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SAZETAK

Industrijske otpadne vode, kanalizacijske vode kao i ispirne vode s poljoprivrednih povrSina glavni su
izvori onec€isSéenja vode i tla. Izuzetno vaznim u ispitivanju, detekciji i kvantifikaciji toksi¢nih djelovanja u
okoliSu pokazala se primjena biljnih testnih organizama kao biomarkera. Vodena le¢a se Cesto koristi
zbog svoje osjetljivosti na razliCite toksi¢ne tvari te zbog jednostavnog i brzog uzgoja. U ovom sam radu
istraZivala ucinke toksi¢nih tvari prisutnih u uzorcima povrsinskin (Sava Jesenice, Sava Zupanja, Sutla
Prislin, Krapinica, Toplica, Glogovnica Mostari i jezero Kozjak uzimanih tijekom 3 mjeseca) i otpadnih
(Zagrebacki otpadni gradski sustav - uzorkovana svaka 4 sata tijekom jednog dana, JakuSevac i potok
Gorjak - uzorkovani jedanput) voda na lipidnu komponentu staniéne membrane modelne biljike Lemna
minor L. Kao pokazatelj fitotoksicnosti odnosno stupnja oStecenja lipidne komponente stanicne
membrane prac¢en je sadrzaj malondialdehida. Biljni materijal je uziman nakon tjedan dana pokusa.
Pokazatelj opsega peroksidacije lipida bio je znaCajno poveéan kod svih uzoraka otpadnih voda te kod
povrSinskih voda Sutla Prislin, Krapinica Krapina i jezera Kozjak. Rezultati dobiveni u ovom radu ukazuju
na prisutnost toksi¢nih tvari u uzorkovanim vodama i indiciraju potencijalan rizik ne samo za biljne vrste
nego i za sve Zzive organizme. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuCiti da je sadrzaj
malondialdehida pouzdan pokazatelj toksic¢nosti odnosno prac¢enja kvalitete povrSinskih i otpadnih voda.
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ABSTRACT

Industrial wastewater, secondary effluents of sewage treatment plants and run-off from agricultural fields
are the major sources of aquatic and terrestrial environment pollution by a variety of toxic compounds.
Usage of plant test species has proven essential in investigation, detection and quantification of toxicity in
the natural environment. Duckweed (Lemna minor L.) is often used as a plant model because it is a
widely spread monocot, multiplies rapidly and shows tremendous metal accumulating capacity. Effects of
toxic compounds present in chosen surface waters (Sava Zupanja, Sava Jesenice, Sutla Prislin,
Krapinica Krapina, Toplica downstream from Daruvar, Kutinica before confluence in llova, Glogovnica
Mostari, lake Kozjak (taken every month during 3 months) and waste waters (ZGOS taken every 4 hours
during 24 hours, JakuSevac and Gorjak taken once) on membrane lipids were investigated using
duckweed as a plant test system. Plant material was harvested after 7-day exposure. Indicator of lipid
peroxidation, malondialdehyde content, considerably increased in all wastewaters and in surface waters
Sutla Prislin, Kutinica and lake Kozjak. Use of primary producers for testing surface and waste waters in
combination with physical and chemical analysis, can be good indicator of the environment pollution.
Results obtained in this work indicate the presence of toxic compounds in surface and waste waters that
may impact aquatic ecosystem but also present potential risk to all living organisms. Results also show
that malondialdehyde content is a reliable indicator of toxicity and could be used in the biomonitoring of
surface and wastewaters.
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Za rast, razvoj i razmnoZzavanje biljke zahtijevaju optimalne okoliSne uvjete.
Ukoliko se javljaju znatna odstupanja od tih uvjeta nastupa stres. Stres kod biljaka
kao i kod drugih organizama mogu uzrokovati razliCiti biotiCki i abiotiCki Cimbenici
(virusi, bakterije, paraziti, promjena temperature, nedostatak ili suviSak vode u tlu,
manjak mineralnih tvari i sl.).

Billke su Cesto kako u prirodnim uvjetima tako i kod uzgoja na obradivim
povrSinama izlozene ekstremnim vrijednostima okoliSnih Cimbenika. Svaki takav
okolisni ¢imbenik oznaCava se kao stresni i utjeCe na biljku u smislu smanjenja
produktivnosti i sporijeg rasta. Djelovanje stresnih Cimbenika oStecCuje vitalne
molekule u stanici posredno ili neposredno. Kod posrednog osStecivanja stvaraju se
toksicne molekule koje sekundarno razaraju osjetljive stanicne molekule i utjeCu na
procese vezane uz membrane kao Sto su provodenje signala i stvaranje energije.

Mnoge biljke imaju mogucnost prilagodbe na stres. Prethodnim izlaganjem
stresnim uvjetima biljka moze povecati otpornost na stres tj. moze se aklimatizirati na
nepovoljne uvjete okoliSa. Takva aklimatizacija razlikuje se od adaptacije koja
podrazumijeva genetski uvjetovanu otpornost koja je rezultat selekcije tijekom mnogo
generacija (Pevalek-Kozlina, 2003).

