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Sazetak: BIOLOSKI UCINAK PODZEMNIH | PROCJEDNIH VODA S
ODLAGALISTA OTPADA MRACLINSKA DUBRAVA

Odlagalista otpada predstavljaju globalni problem, pogotovo u zemljama u razvoju u kojima
zbog nedostatka sredstava nije proveden postupak odvajanja i obrade otpada. Cilj istrazivanja
bio je uzorkovati procjednu i podzemnu vodu uzvodno i nizvodno od odlagalista neopasnog
otpada tijekom razli¢itih godiSnjih doba i provesti fizikalno-kemijska i bioloska ispitivanja
kako bi se utvrdila moguca opasnost za ekosustav. Potencijalno citotoksi¢no, prooksidativno i
mutageno djelovanje procjedne i podzemne vode ispitano je na HEp2 stani¢noj liniji. Procjedne
vode s odlagaliSta uzrokovale su genotoksi¢ni ucinak 1 imale su poviSeni pH, kemijsku
potrosnju kisika (KPK), biokemijsku potrosnju kisika (BPK) 1 poviSene koncentracije fosfora,
klorida, dusikovih spojeva i sulfata. Genotoksi¢ni uéinak procjedne vode bio je veéi kod
uzoraka uzetih tijekom toplih i suhih mjeseci. Rezultati toksikoloskih ispitivanja su u skladu s
fizikalno-kemijskim analizama kojima je utvrdeno da tijekom ljetnih mjeseci, zbog intenzivnije
degradacije i visokih temperatura, u procjednoj vodi su prisutne vece koncentracije razlicitih
Stetnih tvari. Podzemna voda uzorkovana hidroloski uzvodno i hidroloski nizvodno od
odlagalista nije pokazala statisticki znacajan (geno)toksi¢ni uc¢inak. Kemijske analize su otkrile
da su koncentracije Stetnih tvari ispod maksimalno dopustenih koncentracija. Postupak
prociS¢avanja procjedne vode na odlagaliStu je uc¢inkovit i tvari koje dospiju u podzemne vode
ne predstavljaju toksikoloSku opasnost. Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da je
navedeno odlagaliste funkcionalno, trenutno ne predstavlja opasnost za ekosustav, a rezultati
analiza mogli bi posluziti kao referentne vrijednosti za ostala odlagalista u RH.

Kljuéne rijeci: Odlagaliste otpada, podzemna voda, procjedna voda, HEp2, fizikalno-
kemijske analize, genotoksi¢nost.



Abstract: BIOLOGICAL EFFECT OF GROUND WATER AND LEACHATE FROM
LANDFILL MRACLINSKA DUBRAVA

Waste landfills represent a global problem, which is more pronounced in developing countries
because of the lack of resources to implement procedures that include separation and waste
processing. The aim of this research was to analyze leachate and ground waters samples at the
site, upstream and downstream from the landfill during different year seasons on a registered
non-hazardous waste dump and to conduct physico-chemical and biological assays to
determine potential risk for the ecosystem. Potential cytotoxic, prooxidative and mutagenic
effects of leachates and groundwater samples were evaluated on human laryngeal cell line
(HEp2). Leachates collected at landfill site caused genotoxic effect and had a higher
pH,chemical oxygen demand (COD), biochemical oxygen demand (BOD) and elevated
concentrations of phosphorus, chloride, nitrogen compounds and sulphate. Genotoxicity of the
leachate was increased in samples collected in dry and warm period of the year. These results
are in accordance to the physicochemical analysis which revealed that during summer period,
because of intense degradation process at high temperatures increased concentrations of
different chemicals can be found in leachate. Groundwater collected downstream and upstream
from landfill did not show statistically significant (geno)toxic effect, irrespective of the
sampling season. Chemical analysis revealed that all compounds in groundwater were below
permitted values. Purification process at landfill is effective and compounds that reach
groundwater do not represent a toxicological threat.Based on the results achieved, it can be
concluded that this landfill is functional, does not present any danger to ecosystems, and the
results of the analysis can serve as benchmarks for other landfills in the Republic of Croatia.

