
ODREĐIVANJE TOKSIČNOSTI 

KSENOBIOTIKA U VODI  

  

TEA BOROJEVIĆ 

 

 



Cilj rada 
 Voda = izvor života 

 ODV – 45 prioritetnih tvari ili grupe tvari – 

„nove onečišćujuće tvari“ 

 Tvari za koje je potrebno praćenje 

diljem Unije u području vodne politike u 

skladu s Direktivom 2008/105/EZ 

Europskog parlamenta i Vijeća 

 



Ksenobiotici 

 tvari koje se pojavljuju u okolišu, a koje nisu nastale u njemu i nisu sastavni dio 

određenog biološkog sustava 

 Farmaceutici - svi terapijski lijekovi namijenjeni ljudima, životinjama, dodaci prehrani 

te proizvodi za osobnu njegu  

 API – aktivna komponenta 

 



Ksenobiotici u vodama 
 Farmaceutska industrija, bolnice, farme, 

kućanstva 

 Mikrozagađivala 

 Bioakumulacija 

 Produkti razgradnje ????? 



Ispitivani spojevi 
 MAKROLIDNI ANTIBIOTICI – azitromicin, eritromicin, klaritromicin 

 

 

 

 

 INSEKTICIDI – neonikotinoidi (klotianidin, imidakloprid, acetamiprid, tiakloprid, 

tiametoksam)  i karbamati (metiokarb) 

 

 

 

 NSAR – diklofenak 



Ispitivani spojevi 

 HERBICIDI – oksadiazon, trialat 

 

 ESTROGENSKI HORMONI – estradiol-17β, estron, etinilestradiol-17α 

 

 

 

 ANTIOKSIDANSI – 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol  

 SREDSTVA ZA ZAŠTITU OD SUNCA   

 – 2-etil-heksil-4-metoksicinamat 

 



Toksičnost KSENOBIOTIK METODA TOKSIČNOSTI TOKSIČNOST 

diklofenak DIN 38412 –L34 hepatotoksičan 

trialat   

potencijalno 

kancerogen za 

ljude 

oksidiazon 
Pseudomonas 

fluorescens strain CG5 – bakterija 

potencijalno 

kancerogen za 

ljude 

azitromicin   hepatotoksičan 

eritromicin   hepatotoksičan 

klaritromicin DIN EN ISO 15088 ; DIN EN ISO 6341 hepatotoksičan 

metiokarb   
kancerogen, ne za 

ljude 

imidakloprid razni vodeni beskralježnjaci 
kancerogen, ne za 

ljude 

tiakloprid   kancerogen 

tiametoksam GB/T 15441–1995 nije kancerogen 

klotianidin nekoliko načina 
kancerogen, ne za 

ljude 

acetamiprid Pseudomonas aeruginosa –bakterija 
kancerogen, ne za 

ljude 

estron ISO 10253 kancerogen 

estradiol-17β Danio rerio – slatkovodna riba zebrica kancerogen 

etinilestradiol-17α dagnje kancerogen 

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

metilfenol 
miševima i štakorima 

kancerogen, za 

neke životinje 

2-etil-heksil-4-

metoksicinamat 
Daphnia magna – test akutne toksičnosti 

kancerogen, ne za 

ljude 

 Ekotoksičnost – istraživanje toksičnih učinaka nastalih 

kao posljedica prisutnosti prirodnih ili umjetno 

stvorenih štetnih tvari (zagađivala) na ljude, životinje, 

biljke, mikroorganizme i sve ostale sastavne dijelove 

ekosustava 
Test organizam  Metoda  Instrument  Načelo  

Daphnia magna 

Straus (Crustacea)  

HRN EN 

ISO     

6431:

2000        

Test 

akutne 

toksičnosti  

Oprema za uzgoj 
jedinki u 

laboratorijskim 
uvjetima,  
mikroskop i 

standardni 

laboratorijski pribor  

Slatkovodni 

račić / inhibicija 

pokretljivosti - 

optička 

opservacija 

mortaliteta 

gravidnih jedinki  

Photobacterium 
phosphoreum (dr.  