Suvremeno CovjeCanstvo izlozeno je neprekidnim i trajnim opasnostima od
oneciscenja okolisa. U tehnoloskoj proizvodnji, poljoprivredi, prometu i drugim
izvorima onecis¢enja trenutno ne postoje postupci koji za sobom ne ostavljaju
sporedne, Cesto otrovne produkte koji su trajan i opasan izvor trovanja biljaka,
Zivotinja i ljudi.

ToksiCni spojevi mogu izazvati oSteCenje stanica te tako dovesti do niza
sloZzenih dogadaja. Lipidna peroksidacija je oblik primarnog toksi¢nog ucinka nekog
spoja koji se u stanicama ispoljava nastankom konacnih, sekundarnih produkata
lanCane reakcije zapocCete djelovanjem slobodnih radikala na masne kiseline prisutne
u stanicama. Kao konacni produkt razgradnje lipidnih peroksida polinezasi¢enih
masnih kiselina javlja se malondialdehid (MDA) pa je mjerenjem koncentracije
malondialdehida moguce utvrditi stupanj oksidacijskog oStecenja u stanici.

U ovom se istrazivanju kvalitete voda po prvi puta u Republici Hrvatskoj koristi
lipidna peroksidacija (prikazana preko sadrzaja MDA) kao pokazatelj toksicnosti niza

oneciscivaca prisutnih u kopnenim vodama.
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1.1. OTROVNI KISIKOVI SPOJEVI | RADIKALI

Kisik se u osnovnhom stanju moze smatrati radikalom zbog svoje elektronske
konfiguracije - dva nesparena elektrona s paralelnim spinovima - no to je najstabilniji
oblik kisika. Naime, kisik zbog paralelnog spina moze primati samo jedan po jedan
elektron (monovalentna redukcija) te je i reakcija s neradikalima npr. organskim
molekulama vrlo spora jer su elektroni takvih molekula spareni i antiparalelnog spina.
Zato je molekularni kisik relativho nereaktivan (Elstner, 1982). Kisik se moze aktivirati
bilo apsorpcijom energije dovoljne da "obrne" spin jednom od nesparenih elektrona ili
monovalentnom redukcijom (prijenos jednog elektrona). Prvim nacCinom aktivacije
nastaje singletni kisik koji mozZe sudjelovati u reakcijama divalentne redukcije
(istovremeni prijenos dva elektrona). Stoga taj oblik pokazuje puno vecu reaktivnost
prema organskim molekulama od kisika.

Monovalentnom redukcijom kisika u postepenim koracima nastaju superoksidni
radikal (Oy"), vodikov peroksid (H2O), hidroksilni radikal ((OH) i voda. Kod niske pH
vrijednosti protoniranjem O;" stvara se perhidroperoksidni radikal (‘(HO,), koji zajedno
s O," opet moZe dati H,O,. H,O; je neradikalni Stetni produkt kisika, a moze ponovno
krenuti u reakciju dajuéi najja¢i poznati oksidans - hidroksilni radikal ("OH) u tzv.
Fentonovoj reakciji gdje se Fe**-kompleks oksidira u Fe**-kompleks. Fentonova
reakcija je ciklicka jer se Fe**-kompleks reducira s O,", §to rezultira obnovljenim
nastankom Fe?*-kompleksa &to omoguéava jo$ jedno reagiranje s H,O.. Prvi korak u
redukciji kisika je endoterman tj. zahtijeva energiju, a daljnje redukcije su spontane i
zahtijevaju samo donore elektrona ili protona, ¢ime se ostvaruje nastanak Stetnih
radikala i spojeva kisika (Blokhina i sur., 2003). Oksidacija organskih supstrata moze
se odvijati na dva nacina - ‘'OH se moze vezati na organsku molekulu ili moze oduzeti
vodikov atom organskoj molekuli pri Cemu nastaju voda i organski radikal.
ReagirajucCi s kisikom, takav radikal stvara peroksi radikal koji onda dovodi do
lanCane reakcije oksidiraju¢i druge organske molekule (Arora i sur., 2002).

Dakle, slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule koji sadrzavaju jedan ili viSe
nesparenih elektrona te su stoga vrlo nestabilni i jako reaktivni. To su kratko Zivudi
oblici kisika koji se zbog svoje visoke reaktivnosti vrlo lako vezu za sve strukture u
svojoj neposrednoj okolini, kao Sto su masti i proteini stanicne membrane te DNA.

Rezultat toga su na oko nevidljive promjene poput oStecenja stani¢ne
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membrane ili mutacije DNA, a posljedica je razvitak velikog broja razliCitih bolesti
(valko, 2004).

