vode, konzumacija od strane ciljanih organizama kao i konzumacija od strane organizama
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kojima nisu namijenjeni.[20] Posljedice toga su reakcije biotransformacije kao S§to su
reakcije oksidacije i redukcije, ¢iji produkti ponekad mogu biti tetniji od samih pesticida.
Prema namjeni, razlikujemo viSe skupina pesticida. Herbicidi se koriste za ciljano
unisStavanje odredenih vrsta biljaka i zauzimaju najveci dio svjetskog trziSta pesticida s
42%. Takoder imamo insekticide ¢ija je namjena suzbijanje insekata, fungicide za gljivice,
avicide za odbijanje ptica, rodenticide za odbijanje glodavaca itd. Vecina koriStenih
kemikalija je iznimno stabilna te podloZzna bioakumulaciji koja mozZe potrajati godinama.
Pesticide sli¢nih kemijskih struktura odlikuju sli¢na kemijska i fizikalna svojstva,
topljivost u vodi, kao i sli¢ne razine toksi¢nosti i biorazgradivosti. S obzirom na kemijski
sastav, pesticidi se dijele na karbamate, organofosfate, organoklorine, benzoidne kiseline,
piretrine i piretroidi, triazine, derivate fenoksiacetata, ditiokarbamate, derivate glicina i
derivate dipiridina. [21]
U nastavku osvrnuti ¢u se na svojstva pesticida ispitivanih u ovom radu: alaklor, atrazin,

cibutrin, diuron, klorfenvinfos, izoproturon i simazin.

2.4.1. Alaklor

Alaklor (ALC) je siroko uporabljeni pesticid iz skupine herbicida. Koristi se za
kontroliranje mnogih vrsta korova, kao i jednogodisnjih trava. Vrijeme poluraspada u
aerobnim uvjetima mu je izmedu 6 i 15 dana, dok je u anaerobnim uvjetima znatno manje.
Jednostavno dospijeva u podzemne vode, pa je nerijetko otkrivan i u povrSinskim vodama
za pice. U skladu s tim naveden je kao prioritetno onecis¢ivalo u Okvirnoj direktivi o
vodama Europske komisije. [1] Njegov utjecaj na ljudske organizme je iznimno S$tetan pa

je njegova uporaba od 2006. godine zabranjena unutar Europske Unije. [22]

O
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Slika 10. Molekulska struktura alaklora
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2.4.2. Atrazin

Atrazin (ATR) je herbicid iz skupine triazina koriSten u svrhu prevencije i
uklanjanja korova pri uzgoju Secerne repe i kukuruza, kao i u odrzavanju travnatih
povrsina. Izrazita u€inkovitost kao i niska cijene dovele su do dugogodisnjeg intenzivnog
koriStenja atrazina S$to je uzrokovalo njegovo nakupljanje u ekosustavu. PoviSene
koncentracije pronadene su u podzemnim, ali i pitkim vodama. Brojna istraZivanja
pokazala su da atrazin uzrokuje poremecaje endokrinog sustava, tumore i defekte na
fetusima, te se s toga mora teziti njegovom uklanjanju iz ekosustava. [23]
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Slika 11. Molekulska struktura atrazina

2.4.3. Cibutrin

Cibutrin (CYB) je herbicid iznimne efektivnosti koriSten u industriji boja i
premaza. Takve boje pretezito se koriste za brodove i druge dijelove uronjene u vodu, gdje
sluzi kako bi sprije¢io obrastanje povrsine, odnosno razvoj i rast algi, mahovina i bakterija.
Sukladno s tim, najveée koncentracije cibutrina pronalaze se upravo u brodskim lukama.
Sklon je fotokemijskim reakcijama, poglavito reakcijama degradacije ¢iji produkti

inhibiraju rast morskog bilja. [24]
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Slika 12. Molekulska struktura cibutrina
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2.4.4. Diuron