Keywords: Landfill, Groundwater, Leachate, HEp2, Physico-chemical analysis, Genotoxicity
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1. UVOD

Odlagalista otpada predstavljaju globalni problem, koji je izrazeniji u zemljama u razvoju jer
zbog nedostatka sredstava za provedbu edukacije stanovni$tva i implementaciju sustava
odvojenog prikupljanja otpada u komunalni otpad biva odbacena velika koli¢ina opasnog
otpada, biorazgradivog otpada i otpada koji se moze oporabiti, te Koristiti kao sekundarna
sirovina. Posto odlaganje otpada predstavlja najjednostavniji i najjeftiniji nafin zbrinjavanja
otpada, kako u razvijenim tako i u nerazvijenim zemljama svijeta (Barret i Lawlor, 1995),

odlagalista otpada predstavljaju globalni ekoloski problem.

Zbog potencijalne opasnosti za okoli§, koju predstavlja ovakav nacin postupanja s otpadom,
Republika Hrvatska propisala je dva cilja vezana uz odlaganje otpada na odlagaliStima. Prvi
cilj je da se koli¢ina ukupno odloZenog otpada na odlagalista smanji, a drugi da se udio
biorazgradivog otpada u ukupnom otpadu smanji (Zakon o gospodarenju otpadom, NN 94/13).
U Hrvatskoj je tijekom 2018. godine na 127 aktivnih odlagalista odlozeno 1.638.599 tona
otpada sto je 9,7% manje nego u 2017. godini kada je odlozeno 1.814.539 tona (MZOE, Pregled
podataka o odlaganju 1 odlagalistima otpada za 2018. godinu).

Cilj ove doktorske disertacije je: odrediti fizikalno-kemijski sastav procjedne i podzemne vode
odlagali$ta neopasnog otpada Mraclinska Dubrava, te utvrditi citotoksi¢no, prooksidativno i
mutageno djelovanje procjednih i podzemnih voda s odlagalista neopasnog otpada Mraclinska
Dubrava. Na temelju provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata donijeti zakljucke o
mogucem sinergistiCkom utjecaju razli¢itih razmatranih kontaminanata potencijalno prisutnih
u podzemnoj i procjednoj vodi i moguéem ucinku na ljude koji zive u blizini odlagalista, te
postaviti referentne vrijednosti za daljnja sli¢na istrazivanja na drugim odlagaliStima u
Republici Hrvatskoj. Takoder, cilj ovog rada je provjeriti u¢inkovitost brtvenih i drenaznih

slojeva odlagalista.

Kako bi se ostvarili zadani ciljevi istrazivanja 1 procijenio utjecaj odlagaliSta na ekosustav rad
je obuhvatio:
o Odredivanje koncentracija  fizikalno-kemijskih  pokazatelja i potencijalnih
kontaminanata
o Pracenje odredenih pokazatelja toksi¢nosti, genotoksicnosti, citotoksi¢nosti i
mutagenost: broj induciranih revertanata sojeva TA98 i TA100 bakterije Salmonella

typhimurium (Ames test), indukcija slobodnih radikala (ROS) u stanicama Hep2



stani¢ne linije, indukcija kompleksa malondialdehid-tiobarbiturna kiselina MDA-TBA
(lipidna peroksidacija), te kromosomska oste¢enja (komet test)



2. TEORIJSKI DIO

2.1 OTPAD

Prema Zakonu o odrzivom gospodarenju otpadom (NN 94/13) otpad je svaka tvar ili predmet
koji posjednik odbacuje, namjerava ili mora odbaciti. Otpadom se smatra i svaki predmet i
tvar Cije su sakupljanje, prijevoz i obrada nuzni u svrhu zastite javnog interesa. Prema
podacima iz plana gospodarenja otpadom Republike Hrvatske, (NN 3/2017) u 2014. godini
ukupne evidentirane koli¢ine proizvedenog otpada (komunalnog i proizvodnog) iznosile su

oko 3,7 milijuna tona $to je za 10,5% viSe u odnosu na 2012. godinu.
2.1.1  Komunalni otpad