Slobodni radikali koji se nalaze u organizmu mogu biti egzogenog i endogenog
porijekla. Postoji veliki broj egzogenih tj. vanjskih izvora slobodnih radikala, kao Sto
su onecisceni zrak, UV-zraCenje, primjena umjetnih gnojiva, insekticida, pesticida,
konzervansa, djelovanje ionizirajuéeg zracenja, pusenje, neki lijekovi itd. Stvaranje
slobodnih radikala moZe biti povec¢ano i u stanjima stresa te povecanog psihickog i
fizickog napora. Endogeni slobodni radikali nastaju u organizmu tijekom normalnih
stani¢nih funkcija, dakle metabolizmom hrane i procesom stanicnog disanja. Za
stvaranje ATP-a aerobni organizmi koriste kisik kao posljednju molekulu za
prihvacanje elektrona u procesu oksidacije tj. u prijenosu elektrona s jednog atoma
na drugi (Blokhina i sur., 2003). Medutim, u tom procesu mogu nastati i nespareni
elektroni koji onda stvaraju slobodne radikale. Lipidna peroksidacija se javlja kao
posljedica djelovanja otrovnih kisikovih atoma i slobodnih radikala u stanici.

Zbog velike koncentracije kisika kloroplasti se smatraju glavnim izvorom
reaktivnih oblika kisika u biljnim stanicama (Pevalek-Kozlina, 2003; Foyer i Noctor,
2000). Otrovni kisikovi spojevi i radikali (engl. "reactive oxygen species” — ROS)
nastaju u gotovo svim dijelovima biljne stanice i u malim koliCinama su stalni produkti
normalnog stanicnog metabolizma jer su uklju€eni u sva podrucja aerobnih procesa
poput disanja i fotosintetskog prijnosa elektrona na komponentama fotosistema 1 i
(Foyer i Noctor, 2000), oksidacije razliCitih supstrata i dr.

ToksiCnost otrovnih kisikovih spojeva i radikala proizlazi iz njihove sposobnosti
da potaknu kaskadne reakcije radikala koje vode oSte€ivanju proteina, DNA,
membranskih lipida i konacno smrti stanice.

Djelovanjem brojnih stresnih ¢imbenika ukljucujuci i teSke metale povecava se
stvaranje kisikovih radikala i molekula osteCenih radikalima, a takoder se potiCe
ekspresija gena za antioksidacijske mehanizme Sto podize razinu antioksidansa koji
uklanjaju radikale. Njihovo se stvaranje tijekom starenja zbog ucinka teskih metala
povecava jer se naruSava ravnoteza izmedu njihove proizvodnje i eliminacije (Fodor,
2002). Reaktivni oblici kisika mogu oStetiti proteine, lipide, polisaharide i nukleinske
kiseline uzrokujuéi propadanje membrana, inaktivaciju enzima i oSteenja DNA
(Thompson i sur., 1987).

Proizvodnja kisikovih radikala i to alkoksi radikala, peroksi radikala i singletnog

kisika raste zbog lipidne peroksidacije koja je poveCana u uznapredovaloj

4
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senescenciji (Thompson i sur., 1987). Vece koli€ine singletnog kisika uzrokuju pojavu
drugih oblika kisikovih radikala. 1zolirani peroksisomi iz listova prirodno senescentnog
graSka pokazuju poviSenu razinu lipidne peroksidacije, no takoder i povecanu razinu
superoksida i vodikovog peroksida (Pastori i del Rio, 1997).

No, ROS imaju dvostruku ulogu tj. ne djeluju samo destruktivno nego imaju i
ulogu signalnin molekula. Vodikov peroksid je stabilan intermedijer metabolizma
ROS-a koji moze difundirati kroz bioloSke membrane, oti¢i s mjesta njegova nastanka
i djelovati u mnogim signalnim putovima uklju¢enim u kontrolu i regulaciju bioloskih
procesa kao Sto su programirana stanicha smrt, djelovanje biljnih regulatora rasta
(fitohormona), odgovor na stres, te rast i razvoj biljaka (Dat i sur., 2000). Do tih
spoznaja dosSlo se prouCavanjem uloge ROS-a u obrani biljke protiv patogena.
Tijekom infekcije, ROS produciraju NADPH-oksidaze i peroksidaze staniCne stjenke.
Nastali H,O, difundira u stanicu i inducira obrambene mehanizme, ukljuCujuci i
programiranu stani¢nu smrt (Vranova i sur., 2002). Pored H,0O,, posljednjih godina
otkrivena je signalna uloga brojnih reaktivnih kisikovih jedinki. Male koncentracije
superoksidnih radikala uzrokuju ekspresiju nekih gena Cime se sprjeCava pojava
peroksidacije lipida.

Ova nova saznanja pokazuju da ROS nisu samo toksi¢ni nusprodukti

metabolizma, vec su i klju¢ni regulatori metabolizma i obrane biljaka.
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1.2. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Promjene svojstava staniche membrane posljedica su nespecificnih reakcija na
stres koje se javljaju u razliCitim tipovima stresa. Lipidna peroksidacija je pokazatel]
oksidacijskog stresa u biljnom organizmu do kojeg dolazi ukoliko je stvaranje
toksicnih oblika kisika premasilo mogucnosti mehanizama za uklanjanje tih otrova
(Alscher i sur., 2002).