Diuron (DIU) je selektivni herbicid i algicid koji temelji svoje djelovanje na
sprjeCavanju fotosinteze korova prije 1 nakon zZetve. Odlikuje ga izrazita stabilnost §to
direktno uzrokuje njegovu akumulaciju u tlu. Pronalazimo ga u povrSinskim i podzemnim
vodama u koje dospijeva pomocu kise. Istrazivanja provedena na Zivotinjama upucuju na

njegov Stetni utjecaj u vidu poremecaja endokrinog sustava. [25]
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Slika 13. Molekulska struktura diurona

2.4.5.Klorfenvinfos

Klorfenvinfos (CFP) je insekticid iz skupine organofosfornih spojeva. Koristio se
za uklanjanje muha i grinja u ku¢anstvima i na farmama, kao i za zaStitu Zivotinja od buha.
Danas je njegova uporaba zabranjena unutar Europske Unije 1 Sjedinjenih Americkih
Drzava. Njegova prisutnost u ljudskom tijelu moze uzrokovati anksioznost, depresiju a u
tezim slucajevima i komu. Prilikom uporabe, klorfenvinfos dolazi u okoli§ na tla i

povrsinske vode, a pomocu ispiranja kise dolazi u podzemne vode.[26]
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Slika 14. Molekulska strktura klorfenvinfosa
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2.4.6.1zoproturon

Izoproturon (IPT) je herbicid koristen za kontrolu godisnjih trava kao i mnogih
Sirokolisnatih korova. Pripada skupini fenilurea. OcCituje ga iznimna stabilnost pa ne
podlijeze adsorpciji u tlu ve¢ u njemu akumulira te je time sklon odlasku u povrSinske i
podzemne vode. Vrijeme poluraspada u tlu mu je oko 40 dana dok u vodi oko 30.
Predstavlja jedan od najkoriStenijih herbicida na podru¢ju Europe, no usprkos njegovim

prednostima Klasificiran je kancerogenim od strane Europske Komisije. [27]

N/
N
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Slika 15. Molekulska struktura izoproturona

2.4.7.Simazin

Simazin (SMZ) je neselektivni herbicid koristen za kontrolu godisnjih trava i
korova, a moze se koristiti i u kontroli algi i morskih trava. Pretezito se upotrebljava pri
uzgoju bobicastog voc¢a kao §to su brusnica i borovnica. Pripada klasi triazina, odnosno
njihovih derivata. Djelovanje simazina zasniva se na inhibiciji fotosinteze ciljane biljke,
slitno kao i atrazin, jo§ jedan spoj takoder iz klase triazina. Stetno djelovanje na
zivotinjske organizme u vidu poremecaja endokrinog sustava dovelo je do zabrane njegova

KoriStenja na tlima Europe. [28]
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Slika 16. Molekulska struktura simazina
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2.5. TOKSICNOST

Opasni ¢imbenici za okoli$ kao Sto su Stetne kemikalije iz industrija, otpadne vode
iz kucanstava te gnojiva i pesticidi potekli s poljoprivrednih zemljista, svi bivaju noSeni
rijekama u mora i oceane ¢ime izrazito zagaduju vodeni okolis. Nakon dospijevanja u
okoli§, ponasanje takvih spojeva ovisi o njihovim otpornostima na razne vrste razgradnje,
primjerice fotokemijsku razgradnju, te ovisi o njihovom afinitetu za adsorpciju na krute
Cestice. lzrazita stabilnost pesticida i farmaceutika ¢ini ih vrlo podloznima sorbiranju na
krute matrice i akumulaciji u sedimentima i tlima. Nekontrolirano ispustanje onecis¢ivala
moze imati izrazite negativne posljedice na biosustav koji nas okruzuje, te prekomjerne
koncentracije takvih spojeva mogu dovesti ¢ak i do poremecaja hranidbenog lanca. Cilj
zdravstvene ekologije svesti je koncentracije takvih onci$¢ivala na prihvatljive razine.
Uklanjanje je ¢esto jako skupo, no nuzno jer unistavanje okoliSa ugrozava zdravlje ljudi,
ali i ostalih bi¢a zbog Cega se ovaj problem posljednjih godina smatra prioritetnim. [3,5]