U komunalni otpad spada sav otpad koji je nastao u kuéanstvu i otpad koji je po prirodi i
sastavu sli¢an otpadu iz kuc¢anstava, a ne ukljucuje proizvodni otpad i otpad iz poljoprivrede
i Sumarstva, a najveci dio (preko 70%) ¢ini mijesani komunalni otpad klju¢nog broja KB 20
03 01 (HAOP, Izvjes¢e o komunalnom otpadu za 2017. godinu). Postotni sastav mijeSanog

komunalnog otpada prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Sastav mijesanog komunalnog otpada, KB 20 03 01 (HAOP, Metodologija za
odredivanje sastava i koli¢ina komunalnog odnosno mijesanog komunalnog otpada)

Sastavnica Udio (%)
Kuhinjski otpad 30,9
Papir i karton 23,2
Plastika 22,9
Vrtni otpad 5,7
Tekstil/odjeéa 3,7
Staklo 3,7
Metal 2,1
Drvo 1,0
Koza/kosti 0,5
Guma 0,2
Ostali otpad 6,3

Prema dostupnim podacima za Republiku Hrvatsku od 1995. godine do 2017. godine vidljiv
je porast koli¢ine proizvedenog komunalnog otpada sa 978.542 tona komunalnog otpada
proizvedenog 1995. godine na 1.716.441 tona komunalnog otpada proizvedenog 2017.
godine (HAOP, Izvjes¢ée o komunalnom otpadu za 2017. godinu). Od ukupne koli¢ine
proizvedenog komunalnog otpada dio se odlaZze na odlagaliSta otpada, dio se upucuje na

oporabu, a dio zbrinjava na druge nacine. Sukladno odredbama zakona o gospodarenju
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otpadom (NN 94/13) cilj je smanjiti udio komunalnog otpada koji se odlaze na odlagaliste, te
umjesto odlaganja komunalnog otpada koristiti razli¢ite postupke oporabe. Tako se, usprkos
rastu koli¢ine proizvedenog komunalnog otpada, koli¢ina komunalnog otpada koji se odlaze
na odlagalista kontinuirano smanjuje (slika 1.), te se sukladno tome i udio odloZenog
komunalnog otpada u ukupnoj koli¢ini proizvedenog otpada smanjuje dok se udio

komunalnog otpada upuc¢enog na oporabu povecéava (slika 2.).

2017, — .242.892

2016, I 1.288.377

2015, T 1318741

2014, I ——— 1.308.122
20713, 1473113
20712, |, 1.382.283

godina
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20070,y 1.600.836
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Slika 1. Koli¢ina odlozenog komunalnog otpada za razdoblje od 2010. godine do 2017.
godine (HAOP, Izvjes¢e o komunalnom otpadu za 2017. godinu)
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Slika 2. Udio postotaka odlozenog komunalnog otpada i otpada upucenog na oporabu u
ukupnoj koli¢ini otpada za 2014. godinu (HAOP, Izvjesée o komunalnom otpadu za 2017.
godinu)



2.1.2  Proizvodni otpad

Proizvodnim otpadom smatra se otpad koji nastaje u proizvodnom procesu u industriji, obrtu
i drugim procesima, osim ostataka iz proizvodnih procesa koji se koriste u proizvodnom
procesu istog proizvodaca (NN 94/13). Prema dostupnim podacima za 2017. godinu (HAOP,
Izvjes¢e o podacima iz Registra oneciS¢avanja okolisa za 2017. godinu) ukupna prijavljena
koli¢ina proizvodnog otpada u Republici Hrvatskoj iznosila je 1.869.789 tona, od kojih je
1.780.089 tona (95%) neopasni proizvodni otpad, a 89.699 tona (5%) opasni proizvodni otpad.
Najve¢i udio proizvodnog otpada nastaje u procesima obrade drugih vrsta otpada u
gradevinama za gospodarenje otpadom 1 procesima obrade otpadnih voda u uredajima za

proc¢iS¢avanje otpadnih voda (UPOV) (38%), te kao gradevinski otpad (17%).