Stresni uvjeti uzrokuju promjene u stanicnoj membrani a time utjeCu i na
procese vezane uz provodenje signala i stvaranje energije (Uma i sur., 1995). Lipidna
peroksidacija ukazuje na indukciju oksidacijskog stresa u biljnom organizmu do kojeg
dolazi ukoliko je produkcija otrovnih spojeva kisika premasila mogucnosti
mehanizama za uklanjanje tih otrova (Jinmin i Huang, 2002). To je sekundarna
reakcija na stres a izazivaju je primarni proizvodi stresa, radikali kisika i otrovni
spojevi kisika.

Glavne sastavnice stanicne membrane su polinezasicene masne kiseline koje
su posebno osjetljive na peroksidaciju. Nihova sinteza de novo zahtijevala bi mnogo
energije pa je oCuvanje membranskih lipida pomocu antioksidacijskog sustava
najbolji nacin oCuvanja funkcionalnih membrana (Blokhina i sur., 2003).

Lipidna peroksidacija ukljucuje tri razliCita koraka: inicijacija, propagacija i
terminacija (Shewfelt i Purvis, 1995). Taj proces se ubraja u najbolje istrazene
posljedice otrovnih kisikovih spojeva i radikala na strukturu i funkciju membranske
komponente biljne stanice (Blokhina i sur., 2000).

Hidroksilni radikal i singletni kisik nastali u stresnim uvjetima reagiraju s
metilenskom skupinom polinezasicene masne kiseline uz izdvajanje vodika s metilne
skupine te nastaje peroksilni radikal. Taj je radikal vrlo reaktivan i reagira s drugom
polinezasicenom masnom kiselinom. Tada nastaju lipidni hidroksiperoksid i lipidni
radikal koji nastavlja lanCanu reakciju. Lanac reakcija zavrSava kada reagiraju dva
radikala stvarajuci produkte koji nisu radikali. Slobodni radikali kisika mogu formirati i
konjugirane diene masnih kiselina kidajuci dvostruke veze u njima.

Enzim lipoksigenaza koji katalizira hidroperoksidaciju polinezasi¢enih masnih
kiselina u kaskadnom prijenosu signala moze biti izvor radikala lipida te tako zapoceti

lanac peroksidacije (Brash, 1999).
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Slika 1. Peroksidacijska razgradnja polinezasi¢enih masnih kiselina zapocCeta jednim
slobodnim radikalom (Timbrell, 2000).

Direktna posljedica ovih dogadaja biti ¢e povecana propusnost stanicne
membrane, gubitak hidrolitickih enzima koji se nalaze u lizosomima i koji ¢e izazvati
razgradnju stani¢nog sadrzaja. Enzimi koji u aktivnom mjestu sadrze aminokiselinu
koja sadrzi sumpor, procesom lipidne peroksidacije mogu biti inhibirani, a toksicni
uCinak ¢e biti pojaCan djelovanjem razgradnih produkata nastalih lipidnom

peroksidacijom koji i sami imaju bioloski ucinak (sl. 1; Timbrell, 2000).
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Lipidna peroksidacija mozZe se zaustaviti neenzimskim i enzimskim sustavima.
Tokoferol (vitamin E) vazan je antioksidans koji zaustavlja lipidnu peroksidaciju
popravljajuci radikale masnih kiselina tako da donira vodikov kation radikalu lipida, a
kako time postaje i sam radikal za oporavak mu treba askorbinska kiselina (vitamin
C) ili glutation. Tokoferol funkcionira u lipidnoj fazi membrane, a askorbat u hidrofilnoj
fazi i njihovo je djelovanje sinergetsko (Blokhina i sur., 2003).



CILJ ISTRAZIVANJA

U ovom sam radu istrazivala uCinke toksicnih tvari prisutnih u uzorcima
povrSinskih (Sava Jesenice, Sava Zupanja, Sutla Pridlin, Krapinica, Toplica,
Glogovnica Mostari i jezero Kozjak uzimanih tijekom 3 mjeseca) i otpadnih
(Zagrebacki otpadni gradski sustav - uzorkovana svaka 4 sata tijekom jednog dana,
JakuSevac i potok Gorjak - uzorkovani jedanput) voda na lipidnu komponentu

stanicne membrane modelne biljke Lemna minor L.

Cilj istrazivanja provedenih u ovom diplomskom radu je:

» utvrditi pouzdanost sadrzaja malondialdehida kao pokazatelja toksiCnosti

otpadnih i povrsinskih voda

> na temelju dobivenih rezultata procijeniti u kolikoj mjeri dobiveni rezultati
istraZzivanja upotpunjuju konacnu sliku o stvarnom stanju kakvoée odabranih

voda
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MATERIJALI | METODE

3.1. BILINI MATERIJAL

Vodena le¢éa (Lemna minor L.) Siroko je rasprostranjena jednosupnica vrlo
jednostavne grade koja se sastoji od Clanaka koji slice listu i slobodno plivaju, te se
pupanjem intenzivno razmnoZzavaju (sl. 2). Vedi, prednji dio svakog ¢lanka odgovara
listu, a straznji reduciranoj osi izdanka i iz njega se razvija jedan korijen. Kozmopolitskog
je rasprostranjenja te pokriva povrSine mirnih voda (jezera i rijeke). Mnoge prednosti kao
brzi rast, genetski homogene populacije, lako¢a uzgoja i osjetljivost na mnoge toksi¢ne
tvari Cine je idealnim testnim organizmom (Lewis, 1995).