Fizikalne i kemijske analize nisu dovoljni pokazatelji Stetnih u¢inaka zagadivala jer
nam one daju informacije o prirodi ispitivanih tvari. Kako bismo mogli biti upoznati s
bioloskim utjecajem takvih oneci$¢ivala na ljude 1 Zivotinje, nuzno je provesti testove
toksi¢nosti. S obzirom na aktualnost problema, razvijeno je mnogo metoda odredivanja
toksi¢nosti medu kojima su testovi na biljkama, algama, bakterijama pa ¢ak i na ribama.

Najcesci oblik ispitivanja toksi¢nosti je mortalitet, a razlikujemo akutne i kroni¢ne
testove toksi¢nosti. Akutnim testom ispituje se prezivljavanje odabranih organizama u
vremenskom periodu od 24 do 96 sati. Kroni¢ni test toksi¢nosti odvija se u trajanju od
minimalno tjedan dana, a tim testom, osim samog prezivljavanja organizma zagadenog
ispitivanim uzorkom vode, ispituje se i utjecaj koji taj uzorak ima na organizme. Ti utjecaji

najcesce se ocituju kao poremecaji razmnozavanja i rasta. [29]

2.6. Bioluminicencijska metoda

Bioluminiscencija je pojava do koje dolazi kada zivi organizam ima sposobnost
emisije vidljivog svjetla. Nastaje kao rezultat kemijske reakcije u kojoj dolazi do
oksidacije molekule luciferina u oksiluciferin pri ¢emu dolazi do emisije svjetlosti. Brzinu
takve reakcije odreduje koncentracija enzima luciferaze. [30] U DIN-ovim standardima
opisana su mjerenja bioloSke toksi¢nosti pomocu luminiscentnih bakterija, a mjeri se

smanjenje intenziteta zraCenja bakterija kao posljedica izlaganja zadanom toksi¢nom
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uzorku vode. Ovakva mjerenja su u §irokoj uporabi upravo zbog svoje jednostavnosti,

niske cijene kao i kratkog vremena provodenja testa bioloske toksi¢nosti.

2.6.1. Vibrio fischeri

Vibrio fischeri, poznate i kao fotobakterije fisheri, su Gram-negativne, nepatogene
bakterije u obliku $tapica, rasprostranjene u subtropskim i umjerenim morskim sustavima.
Ime su dobile po njema¢kom mikrobiologu Bernhardu Fisheru. Luminiscenciju proizvode
ekspresijom lux operona kojeg ¢ini mala skupina gena koje pronalazimo 1 kod bakterija iz
skupine Vibrionaceae. Mogu se pronaci kao slobodni(planktonski) organizmi, ili ¢es$¢e u
simbiozi s odredenim vrstama lignji i riba (slika 16.) kojima luminiscencija bakterija sluzi

pri privlacenju plijena ili pri kamuflazi. [31]

Slika 17. Lignja Euprymna scolopes u simbiozi s bakterijama Vibrio fisheri [32]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. KEMIKALIJE

Kemikalije koriStene pri pripremi otopina farmaceutika i pesticida su:
ultra ¢ista voda

alaklor, 99,8 %, Sigma-Aldrich

- atrazin, 99,1 %, Sigma-Aldrich

- klorfenvinfos, 97,1 %, Sigma-Aldrich
- cibutrin, 99,8 %, Sigma-Aldrich

- diuron, 99,6 %, Sigma-Aldrich

- izoproturon, 99,8 %, Sigma-Aldrich

- simazin, 99,9 %, Sigma-Aldrich

- azitromicin, 99,8 %, Sigma-Aldrich

- eritromicin, 99,8 %, Sigma-Aldrich

- deksametazon, 99,8 %, Sigma-Aldrich
- diklofenak, 99,6 %, Sigma-Aldrich

- karbamazepin99,6 %, Sigma-Aldrich

- 17p-estradiol, 99,8 %, Sigma-Aldrich
- 170-etinilestradiol, 99,8%, Sigma-Aldrich
- Oksitetraciklin, 99,8 %, Sigma-Aldrich

Za podesavanje uvjeta u ispitivanim sustavima koristili su se:

- Natrijev hidroksid, NaOH, Kemika , 98%
- Sumporna kiselina, H2SO4, Kemika, 96%

- Natrijev klorid, NaCl, Kemika, pa.a.

