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Slika 2. Hranjive podloge s vidljivim luminiscentnim 

kolonijama bakterije Vibrio Fischeri starim 24 sata

Slika 3. Instrument za mjerenje toksičnosti

KSENOBIOTIK EC20, mg/L EC50, mg/L TU LOEC, 

mg/L 

I, % 

azitromicin 47,361 58,580 1,85 75,000 79,51 

eritromicin 28,880 44,710 2,52 31,250 22,75 

klaritromicin 13,221 23,040 4,37 9,375 2,00 

klotianidin 21,451 30,052 3,38 25,000 32,64 

tiakloprid 28,184 51,286 1,95 12,890 24,08 

imidakloprid 18,868 31,623 3,16 18,750 19,38 

acetamiprid 4,230 25,640 4,30 0,781 6,78 

tiametoksam 24,378 34,489 2,90 12,890 13,10 

metiokarb 0,928 2,147 48,03 0,781 23,94 

oksadiazon 32,668 39,280 2,55 37,500 35,87 

trialat 31,442 41,454 4,83 0,781 0,03 

diklofenak 9,503 25,640 4,30 0,781 3,62 

2,6-di-tert-butil-4-

metilfenol 

14,969 21,761 4,60 12,500 7,22 

estradiol-17β 15,637 23,753 4,23 12,500 1,083 

estron 15,405 23,753 4,23 12,890 28,58 

etinilestradiol-17α 28,184 35,481 2,82 25,000 3,74 

2-etil-heksil-4-

metoksicinamat 

- - - - -  
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Tablica 2. Očitane vrijednosti EC20, EC50, LOEC s pripadajućom I, 

te izračunate TU za svaki pojedini ksenobiotik 

azitromicin
eritromicin

klotianidin

imidakloprid
acetamiprid

tiametoksam

oksadiazon
diklofenak

estradiol-17β

etinilestradiol-17α

estron

UVOD 

Voda je neophodna za život, u svakom svom obliku, te je zbog nemogućnosti života bez nje 

ključna zaštita i očuvanje tog „izvora života“. To je prepoznala i Europska unija izdavanjem 

Okvirne direktive o vodama (ODV) koja uspostavlja osnovne principe zaštite voda od 

onečišćenja. U ovom radu analizirani su ksenobiotici s Liste tvari za koje je potrebno praćenje 

diljem Unije u području vodne politike u skladu s Direktivom 2008/105/EZ Europskog 

parlamenta i Vijeća. (Slika 1.) Ksenobiotici su tvari koje se pojavljuju u okolišu, a koje nisu 

nastale u njemu i nisu sastavni dio određenog biološkog sustava.  Za određivanje toksičnosti 

navedenih ksenobiotika u ovom radu korištena je njemačka standardna metoda po DIN-u (DIN 

38 412- L34). To je praktična bioluminiscentna metoda koja spada među testove kratkog 

trajanja, jer traje samo 30 minuta. Kao test organizmi korištene su fluorescentne bakterije Vibrio 

fischeri. One su bioindikatori i emitiraju svjetlost ujednačenog intenziteta kao normalni sastavni 

dio svog metabolizma. Mjerenjem intenziteta emitirane svjetlosti moguće je utvrditi svako 

oštećenje bakterijskog metabolizma nastalog kao posljedica djelovanja toksične tvari. 

EKSPERIMENTALNI DIO 

U ovom radu bilo je potrebno izmjeriti početne luminiscencije bakterijske suspenzije i u nju 

pipetirati otopinu ksenobiotika i mjeriti luminiscenciju nakon vremena inkubacije od 30 minuta. 

Temeljne standardne otopine ksenobiotika masene koncentracije 200 mg/L pripremale su u 

metanolu, a radne otopine od 100 mg/L pripremale su se u redeioniziranoj vodi (MiliQ) u 

tikvicama od 10 mL. Prije samog mjerenja bilo je potrebno pripremiti hranjivu podlogu za rast 

bakterija, otopinu za resuspenziju, aktivirati bakterijsku kulturu i pričekati da izraste na 

hranjivoj podlozi 24 sata (Slika 2.), te pripremiti bakterijsku suspenziju. Za mjerenje toksičnosti 

korišten je instrument LUMIStox 300  zajedno s termostatskim blokom LUMIStherm za 

inkubaciju bakterija (Slika 3.). Uzorci su pripremljeni prema prikazu na Slici 4, a toksičnost je 

mjerena prema principu prikazanom na Slici 5.  

ZAKLJUČAK 

 Primijećeno je da do manjih odstupanja između mjerenja dolazi kada je test valjanosti 

bakterijske kulture nekoliko postotaka ispod ili iznad zadanih granica od 20 – 80 %. 

 MAKROLIDI – Najveću toksičnost pokazuje klaritromicin, a najmanju azitromicin, 

što je pozitivno jer je azitromicin jedna od najkorištenijih aktivnih tvari u proizvodnji 

lijekova u svijetu. 

 NEONIKOTINOIDI – Najveću toksičnost ima acetamiprid, najmanju toksičnost 

pokazao je tiakloprid, a slijede ga tiametoksam, imidakloprid i klotianidin.  

 NAJTOKSIČNIJI KSENOBIOTIK – metiokarb 

 Diklofenak, trialat i 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol su približno iste toksičnosti. 

 ESTROGENSKI HORMONI – Najmanju toksičnost pokazuje polusintetski derivat 

estradiola-17β, etinilestradiol-17α, što potvrđuje i razloge primarne sinteze tog 

hormona, smanjenje toksičnosti estrogenih supstancija koje su jedna od skupina 

farmaceutika koja se najviše ispušta u okoliš. 

 SREDSTVA ZA ZAŠTITU OD SUNCA – 2,6-etil-heksil-4-metoksicinamat jedini je 

ispitivani spoj koji nije pokazao toksičnost, što je pozitivno jer je on aktivni sastojak 

krema za sunčanje koje su jedan od najkorištenijih proizvoda za osobnu njegu.  

 Metabolički putevi mnogih ksenobiotika još nisu istraženi, nema ni regulacije 

maksimalno dopuštenih koncentracija navedenih ksenobiotika u okolišu, stoga je 

ključno nastaviti s ovakim i mnogim drugim mjerenjima, kako bi spriječili onečišćenje 

i štetan utjecaj za živi svijet. 

REZULTATI 

 
Nakon bilježenja luminiscencije kulture uz pomoć gotovih matematičkih izraza računao 

se postotak inhibirane kulture nakon određenog vremena što ujedno i predstavlja os 

ordinatu na grafu toksičnosti otopine određenog ksenobiotika dok je na apcisi logaritam 

koncentracije otopine ksenobiotika. Iz grafa se očitaju vrijednosti EC20 i EC50 koje 

uzrokuju 20 %, odnosno 50 % inhibicije bakterijske kulture, te LOEC (najniža 

koncentracija koja izaziva vidljivi štetni učinak) za svako mjerenje ksenobiotika kako 

bi lakše usporedili dobivene podatke o toksičnosti. Iz očitane EC50 vrijednosti izračuna 

se TU prema formuli : 𝑇𝑈 =  100 ×  ( 𝐸𝐶50  )−1 (Tablica 2.). Sva su mjerenja 

ponovljena dva puta, te su prikazani grafovi usporedbe toksičnosti dva mjerenja, a u 

Tablici 2 su prikazani dobiveni rezultati.   
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