Slika 2. Lemna minor L.
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MATERIJALI | METODE

3. 2. METODE
3.2.1. KULTURA VODENE LECE (Lemna minor L.) U UVJETIMA IN
VITRO

Vodena le¢a je sakupliena u Botanickom vrtu Prirodoslovno—matematickog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Prilikom uvodenja vodene leCe u kulturu in vitro 1995.
godine biljke su sterilizirane etanolom i Zivinim kloridom postupkom po Krajn€icu i
Devidéu (1980) i dalje uzgajane u akseni¢nim uvjetima. Za dugotrajnu kultivaciju vodene
leCe koriStena je modificirana hranjiva podloga PS (Pirson i Seidel, 1950), a za
eksperimentalnu analizu hranjiva podlogu po Steinbergu (1946). Sastav hranjivih
podloga prikazuje tablica 1. Epruvete s hranjivim podlogama su zacCepljene vatom i
aluminijskom folijom te sterilizirane autoklaviranjem pri temperaturi od 120 °C i tlaku od
0,15 MPa u trajanju od 20 minuta. pH vrijednost hranjivih podloga podeSena je na 4,55
otopinom kalijevog hidroksida koncentracije 0,1 mol/L.

Prije nasadivanja biljaka, uzorcima povrSinskih — Sava Jesenice (SJ), Sava
Zupanja (SZ), Sutla Prislin (SP), Krapinica Krapina (KR), Toplica nizvodno od Daruvara
(T), Kutinica prije utoka u llovu (KU), Glogovnica Mostari (GM), jezero Kozjak (JK) i
otpadnih — Zagrebacki otpadni gradski sustav (ZGOS), JakuSevac (JAK) i potok Gorjak
testnih voda dodani su makro- i mikroelementi po Steinbergu (1946) nakon Cega su
sterilizirani hladnom filtracijom koriStenjem celuloza-nitratnih membrana "Whatman"
(veliCine pora 0,45 um, promjera 47 mm). Uzorci povrSinskih voda su sakupljani jednom
mjesecno tijekom tri mjeseca. Uzorci otpadnih voda uzeti iz potoka Gorjak i JakuSevac
su sakupljeni jednokratno dok je kompozitni uzorak ZGOS-a uzorkovan svaka Cetiri sata
tijekom jednog dana. Nakon 2 tjedna rasta na sterilnoj podlozi po Steinbergu desetak
zdravih kolonija s 2-3 listica je nasadeno u Erlenmeyerove tikvice od 300 mL koje su
sadrzavale po 130 mL uzoraka testnih voda.

Biljke su uzgajane u uvjetima dugog dana (16 sati osvjetljenja i 8 sati tame), na
temperaturi 24+1 °C uz rasvjetu bijelih fluorescentnih svjetiljki (90 pEm™s™) u klima-

komori. Uzorci biljnog tkiva za pokus uzimani su nakon 7 dana rasta.
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Tablica 1. Sastav hranjivih podloga po Pirson i Seidelu (1950) i Steinbergu (1946).

Pirson i Seidel Steinberg
MAKROELEMENTI mg/L mmol/L MAKROELEMENTI mg/L mmol/L
KNO; 400 3,95 KNO; 350 3,46
KH,PO, 200 1,47 KH,PO, 90 0,66
KoHPO, 12,6 0,072
MgSO, x 7H,0O 300 1,21 MgSO, x 7H,0O 100 0,41
CaCl, x 2H,0 804 5,46 Ca(NOs), x 4H,0 295 1,25
MIKROELEMENTI ug/L umol/L  MIKROELEMENTI ug/L umol/L
MnCl, x 4H,0 300 15 MnCl, x 4H,0 180 0,91
H3BO;3 500 8,1 H3;BO; 120 1,94
Na, — EDTA x 2H,0 1860 4,99 Na, — EDTA x 2H20 1500 4,03
Zeljezni citrat 5000 20 FeCl; x 6H,0 760 2,81
Na,MoO, x 2H,0 44 0,18
ZnS0O, x 7H,O 180 0,63
ORGANSKI DODACI g/L mmol/L
saharoza 10 29,2
asparagin 0,1 0,66
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3.2.2. ODREBIVANJE SADRZAJA MALONDIALDEHIDA