Kemikalije koriStene za odredivanje toksi¢nosti i biorazgradivosti:
- Bio Fix Lumi Reconstituion sol

- Bio Fix Lumi Medium for freeze-dried luminous bacteria



3.2. INSTRUMENTI

- BioFix Lumi-10, Luminometar, Macherey-Nagel
- UVIVIS spektrofotometar, Perkin EImer Lambda EZ 201
- DR 2800 spectrophotometer, Hach Lange

- Prenosivi pH metar, Handylab pH/LF, Schott Instuments GmbH

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Toksi¢nost

Toksi¢nost vodenih otopina farmaceutika 1 pesticida odredena je mjerenjem
pomocu luminiscentnih bakterija Vibrio fischeri u skladu s medunarodnim standardom
(1SO11348-3) koriste¢i luminometar BioFix Lumi-10, Macherey-Nagel. Mijeri se
smanjenje luminiscencije bakterija, odnosno inhibiraju¢i ucinak vodenih otopina na
emisiju svijetla bakterija Vibrio fischeri. Kriterij testa je smanjenje luminiscencije bakterija
nakon 15 minuta izlaganja. Dobivena inhibicija izrazava se pomocu ECso koja se lako

moze preracunati u jedinice toksi¢nosti, TU, prema izrazu TU=(100 /EC50%).

3.3.2. Kemijska potrosnja Kisika

Kemijska potrosnja kisika ili KPK je potrebna koli¢ina kisika za potpuno oksidaciju
organskih i anorganskih tvari u zadanom uzorku vode. U ovom radu KPK mjerena je
kolorimetrijski, uz uporabu seta reagensa. Koristio se spektrofotometar DR 2800

spectrophotometer, Hach Lange.

3.3.3. Biokemijska potrosnja kisika

Biokemijska potro$nja kisika ili BPKs predstavlja otopljenu koli¢inu kisika
potrebnu aerobnim organizmima u vodama za razgradnju organskih tvari prisutnih u
danom uzorku. Stupanj organskog zagadenja vode naj¢eS¢e se izrazava pomocu BPKs
vrijednosti izrazenoj u miligramima kisika iskoristenog po litri uzorka vode. U ovom radu

mjerena je koristeci spektrofotometar DR 2800 spectrophotometer, Hach Lange.
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3.4. PROVEDBA EKSPERIMENTA

3.4.1. Priprema radnih otopina

Eksperimenti su provedeni pripremom sintetskih otopina preciznim vaganjem i
otapanjem to¢no odredenih masa ispitivanih farmaceutika 1 pesticida. Pripremaju se
temeljne standardne otopine molarni koncentracija specificnih za svaki ispitivani Spoj.
Koristeno otapalo je ultra Cista voda a tijekom priprave koriStene su odmjerne tikvice od
1000 ml. U tablici 2. prikazane su odvagane mase zadanih farmaceutika i pesticida na
preciznoj analitickoj vagi, kao i koncentracije prioritetnih onecis¢ivala u pripremljenim

otopinama.