2.2 ODLAGALISTE OTPADA

Odlagaliste otpada je gradevina namijenjena odlaganju otpada na povrSinu ili pod zemlju
(podzemno odlagaliste) u svrhu kontroliranog i trajnog zbrinjavanja (Koelmel i sur., 2016).

Ovisno o vrsti otpada koji se odlaze odlagalista se dijele na (NN 114/15):

a) odlagaliste inertnog otpada
b) odlagalista neopasnog otpada

c) odlagalista opasnog otpada

Kako bi se opasnost koju odlozeni otpad predstavlja za okoli§ svela na najmanju mogucéu
mjeru svako odlagaliste otpada mora imati u¢inkoviti brtveni sustav (brtveni slojevi), sustave

odvodnje oborinskih i procjednih voda i sustav za otplinjavanje.

Brtveni sustav je dio odlagalista koji sprjecava prodiranje oborinskih voda u tijelo odlagalista
(pokrovni brtveni sustav), te istjecanje procjednih voda u okoli§ (temeljni brtveni sustav).
Izgradeni su od kombinacije mineralnih i umjetnih materijala u vise propusnih i nepropusnih
slojeva. Efikasan temeljni brtveni sustav omoguc¢it ¢e da se nastala procjedna voda ne
zadrzava u tijelu odlagalista, nego da sustavom cijevi bude transportirana u sabirne bazene ili
lagune iz kojih ¢e se ovisno o tehnickim moguénostima odlagalista vratiti na tijelo odlagalista
(postupak recirkulacije) ili ispustiti u sustav pro€istac¢a otpadnih voda (Hrn¢i¢, N., Hrnéi¢, M.,
2011). Pokrovni brtveni sustav ima za funkciju sprijeciti da oborinska voda s uredenih

povrsina (zelene povrsine) dode u doticaj s odlozenim otpadom. Oborinska voda se sustavom



otvorenih ili zatvorenih kanala transportira u sabirne bazene i dalje se moze koristi u razli¢itim

tehnoloskim procesima odlagalista ili se ispusta u okoli§ (Hrné¢i¢, N., Hrn¢i¢, M., 2011).
2.2.1  Odlagaliste neopasnog otpada Mraclinska Dubrava

Odlagaliste otpada Mraclinska Dubrava nalazi se oko 7,5 km juzno od centra grada Velike
Gorice, 1,6 km od naselja Mraclin i 2 km od naselja BuSevec. Prve naseljene kuée udaljene
su oko 600 m od odlagalista. Lokacija odlagalista je omedena s jedne strane kanalom Mrtvica
i vodotokom Buna. S obzirom na navedene vodotoke, lokacija se nalazi neposredno uz nasip
vodotoka Buna (zapadno) i od kanala Mrtvica (isto¢no) i nije smjeStena unutar granice
vodozastitne zone. Sa zapadne strane lokacije nalazi se asfaltna cesta prema naselju

Mraclin s kojom je lokacija povezana makadamskom cestom duZine oko 600 m.

2.3 PROCJEDNE VODE

Otpad odloZen na odlagaliSte pod utjecajem je atmosferskih prilika uslijed kojih dolazi do
ispiranja organskih i anorganskih sastojaka otpada koje se prikupljaju u lagune na dnu
odlagalista 1 tvore procjedne vode. Procjedne vode su kompleksna otopina organskih i
anorganskih tvari koja nastaje procesima razgradnje, ispiranja i zbijanja krutog otpada
odlozenog na odlagaliste (Kjeldsen 1 sur., 2002). Niski omjer biokemijske potrosnje kisika
(BPK) 1 kemijske potrosnje kisika (KPK) ukazuje da su procjedne vode bioloski slabo
razgradive, te predstavljaju veliku opasnost ako dospiju u okoli$. U sastavu procjedne vode
mogu se pronaci Cetiri razlicite skupine kontaminanata: otopljene organske tvari, anorganske
makrokomponenete, teSki metali i ksenobioticke organske tvari u koncentracijama koje mogu

predstavljati opasnost za ekosustav (Christensen i sur., 2001).