Kako bih odredila sadrzaj malondialdehida (MDA), krajnjeg produkta lipidne
peroksidacije, pomijeSala sam 400 pL uzorka s 1500 pL reakcijske smjese (0,25%
tiobarbiturna kiselina otopljena u 10%-tnoj trikloroctenoj kiselini). Kao slijepu probu
koristila sam 1,5 mL reakcijske smjese. Uzorke i slijepu probu prelila sam u staklene
semimikroepruvete te ih zagrijavala u suSioniku 30 min na 95 °C. Nakon toga sam ih
naglo ohladila na ledu te centrifugirala 10 min na 10 000 g. Nakon toga slijedilo je
oCitavanje apsorbancije na 532 te na 600 nm zbog korekcije na nespecificno zamucenje
(Heath i Packer, 1968). Tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH vrijednosti
dolazi do raspadanja lipidnih peroksida nastalih kao posljedica stresa pri ¢emu nastaje
malondialdehid. Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA, a time se stvara
crvenkasti kromogen kojemu se mjeri apsorbancija. Koncentracija lipidnih peroksida
izrazena je kao MDA u jedinicama nmol/g . ; uz ekstinkcijski koeficijent €53, = 155 mM"

lem™. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija.

AXxVis XF.R.
[MDA] B Vuzor. X € X | [HM/mI]
_ [MDA]x1000
MDA/g = (@) imi [ nmol/ g sv]

V:s= volumen reakcijske smjese = 1,9 mL
F.R. = faktor razrijedenja=1

Vuzor. = VOlumen uzorka = 0,4 mL

e = ekstincijski koeficijent = 155 mM™*cm™
| = duljina optiCkog puta =1 cm
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3.2.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svaki brojCani podatak prikazan grafikonom ili tablicom aritmetiCka je sredina
odredenog broja replika. Usporedba kontrole i tretmana (pojedinacno i medusobno)
provedena je testom "Duncan’'s New Multiple Range Test" za svaki pojedini dan
(Duncan, 1955). StatistiCki znaCajnim smatrala sam rezultate koji su se razlikovali na

razini p < 0,05. Koristila sam raCunalni program STATISTICA 7.0 (Stat Soft Inc., SAD).

16



REZULTATI

4.1. UCINAK TOKSICNIH TVARI 1Z EOVRSINSKIH VODA NA
LIPIDNU KOMPONENTU STANICNE MEMBRANE VODENE

LECE

Opseg lipidne peroksidacije tj. stupanj oStecenja lipidne komponente stanicne
membrane procijenjen je pomocu sadrzaja malondialdehida (MDA).

Sadrzaj MDA u biljkama koje su rasle na gotovo svim uzorcima povrSinskih
voda sakupljenih nakon mjesec dana (Sava Jesenice, Sava Zupanja, Kutinica,
Toplica i Glogovnica Mostari) nije se bitno razlikovao od sadrzaja MDA u kontrolnim
biljkama. Sadrzaj MDA u biljkama izloZzenim uzorcima voda Sutla PriSlin, Krapinica i

jezero Kozjak bio je statistiCki znacajno povecan u usporedbi s kontrolom (slika 3).
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Slika 3. Sadrzaj malondialdehida u vodenoj leCi uzgajanoj sedam dana u
povrsinskim vodama (Sava Jesenice - SJ, Sava Zupanja - SZ, Sutla
Prislin - SP, Krapinica - KR, Kutinica - KU, Toplica - T, Glogovnica
Mostari - GM, Jezero Kozjak - JK) sakuplijenim jednom mjeseCho u
razdoblju od 3 mjeseca. Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se statistiCki znaCajno

razlikuju (p < 0,05).
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REZULTATI

Sadrzaj MDA u biljkama koje su rasle na uzorcima povrSinskih voda Sava
Jesenice, Kutinica i Glogovnica Mostari sakupljeni nakon drugog mjeseca pokusa bio
je slican sadrzaju MDA u konrolnim billkama (slika 4). Sadrzaj MDA u biljkama
izlozenim uzorcima voda Krapinica, Toplica i jezero Kozjak bio je statistiCki znacajno
povecan u usporedbi s kontrolom. Najveéi porast sadrzaja MDA (43% u usporedbi s
kontrolom) zabiljeZzen je u biljkama raslim na uzorku vode Sutla Prislin dok je u

biljkama koje su rasle na uzorku vode Sava Zupanja zapazen lagani porast tog

pokazatelja.
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Slika 4. Sadrzaj malondialdehida u vodenoj leCi uzgajanoj sedam dana u
povrsinskim vodama (Sava Jesenice - SJ, Sava Zupanja - SZ, Sutla
Prislin - SP, Krapinica - KR, Kutinica - KU, Toplica - T, Glogovnica
Mostari - GM, Jezero Kozjak - JK) sakuplijenim jednom mjeseCho u
razdoblju od 3 mjeseca. Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se statistiCcki znacajno

razlikuju (p < 0,05).
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Sadrzaj MDA u biljkama koje su rasle na uzorcima povrSinskih voda Sava
Jesenice, Sava Zupanja, Kutinica i Glogovnica Mostari sakupljeni nakon treceg
mjeseca pokusa bio je slican kao u kontroli dok su uzorci povrSinskih voda Sutla
Prislin, Krapinica i jezero Kozjak uzrokovali znatno povecanje tog parametra u
odnosu na kontrolu (slika 5). U biljkama uzgojenim na uzorku vode Toplica zapazen

je lagani porast sadrzaja MDA.
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Slika 5. Sadrzaj malondialdehida u vodenoj leCi uzgajanoj sedam dana u
povrsinskim vodama (Sava Jesenice - SJ, Sava Zupanja - SZ, Sutla
Prislin - SP, Krapinica - KR, Kutinica - KU, Toplica - T, Glogovnica
Mostari - GM, Jezero Kozjak - JK) sakuplienim jednom mjeseCno u
razdoblju od 3 mjeseca. Na stupcima je oznaCena standardna devijacija.
Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se statistiCki znacajno
razlikuju (p < 0,05).
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4.2. UCINAK TOKSICNIH TVARI 1Z OTPADNIH VODA NA