Tablica 2. Odvage i koncentracije otopina zadanih prioritetnih onecis¢ivala

Prioritetno onecis¢ivalo Odvagana masa /g c(PO) / mM
Alaklor 27,00 0,10
Atrazin 5,40 0,03

Klorfenvinfos 35,90 0,10
Cibutrin 7,59 0,03
Diuron 11,65 0,05

Izoproturon 20,60 0,10
Simazin 6,06 0,03
Azitromicin 74,90 0,10
Eritromicin 73,40 0,10
Deksametazon 38,10 0,10
Diklofenak 29,60 0,10
Karbamezapin 12,80 0,05
17p-estradiol 2,70 0,01
17a-etinilestradiol 2,90 0,01
Oksitetraciklin 46,00 0,10

3.4.2. Odredivanje toksi¢nosti bakterijama Vibrio fischeri

Toksi¢nost uzoraka prioritetnih oneci$¢ivala odredena je koriStenjem bakterija
Vibrio fischeri kao testnog organizma prema medunarodnom standardu 1SO 11348-3.
Bakterije Vibrio fishceri odabrane su upravo zbog svoje iznimne osjetljivosti unutar vrlo

Sirokog raspona toksi¢nih tvari. Bakterije su isto tako osjetljive i na okoliSne uvjete, pa je
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iz tog razloga prije pocetka mjerenja nuzno podesiti pH otopina na vrijednosti u rasponu od
6,8 do 7,2 1 u njih dodati 2% NaCl. Takoder je potrebno termostatirati otopine na 15<C.

Priprema bakterija zahtijeva 1 mL otopine ,,Bio Fix Lumi Reconstituion sol“ koja
se dodaje u bocicu Vibrio fischeri. Zatim se dodaje 50 mL ,,Bio Fix Lumi Medium for
freeze-dried luminous bacteria“ te se sve zajedno prenese u ¢asu od 100 mL te pusti da
odstoji 15 minuta. Nuzno je i pripremiti referentu kivetu slijepe probe koja se sastoji od
bakterijske suspenzije i 2% NaCl.

Metoda odredivanja toksi¢nosti zasniva se na smanjenju luminiscencije bakterija
Vibrio fischeri. Mjerenje se provodi tako da se u kivetu za ispitivanje stave razliCita
razrjedenja ispitivanog uzorka te se mjeri smanjenje luminiscencije bakterija u periodu od
15 minuta inkubacije. Dobivena inhibicija izrazava se pomo¢u ECso koja se lako moze

preracunati u jedinice toksi¢nosti, TU, prema izrazu TU=(100 /ECs50%).

3.4.3. Odredivanje biorazgradivosti

Op¢enito, biorazgradivost kao pokazatelj kvalitete vode se moze se kroz omjer
biokemijske potrosnje kisika (BPKs) i kemijske potrosnje kisika (KPK). Smatra se da kad
je BPKs/KPK > 0.4 , voda je biorazgradiva odnosno podlozna bioloskoj razgradnji. [33]

Biokemijska potrosnja kisika eksperimentalno se odreduje koriste¢i setove reagensa
LCK554 BOD, Hach Lange. Prema normi HRN EN 1899-1:2004 biokemijska potro$nja
kisika odredena je nakon 5 dana. Kemijska potro$nja kisika odredena je prema normi HRN
ISO 15705:2003 uz pomo¢ setova reagensa LCK 414 COD, Hach Lange.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kao §to je i prije navedeno, cilj ovog rada bio je upoznati se s metodama
odredivanja toksi¢nosti 1 biorazgradivosti. Za potrebe istog radeni su eksperimenti na
otopinama sedam pesticida (alaklor, atrazin, cibutrin, diuron, klorfenvinfos, izoproturon,
simazin) 1 osam farmaceutika (azitromicin, eritromicin, deksametazon, diklofenak,
karbamezapin, 17f-estradiol, 17a-etinilestradiol, oksitetraciklin). Ispitivanja toksi¢nosti i
biorazgradivosti ¢istih aktivnih spojeva nuzna su kako bi se mogle pratiti kretnje spojeva i
njihovih metabolita nakon §to dospiju u vodeni okolis, i time odrediti da 1i se toksi¢nost
metabolita smanjila ili povecala u odnosu na pocetni spoj. U provedi eksperimenta
toksi¢nost se odredila pomocu bioluminiscentnih bakterija Vibrio fischeri, a
biorazgradivost se racunala kao omjer biokemijske potroSnje kisika i kemijske potrosnje

Kisika koje su odredene spektrofotometrijski pomocu setova reagensa.