Dva faktora koja odreduju kvalitetu procjedne vode su: koli¢ina i sastav. Dok je volumen
nastalih procjednih voda u izravnoj vezi s koli¢inom padalina i prodiranju podzemnih voda u
tijelo odlagalista (Renou i sur., 2008) sastav procjedne vode znacajno varira izmedu razlicitih
odlagalista (Bolton i Evans, 1991). Utvrdeno je pet glavnih ¢imbenika koji utjecu na sastav
procjedne vode (Baig i sur., 1999; Christensen i sur.,2001; El-Fadel i sur., 2002; Harmsen,
1983; Nanny and Ratasuk, 2002; Rapti-Caputo and Vaccaro, 2006; Rodriguez i sur., 2004;
Stegman and Ehrisg, 1989), to su:

1) Klimatski i hidrogeoloski ¢imbenici (padaline, prodiranje podzemne vode)



2) Metode odlaganja otpada i upravljanja odlagaliStem (zbijanje otpada, vrsta pokrova,
vegetacija)

3) Karakteristike odlozenog otpada (veliCina CcCestica, kemijski sastav, gustoca,
biorazgradivost)

4) Procesi koji se odvijaju unutar tijela odlagalista (razgradnja organske tvari, nastajanje
odlagali$nog plina, razvijanje temperature)

5) Starost odlagalista
2.3.1  Procis¢avanje procjednih voda

Na uredenim odlagalistima otpada postoji funkcionalan sustav prikupljanja i obrade
procjednih voda s ciljem uklanjanja organskih i anorganskih kontaminanata iz procjedne vode.
Iz tijela odlagaliSta procjedna voda se drenaZznim sustavom prikuplja i odvodi u lagune iz kojih
odlazi u uredaj za proc¢isc¢avanje otpadnih voda (UPOV). Ovisno o vrsti uredaja, procis¢avanje
se sastoji od fizikalnog, bioloskog i/ili kemijskog tretmana procjedne vode, te nakon
prociS¢avanja procjedna voda na izlazu iz uredaja za prociS¢avanje ima niZe koncentracije
kontaminanata od procjedne vode na ulazu u uredaj. Ukoliko su zadovoljeni grani¢ni kriteriji
za maksimalno dopustene koncentracije navedene u Pravilniku o graniénim vrijednostima
emisija otpadnih voda (NN 80/13) proc¢is¢ena procjedna voda moze se bez opasnosti od

zagadenja ispustiti u okoli$ (Robinson i sur., 1992; Kurniawan i sur., 2006a, 2006b).
Na odlagali$tu Mraclinska Dubrava proces pro¢i$¢avanja procjednih voda sastoji se od:

1) predobrade koja uklju¢uje koagulaciju/flokulaciju i flotaciju
2) bioloske obrade u aeracijskom bazenu s dubinskom aeracijom
3) membranskog bioreaktora (MBR) s uronjenim membranskim modulima s vakuum

filtracijom.

Procjedna voda s tijela odlagalista sakuplja se u lagunu volumena 1500 m® odakle se
prepumpava u uredaj za pro¢iséavanje procjedne vode kapaciteta 25 m®/dan. Procis¢avanje
procjedne vode zapoc€inje procesima koagulacije/flokulacije 1 flotacije. Za proces koagulacije
koristi se Zeljezov (III) klorid, a u procesu flokulacije koristi se anionski polielektrolit u prahu.
Iz flotacijskog spremnika odvaja se mulj koji se odlaze u spremnik mulja na dehidrataciju, te
se takav dehidrirani mulj dalje zbrinjava sukladno vaZecoj legislativi. Za regulaciju pH,
tijekom procesa predobrade procjedne vode, dodaje se NaOH ili H2SO4 ovisno da li je
procjedna voda u laguni luZnata ili kisela. Nakon zavrSene predobrade procjedna voda se

preko sustava meduspremnika i selektora volumena 1 m3 prepumpava u denitrifikacijski



spremnik (4 m®) i aeracijski spremnik (55 m®) u kojemu se odvija bioloska obrada. Nakon
zavrietka procesa bioloske obrade manji volumen procjedne vode (do 1 m?®) se vraéa u
selektor, a ostatak procjedne vode prolazi kroz membranske module. U kojima se provodi
mikrofiltracija s veli¢inom pora 0,2 um. Tako procis¢ena procjedna voda odvodi se u
spremnik efluenta, te se moze vratiti na tijelo odlagalista ili zbrinuti na odgovarajuéi nacin

(Nui¢, B., 2008).