Lange LUMIStox 
luminous Bacteeria,  

LCK480)  

DIN 38412-

L34  (ISO/DIS  

11384)  

Luminometar - 

Monolight 2010  

Luminiscentna  

bakterija / 

inhibicija emitiranja 

svjetlosti  

Skeletonema 

costatum ili 

Pheodactylum 

tricornutum  

ISO 

10253  

Aparat za 

membransku filtraciju, 

autoklav, pHmetar, 

mikroskop  

Morske alge / 

inhibicija rasta  

Scenedesmus 
subspicatus  

Selenastrum 

capricornutum  

ISO 8692  

Aparat za 

membransku filtraciju, 

autoklav, pHmetar, 

mikroskop  

Planktonske 

slatkovodne alge / 

inhibicija rasta  

Saccharomyc

es  

cerevisae ili 

Yeast  

Toxicity Test  

YTT 

(Dvoraček, 

Stilinović,  

1997.)  

Serum boce vol. 

125 cm3, igle sa 

štrcaljkom, pHmetar, 

magnetna miješalica  

Kvaščeve 
gljivice / inhibicija 

fermentacije  
i smanjenje 

količine nastalog 

CO2  



Iskazivanje toksičnosti 

EC20 

TU = 100 ×  

(1/EC50 )  

LOEC 

EC50 



Vibrio fischeri 

 Štapičaste, gram – negativne bakterije  

 Morska sredina –  simbioza s lignjom Euprymna scolopes 

 Proizvodi luminescenciju ekspresijom lux operona 

 Vrlo osjetljive na organska oštećenja 



Eksperimentalni dio 

 UREĐAJ – LUMIStox 300 s termostatom LUMIStherm 

 Bioluminiscentna metoda DIN 38412 - L34 – pristupačna, jednostavna, brza  

 



PRIPREMA HRANJIVE PODLOGE, 

OTOPINE ZA RESUSPENZIJU  

I OTOPINA FARMACEUTIKA 

 priprema 
Sastojci u 1000 mL 

NaCl 30 g 

agar 15 g 

glicerol 10 g 

pepton 5 g 

kvaščev ekstrakt 5 g 

CaCO3 3 g 

Sastojci u 1000 mL 

NaCl 36 g 

KH2PO4 0,2 g 

CaCl2 0,5 g 

MgSO4 0,2 g 

glicerol 0,5 mL 

glukoza  10 g 

rafinoza 10 g 

Ksenobiotik  Odvagana 

masa/g 

klaritromicin 0,0020 

azitromicin 0,0021 

eritromicin 0,0020 

estron 0,0020 

estradiol–17β 0,0021 

diklofenak 0,0019 

etinilestradiol–17α 0,0022 

2-etil-heksil-4-

metoksicinamat 

0,0202 

metiokarb 0,0023 

oksadiazon 0,0022 

tri-alat 0,0021 

imidakloprid 0,0021 

tiakloprid 0,0023 

tiametoksam 0,0020 

acetamiprid 0,0021 

klotianidin 0,0020 

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

metilfenol 

0,0020 



 STERILNA TEHNIKA RADA 

 - podrazumijeva rad uz plamenik upaljen na oksidacijskom plamenu na  radnoj 

površini očišćenoj etanolom 

 AKTIVACIJA LIOFILIZIRANIH BAKTERIJA I PRECJEPLJIVANJE BAKTERIJSKE KULTURE 

 PRIPREMA BAKTERIJSKE SUSPENZIJE 



Mjerenje toksičnosti 
Eksperimentalni uvjeti EC programa na 

uređaju LUMIStox 300 

dilution steps 8 

type of dilution 2 

unit % 

inic. conc. 100% 

time of inc. 1. 30 min 

2.   0 min 



Rezultati 



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 

- - - - -  



Zaključak 

o Primijećeno je da do manjih odstupanja između mjerenja dolazi kada je test 

valjanosti bakterijske kulture nekoliko postotaka ispod ili iznad zadanih granica od 20 

do 80 %. 

o  MAKROLIDI – Najveću toksičnost pokazuje klaritromicin, a najmanju azitromicin, što 

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

lijekova u svijetu. 

o  NEONIKOTINOIDI – Najveću toksičnost ima acetamiprid, najmanju toksičnost 

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

o  NAJTOKSIČNIJI KSENOBIOTIK – metiokarb 

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

 

 

 



o  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. 

o  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.  

o  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. 

 



HVALA! 