4.1. TOKSICNOST

U tablici 3. navedeni su ispitivani farmaceutici, njihove molekulske formule,
pripadaju¢e molarne mase i1 dobiveni rezultati toksicnosti izraZzeni kao vrijednosti ECso

koja predstavlja koncentraciju onecis¢ivala pri kojoj je luminiscencija inhibirana za 50%

Tablica 3. Ispitivani farmaceutici, njihove molekulske formule i molarne mase te dobivene

ECso vrijednosti

Farmaceutik Molekulska formula M / g/mol ECso / mg/L
Azitromicin C3sH72N2012 748,52 41,68
Eritromicin C37He7NO13 733,94 26,00
Deksametazon C2oH18FOs 381,38 13,85
Diklofenak C14H11C2NO2 296,15 8,98
Karbamezapin C15H12N20 236,27 12,18
17B-estradiol Ci18H2402 272,39 1,36
17a-etinilestradiol C20H2402 296,41 1,70
Oksitetraciklin C7H12CINs 201,66 29,17

Usporedujué¢i  toksiCnosti ispitivanih farmaceutika izrazene pomocu ECsp
vrijednosti odmah je uocljivo da estrogeni hormoni pokazuju najvisSu toksi¢nost.
17B-estradiol ima najnizu vrijednost od 1,36 mg/L S§to znaci da ve¢ pri izrazito niskim

koncentracijama dolazi do smanjenja luminiscencije bakterija za 50%. 17a-etinilestradiol
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je sintetski derivat 17(-estradiola i njegova primarna karakteristika zbog koje je
proizveden je da bude manje toksican od estradiola, s obzirom da su estrogeni hormoni
jedna od skupina farmaceutika koja najviSe dospijeva u vodeni okolis. Upravo to je i
vidljivo iz prikazanih rezultata toksi¢nosti.

Diklofenak, karbamazepin 1 deksametazon predstavljaju razliite skupine
farmaceutika, a zajednicka im je srednja vrijednost toksic¢nosti u rasponu farmaceutika
farmaceutika. Najcesce je koristeni nestereoidni reumatik i jako Cesto se ispusta u okoli$ pa
je bitno biti upoznat s njegovom toksicnost, te kontrolirati njegove koncentracije u
vodenom okoliSu. Nesto vece koncentracije karbamazepina potrebne su kako bi se
inhibiralo 50% luminiscencije. On je triciklicki antidepresiv i jedan od najkoriStenijih
lijekova za psihijatrijske bolesti. Deksametazon, 9-flouro-glukokortikoid iz klase sintetskih
adrenalnih kortikosteroida, pokazuje sliénu no neSto nizu toksi¢nost u odnosu na
karbamazepin. Oksitetraciklin je antibiotik Sirokog spektra iz klase tetraciklina. Znatno je
manje toksi¢an u odnosu na prethodno navedene farmaceutike, s koncentracijom od 29,17
mg/L potrebnom kako bi se luminiscencija Vibrio fischeri smanjila na polovicu pocetne
vrijednosti.

Najnizu toksi¢nost od ispitivanih farmaceutika pokazali su makrolidni antibiotici iz
klase azilida: azitromicin i eritromicin. Toksi¢nost eritromicina slicna je onoj
oksitetraciklina s vrijedno$¢u ECso od 26,00 mg/L. Rezultati analize toksi¢nosti pokazali

su kako je azitromicina najmanje toksic¢an od svih ispitanih farmaceutika.