24 KONTROLA UTJECAJA ODLAGALISTA NA OKOLIS - HRVATSKA
LEGISLATIVA

S ciljem kontrole utjecaja odlagalista otpada na okoli§ Pravilnik o nacinima i uvjetima
odlaganja otpada, kategorijama i uvjetima rada za odlagali$ta otpada (NN 114/15, 103/18,
56/19) i Pravilnik o grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 80/13, 43/14, 27/15,
3/16) propisuju obavezu mijerenja i grani¢ne vrijednosti fizikalno-kemijskih pokazatelja
procjednih i oborinskih voda odlagalista, te podzemnih i povrSinskih voda u neposrednoj
blizini odlagalista. Posto su odlagalista postrojenje u kojima se obavlja djelatnost koja moze
prouzroCiti emisije kojima se oneéiS¢uje tlo, zrak, vode i more, odlagaliSta moraju imati
okolisnu dozvolu (Ministarstvo zastite okolisa i energetike, 2019) u kojima ¢e biti navedene
mjerne postaje, ucestalost ispitivanja i kriteriji prema kojima se provodi kontrola procjednih,
podzemnih i povrsinskih voda. U 2018. godini od 127 aktivnih odlagalista u RH manje od
polovice ima ishodovane okolisne dozvole, te su kod njih uspostavljeni obavezni mehanizmi

kontrole utjecaja na okolis.

Pravilnik o grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN br. 80/13, 43/14, 27/15, 3/16)
regulira podrucja ispitivanja procjednih voda i maksimalno dopustene koncentracije za
ispitivanje: fizikalnih pokazatelja (temperatura, pH, suspendirane tvari), ekotoksikoloskih
pokazatelja (toksi¢nost na Daphnia magna, toksi¢nost na svjetleCe bakterije), organskih
pokazatelja (BPK, KPK, TOC, ugljikovodici, AOX, BTEX, fenoli) i anorganskih pokazatelja
(teSkih metali i hranjivih tvari). Mjerenjem navedenih pokazatelja kontrolira se da li dolazi do
prodiranja procjednih voda u okolis i kontrolira se utjecaj odlagalista na okolis. Medutim dio
pokazatelja koji se najcesce ne mjeri o procjednim, povrSinskim i podzemnim vodama, kao
Sto su: poliklorirani bifenili (PCB), pesticidi, policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH),
pentabromdifenileteri (PBDE), di(2-etilheksil)ftalat (DEHP) predstavljaju znacajnu opasnost

za okolis 1 svakako bi bilo potrebno poznavati da li su navedeni pokazatelji prisutni u okolisu,



te da li odlagalista otpada predstavljaju potencijalni izvor tockastih zagadenja navedenim

kontaminantima.

Ovisno o tehnici odlaganja otpada, izvedbi odlagalista, visini vodnog lica i geologiji tla
procjedne vode mogu u razli¢itoj mjeri prodirati u podzemlje, te ovisno o smjeru i brzini
kretanja podzemnih voda biti rasprostranjene na velike udaljenosti od odlagalista (Mihovec-
Grdi¢ i sur., 2002; Naki¢ i sur., 2007). U do sada provedenim istrazivanjima potvrdeno je da
postoje dva glavna naCina prodiranja procjednih voda u podzemlje (Foose i su., 2002; Katsumi
i sur., 2001), to su: disperzivni transport kroz oste¢enu geomembranu i kroz glineni sloj ispod
geomembrane 1 difuzni transport organskih tvari kroz geomembranu 1 glineni sloj. Utvrdeno
je da na svakih 10.000 m? geomembrane u prosjeku postoji 22,5 pukotina koje omogudéavaju
prolazak procjednih voda (Laine i Derilek, 1993.).