LIPIDNU KOMPONENTU STANICNE MEMBRANE VODENE
LECE

Uzorak otpadne vode ZGOS (Zagrebacki otpadni gradski sustav) 3 (uzete
nakon 12h) je znacCajno povecao sadrzaj MDA tj. uzrokovao znatno oStecenje
staniche membrane u vodenoj le¢i nakon tjedan dana pokusa (slika 6). Ostali uzorci

ZGOS nisu se po sadrzaju MDA bitno razlikovali od kontrole.
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Slika 6. Sadrzaj malondialdehida u vodenoj le¢i uzgajanoj sedam dana u otpadnim
vodama ZGOS (kompozitni uzorak sakupljan svaka 4 h tijekom 24h). Na
stupcima je oznaCena standardna devijacija. Stupci oznaceni razliCitim
slovima medusobno se statisticki znaCajno razlikuju (p < 0,05).
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Uzorak otpadne vode JakuSevac je znaCajno povecao sadrzaj MDA {j.

uzrokovao znatno oStecenje lipidne komponente stanicne membrane u vodenoj ledi

nakon tjedan dana pokusa (slika 7).

Slika 7.
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Sadrzaj malondialdehida u vodenoj le¢i uzgajanoj sedam dana u otpadnoj
vodi JakuSevac. Na stupcima je oznaCena standardna devijacija. Stupci
oznaceni razliCitim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p <

0,05).

22



REZULTATI

Serijska razrjedenja uzorka potoka Gorjak su uzrokovala znacajno povecanje
sadrzaja MDA, jednog od krajnjih produkata lipidne peroksidacije (slika 8). Dva manja
razjedenja (25 i 50%) otpadne vode Gorjak povecala su sadrzaj MDA 39% u odnosu
na kontrolu. Razrjedenje otpadne vode Gorjak od 75% je povecalo sadrzaj MDA 52%

u odnosu na kontrolu dok je najvecCi sadrzaj MDA (68%) zabiljezen u nerazrijedenom

uzorku te vode.
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Slika 8. SadrZaj malondialdehida u vodenoj leéi uzgajanoj sedam dana u otpadnoj
vodi uzetoj iz potoka Gorjak (Savski Marof). Na stupcima je oznacCena
standardna devijacija. Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se
statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).
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U ovom je radu po prvi put lipidna peroksidacija primijenjena kao pokazatel;
komponentu stanicne membrane vodene lece.

U ovom su istrazivanju procijenjeni toksi¢ni u€inci osam povrSinskih (Sava
Jesenice, Sava Zupanja, Sutla Prislin, Krapinica Krapina, Kutinica prije us¢a u llovu,
Toplica nizvodno od Daruvara, Glogovnica Mostari, jezero Kozjak uzorkovanih
jednom mjesecno u tri mjeseca) i tri otpadne (Zagrebacki gradski otpadni sustav —
kompozitni uzorak sakupljan svaka 4h unutar jednog dana, JakuSevac i potok Gorjak
— uzorkovani jednom) vode potencijalno oneciS¢ene otpadom industrijskog,
poljoprivrednog i komunalnog porijekla.

Djelovanjem brojnih stresnih ¢imbenika uklju€ujuéi i teSke metale povecava se
stvaranje kisikovih radikala i molekula koje su oSteCene radikalima a takoder se
potiCe ekspresija gena za antioksidacijske mehanizme Sto podize razinu
antioksidansa koji uklanjaju radikale. Njihovo se stvaranje tijekom starenja zbog
uCinka teSkih metala poveava jer se naruSava ravnoteza izmedu njihove
proizvodnje i eliminacije (Fodor, 2002).

Lipidna peroksidacija ukazuje na indukciju oksidacijskog stresa u biljnom
organizmu do kojeg dolazi ukoliko stvaranje otrovnih spojeva kisika premasi
mogucénosti mehanizama za uklanjanje tih otrova (Jinmin i Huang, 2002). Uzorci
povrSinskih voda Sutla Prislin (SP), Krapinica Krapina (KR) i jezero Kozjak (JK)
sakuplieni u razdoblju od 3 mjeseca izazvali su znaCajno povecanje sadrZaja
malondialdehida. StipaniCev (2009) je utvrdila da uzorci vode SP i KR sadrze
povecane koli¢ine amonija, ali i teSkih metala poput olova i Zive. Povecana lipidna
peroksidacija mogla bi biti posljedica pojaCane aktivhosti Mehlerove reakcije s
amonijem, no i s navedenim teSkim metalima (Britto i Kronzucker, 2002).