U tablici 4. prikazani su ispitivani pesticidi, njihove molekulske formule i molarne
mase te eksperimentalno dobiveni rezultati toksi¢nosti izrazeni pomoc¢u ECsg vrijednosti

koja govori o koncentraciji pesticida potrebnoj za inhibiciju bioluminiscencije za 50%

Tablica 4. Ispitivani pesticidi, njihove molekulske formule i molarne mase te dobivene

ECso vrijednosti

Pesticid Molekulska formula M / g/mol ECso / mg/L
Alaklor C14H20CINO2 269,77 17,98
Atrazin CsH14CINs 215,68 1,69
Cibutrin C11H19NsS 253,37 5,30
Diuron CoH10CI2N20 233,09 4,62
Klorfenvinfos C12H14Cl304P 359,54 3,81
Izoproturon C12H18N20 206,29 14,26
Simazin C7H12CINs 201,66 4,61
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Vecina ispitivanih pesticida su herbicidi koji pripadaju razli¢itim klasama spojeva,
dok je jedino klorfenvinfos insekticid. Atrazin je herbicid iz klase triazina. Pokazao se kao
mg/L potrebnom za inhibiciju 50% luminiscencije bakterija. To je u skladu s o¢ekivanjima,
s obzirom da je uporaba atrazina povezana s brojnim Stetnim posljedicama za ljudsko
zdravlje, no atrazin i dalje ostaje najkoriSteniji herbicid na svijetu. Iz klase triazina
ispitvana je i toksi¢nost simazina koji je takoder iznimno toksi¢an s ECso vrijednosti od
4.61 mg/L.

Po toksic¢nosti ga slijedi insekticid klorfenvinfos iz skupine organofosfata. Njegova
je uporaba, zbog izrazite toksi¢nosti i iznimno negativnih utjecaja na ljudsko 1 Zivotinjsko
zdravlje, zabranjena diljem Europe i Sjedinjenih Americkih Drzava. Sli¢ne vrijednosti
Znantno viSe koncentracije izoproturona od 14,26 mg/L. potrebne su za prepolavljanje
luminiscencije, ¢ime je izoproturon znatno manje toksican od prethodnih spojeva.

Kao najmanje toksi¢an od ispitivanih pesticida isti¢e se alaklor, ¢ija koncentracija

od 17,98 mg/L uzrokuje inhibiciju bioluminiscencije Vibrio fisheri za 50%.
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Slika 17. Grafic¢ki prikaz toksi¢nosti ECso za ispitivane farmaceutike i pesticide

Usporedujuci vrijednosti toksi¢nosti ECso pesticida i farmaceutika (slika 17)

..........

prioritetnim  oneci$¢ivalima pokazali su se estrogeni hormoni 17pB-estradiol i

170-etinilestradiol. Slijede ih herbicidi iz klase triazina, atrazin i simazin. Najmanju

23



vrijednost toksi¢nosti pokazuje makrolidni antibiotik azitromicin, a najmanje toksican

pesticid je herbicid alaklor.

4.2. BIORAZGRADIVOST

U tablici 5. prikazane su izmjerene vrijednosti biokemijske potrosnje kisika,

kemijske potrosnje kisika, te izraCunate vrijednosti biorazgradivosti dobivene omjerom

BPKs i KPK za farmaceutike ispitane u ovom radu. Vrijednosti dobivene za osam

ispitivanih farmaceutika znatno su manje od referentne vrijednosti 0,4, §to znaci da niti

jedan od ispitivanih uzoraka nije biorazgradiv.

Tablica 5. Ispitivani farmaceutici i dobivene vrijednosti BPKs, KPK i BPKs/KPK

Farmaceutik BPKs/ mg/L O> KPK/ mg/L O> BPKs/KPK
Azitromicin 1,70 147,08 0,01
Eritromicin 1,61 146,86 0,01
Deksametazon 1,76 72,99 0,02
Diklofenak 0,83 64,09 0,01
Karbamezapin 1,38 42,11 0,03
17B-estradiol 2,28 15,96 0,14
170-etinilestradiol 2,20 13,21 0,17
Oksitetraciklin 0,50 58,92 0,01

Najmanju biorazgradivost pokazuju uzorci azitromicina, eritromicina, diklofenka i

oksitetraciklina s BPK5/KPK od 0,01. Slijede deksametazon i karbamazepin. Estrogeni

hormoni 17B-estradiol i 17a-etinilstradiol pokazuju nesto visu vrijednost omjera BPKs i

KPK, 0,141 0,17, no i dalje nedovoljno veliku kako bi se smatrali biorazgradivima.