Posto su odlagaliSta pozicionirana 1 u ruralnim podrucjima gdje stanovniStvo koristi
podzemnu vodu za pice 1 navodnjavanje postoji realna opasnost da, ako dode do prodiranja
procjedne vode u podzemlje, stanovnici u okolici odlagaliSta budu izloZeni utjecaju Stetnih
tvari iz procjednih voda. 1z navedenih razloga postoji potreba za toksikoloSkim istrazivanjem
(odredivanje tockastih i kromosomskih mutacija, odredivanje citotoksi¢nog i prooksidativnog
ucinka, odredivanje slobodnih radikala i lipidne peroksidacije) podzemnih voda u okolici
odlagalista kako bi se utvrdio moguci sinergisticki u¢inak razlicitih kontaminanata i posljedice
kroni¢nog izlaganja kontaminantima na zdravlje ljudi (Mor i sur., 2006, Magbool i sur. 2011,
Widziewicz i sur., 2012)

2.5. TOKSIKOLOSKI I GENOTOKSICNI UCINAK PROCJEDNIH VODA

Raspolozivi podaci o utjecaju procjednih voda odlagaliSta otpada na ekosustav dolazi iz
provedenih fizikalno-kemijskih analiza sastava procjednih voda. Medutim iz tih podataka,
zbog kompleksne prirode procjednih voda i procesa koji se odvijaju unutar tijela odlagalista,

je gotovo nemoguce predvidjeti njihov toksikoloski u¢inak (Thomas 1 sur., 2009).

Brojni autori (Schrab i sur., 1993; Singh i sur., 2007, Renou i sur., 2008) su u istrazivanjima
dokazali toksikoloski i genotoksi¢ni u¢inak procjednih voda koji moze biti izravno izazvan
prisutnos¢u kontaminanata kao §to su teSki metali, aromatski ugljikovodici, pesticidi i
neizravan koji je uzrokovan metabolickom aktivacijom ksenobiotika. Ksenobiotici su spojevi
strani prirodi, na¢injeni od ¢ovjeka, koji mogu dospjeti u ljudski organizam, a nisu prirodno

prisutni niti se proizvodi u njemu, te u organizmu mogu dovesti do formiranja sekundarnih
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spojeva poput reaktivnih kisikovih vrsta koje mogu ostetiti stani¢ne biomolekule (Renou i
sur., 2008). Genotoksi¢nost procjedne vode prvo je dokazana upotrebom bakterijskih
biotestova (Salmonella typhimurium - Ames test) (Schrab i sur., 1993; Singh i sur., 2007).
Daljnja ispitivanja na razli¢itim biljnim i zivotinjskim organizmima kao §to su: vinska musica
Drosophila melanogaster (Siddique i sur., 2005), zlatna ribica Carassius auratus (Deguchi i
sur., 2007), luk Allium cepa (Chandra i sur., 2005), raci¢ Artemia franciscana (Olivero-Verbel
i sur., 2008) su potvrdila genotoksi¢ni ucinak procjedne vode koji je proporcionalan rastu

koncentracije kontaminanata u procjednim vodama.
2.5.1.  Oksidativni stres

Oksidativni stres je pomak ravnoteze u stani¢nim oksidativno-redukcijskim reakcijama u
smjeru oksidacije. Do oksidativnog stresa dolazi uslijed prekomjernog stvaranja slobodnih
kisikovih radikala (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), koji se stvaraju ve¢om brzinom nego
se mogu razgraditi $to za posljedicu ima ostecenje stanica. Slobodni radikali su molekule ili
atomi koji u vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona (Halliwell 1 Gutteridge,
1989). Zbog nesparenih elektrona dolazi do njihovog davanja ili uzimanja elektrona drugim
molekulama te ih to €ini izrazito nestabilnima i visoko reaktivnima, pri ¢emu reagiraju s
organskim ili anorganskim spojevima (Anderson, 1996). Slobodni kisikovi radikali nastaju u
redukcijsko-oksidacijskim reakcijama tijekom normalnih i patoloskih fizioloSkih procesa
poput oksidativne fosforilacije u mitohondrijima (Lee i Wei, 2000), prijenosu elektrona u
sistemu citokroma P-450 u endoplazmatskom retikulumu (Fulton i sur., 1997), oksidacije
masnih kiselina u peroksisomima (Crane i Masters, 1984), fagocitoze (Knight, 2000).
Slobodni radikali mogu nastati i tijekom enzimatske oksidacije i autooksidacije razli¢itih
kemijskih spojeva poput tiola, oksihemoglobina, hidrokinona, kateholamina, pri ¢emu dolazi