Gotovo svi uzorci otpadnih voda izazvali su znaCajno oStecenje lipidne
komponente stanicne membrane. Uzorak otpadne vode uzete nakon 12h iz
Zagrebackog gradskog otpadnog sustava (ZGOS 3) i JakuSevac (JAK) su znacajno
povecali sadrzaj MDA tj. uzrokovali su znatno oStecCenje stanicne membrane u
vodenoj leéi nakon tjedan dana pokusa. U uzorku vode JAK utvrdena je povecana
koli¢ina olova i Zive, a u uzorku ZGOS 3 osim ta dva teSka metala, bile su povecane
koliCine bakra i kroma (StipaniCev, 2009). Sva razrjedenja uzoraka potoka Gorjak su
uzrokovala znacCajno povecanje sadrzaja MDA, jednog od krajnjih produkata lipidne

peroksidacije. Ovakav rezultat vjerojatno je posljedica veCe aktivnosti raznih
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industrijskih postrojenja ili ustanova Ciji rad rezultira ispustanjem razliCitih organskih
tvari i teSkih metala (pesticidi, herbicidi, otapala iz otpadnih voda tvornickih
postrojenja itd.). Peroksidacija lipida u tim uzorcima mogla bi biti posljedica
povecanih koliCina Zeljeza (StipaniCev, 2009). Poznato je da se koliCina reaktivnih
oblika kisika posebice povecava u prisutnosti metalnih kofaktora koji su sposobni za
redoks ciklus, kao $to je Fe (Fe®'/Fe*"). Bakar, aluminij, kadmij, cink i Zeljezo
uzrokuju oStecenja vezana uz oksidacijski stres (Dat i sur., 2000). SuviSak Zeljeza
uzrokuje oksidacijsko ostecenje zbog njegovog potencijala reagiranja sa Oz i H,0O;
Sto rezultira nastajanjem OHe koji se smatra najtoksi¢nijim od svih reaktivnih oblika
kisika (Dat i sur., 2000).

Stresni uvjeti uzrokuju promjene u stanicnoj membrani a time utjeCu i na
procese vezane uz provodenje signala i stvaranje energije (Uma i sur., 1995). Cesta
metaboliCka promjena u stresnim uvjetima, do koje dolazi prije vidljivih simptoma, je
povecanje aktivnosti antioksidacijskin enzima. Povecan sadrZaj antioksidacijskih
enzima utvrden je u odgovoru biljaka na razliCite stresne Cimbenike kao Sto su teski
metali, ranjavanje, poviSena temperatura, smrzavanje i susa (Gosset i sur. 1994,
Edreva i sur., 1998).

OneciS€enja mogu dovesti do naglih promjena Zivotnih uvjeta i tako ugroziti
opstanak nekih organizama izazivajuci pri tome neposredno ili posredno nepovoljne i
nepoZeljne promjene. Najbolja se procjena ucinka povrsSinskih i otpadnih voda na
organizme postize uporabom bioloSkih testova kojima je cilj odrediti promjene koje
nastupaju na stani¢noj razini testnih organizama prateci pri tome njihov rast, razvoj,
te razliCite enzimske procese Kkoji nastupaju zbog opterecenja voda izazvanih
antropogenim i prirodnim procesima. Ovim se radom po prvi puta u Republici
Hrvatskoj provelo istrazivanje s glavnim ciljem pracenja kvalitete i sigurnosti voda
putem procesa lipidne peroksidacija kao pokazatelja toksi¢nog ucinka onecis¢enja
kopnenih voda na modelu biljke vodene lece (Lemna minor L.).

Dobiveni rezultati ukazuju na vaznost uvodenja ekotoksikoloskih studija u
programe pracenja kakvoCe voda jer se testiranjem toksiCnosti i kemijskim
istraZzivanjem voda omogucava bolji uvid odnosno preciznija procjena utjecaja ucinka
voda na prehrambene lance u kojima istrazivane vrste organizama Cine jedan od

sastavnih dijelova.
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ZAKLJUCAK

Sadrzaj malondialdehida, pokazatelja opsega lipidne peroksidacije, bio je
znacCajno povecan u vodenoj leCi koja je rasla na povrSinskim vodama Sutla Prislin,
Krapinica Krapina i jezero Kozjak tijekom tri mjeseca dok su gotovo svi uzorci
otpadnih voda izazvali zna€ajno oStecenje lipidne komponente stanicne membrane

Sto ukazuje na indukciju oksidacijskog stresa u biljnom organizmu.

Rezultati dobiveni u ovom radu dokazuju prisutnost fitotoksi¢nih tvari u
uzorkovanim vodama i ukazuju na potencijalan rizik ne samo za biljne vrste nego i za
sve zive organizme.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je sadrzaj malondialdehida
pouzdan pokazatelj toksi¢nosti odnosno pracenja kvalitete povrSinskih i otpadnih
voda.
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