Koriste¢i tablicu 6. mozemo sagledati 1 usporediti biorazgradivosti pesticida

ispitivanih u ovom radu.

Tablica 6. Ispitivani pesticidi i dobivene vrijednosti BPKs, KPK i BPK5/KPK

Pesticid BPKs/ mg/L O KPK/ mg/L O BPKs/KPK
Alaklor 2,74 57,38 0,05
Atrazin 2,76 17,93 0,15
Cibutrin 2,53 11,80 0,21
Diuron 2,85 32,99 0,09
Klorfenvinfos 3,80 43,98 0,09
Izoproturon 2,20 42,00 0,05
Simazin 2,31 14,20 0,16
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Vidljivo je kako ni jedna otopina pesticida ne zadovoljava uvjet biorazgradivosti
(BPKs/KPK > 0,4). Najnize omjere pokazali su izoproturon i alaklor i time su najmanje
biorazgradivi od odabranih pesticida, a slijede ih diuron i klorfenvinfos. Atrazin, simazin i
cibutrin imaju nesto vise vrijednosti biorazgradivosti od kojih cibutrin ima najvisu koja

iznosi 0,21.
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Slika 18. Grafic¢ki prikaz biorazgradivosti BPKs/KPK za ispitivane farmaceutike i
pesticide

Sva ispitivana prioritetna onecis¢ivala pokazala su jako niske vrijednosti omjera
BPKs/KPK, §to nam govori da mjereni uzorci nisu podlozni bioloskoj razgradnji. 1z slike
18. vidljivo je da, kao skupina, pesticidi pokazuju znatno veée vrijednosti omjera
BPKs/KPK od farmaceutika. BPKs/KPK vrijednosti opéenito su najvise kod herbicida
cibutrina, dok su estrogeni hormoni E2 i EE2 jedini farmaceutici koji pokazuju vise
vrijednosti omjera. Spojeve koji su najmanje podlozni bioloskoj razgradnji Cine
farmaceutici i to azitromicin, eritromicin, diklofenak i oksiteraciklin koji svi imaju omjer
BPKs/KPK od 0,01.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je upoznati se s bioluminiscentnom metodom analize toksi¢nosti
i metodama analize biorazgradivosti kroz ispitivanja 15 prioritetnih onecis¢ivala, od kojih
je 8 farmaceutika (azitromicin, eritromicin, deksametazon, diklofenak, karbamezapin, 17f3-
estradiol, 17a-etinilestradiol, oksitetraciklin) i 7 pesticida (alaklor, atrazin, cibutrin, diuron,
klorfenvinfos, izoproturon, simazin). Za mjerenje toksi¢nosti navedenih prioritetnih
onecisc¢ivala koristile su se bakterije Vibrio fisheri koje prirodno luminisciraju te se mjerila
inhibicija luminiscenije uzrokovana dodavanjem otopina ispitivanih oneciS¢ivala.
Biorazgradivost rac¢unata je omjerom biokemijske i kemijske potrosnje kisika, koje su
odredene pomocu setova reagensa prema normama HRN EN 1899-1:2004 za BPKs, te
HRN ISO 15705:2003 za KPK.
Na temelju provedenih eksperimenata uoceno je:
farmaceutika, iako su najvecu toksi¢nost pokazali estrogeni hormoni 173-
estradiol i 17a-etinilestradiol.
2) najtoksi¢nijim pesticidom pokazao se atrazin iz klase triazina, dok je
najmanje toksican herbicid alaklor
3) niti jedan od istrazivanih spojeva nije se pokazao podloznim bioloskoj
razgradnji, iako su naéelno pesticidi pokazali nesto vece vrijednosti omjera

BPKs/KPK
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