do redukcije molekularnog kisika i nastajanja superoksida (Halliwell, 2000).

Reaktivne kisikove vrste predstavljaju skupinu reaktivnih spojeva koji obuhvacaju kisikove
radikale poput superoksidnog aniona (O) koji nastaje redukcijom jednog elektrona molekule
kisika. Iz superoksidnog aniona, u kiseloj sredini, vezanjem protona nastaje jo§ reaktivniji
perhidroksilni radikal (HO2). Osim perhidroksilnog radikala uz pomo¢ enzima superoksid
dismutaze (SOD), te vodikovih iona iz superoksidnog aniona moze nastati vodikov peroksid
(H202). Vodikov peroksid djeluje kao oksidans koji uz prisustvo prijelaznih metala,
dvovalentnog iona Zeljeza (Fe2™) i jednovalentnog iona bakra (Cu®), moze prihvatiti jedan

elektron stvarajuéi vrlo toksi¢an hidroksilni radikal (OH).

10



Prisutnost povecanih koncentracija razlicitih teSkih metala u procjednim vodama moze
rezultirati nastankom slobodnih kisikovih radikala §to je i potvrdeno u brojnim istrazivanjima.
Nekoliko autora potvrdilo je toksi¢nost zeljeza (Pra 1 sur., 2008), cinka (Orieux i sur., 2011),
bakra (Gabbianelli i sur., 2003), kroma (Trzeciak i sur., 2000), olova (Garcia-Leston i sur.,
2011; Martinez-Alfaro i sur., 2012), i nikla (Cavallo i sur., 2003; Woz'niak, i sur., 2004) na
kulture ljudskih i animalnih stanica. Kod veéine navedenih istrazivanja glavni uzrok ostec¢enja
DNA bio je nastanak slobodnih kisikovih radikala koji su uzrokovali oksidativna oSte¢enja
stanica. Drugim rijecima, oksidativni stres moZe se definirati kao oStecenje tkiva uvjetovano
poremecajem ravnoteze prooksidativnog 1 antioksidativnoga sustava. Oksidacijsko oStecenje
moze utjecati na strukturu 1 funkciju brojnih biomolekula (polinezasi¢enih lipida,
ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina) §to rezultira promjenama u strukturi i funkciji
stanica, tkiva i organa. Bhargava i sur. (2008) su utvrdili ekspresiju gena za hsp70 protein
toplinskog Soka kao i povecanu aktivnost antioksidativnih enzima, te povisene koncentracije
produkata lipidne peroksidacije nakon izlaganja vrste Drosophila melanogaster procjednim
vodama. Ovi rezultati su potvrdili pretpostavku da je osnovni mehanizam toksi¢nog uc¢inka
procjednih voda oksidacijsko oSte¢enje stanica uzrokovano nastankom slobodnih radikala

(Bhargava i sur., 2008).
2.1.6.  Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je slozena lancana reakcija razgradnje viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina potaknuta djelovanjem reaktivnih kisikovih i duSikovih vrsta (Esterbauer i sur., 1991,
Svingen 1 sur., 1978 ). Visestruko nezasi¢ene masne kiseline, koje se nalaze u sastavu svih
bioloSkih membrana, su osjetljive na oStecenja uzrokovana reaktivnim kisikovim vrstama.
Pojava lipidne peroksidacije u bioloskim membranama moze dovesti do poremecaja funkcije
1 smanjene fluidnosti membrane $to za posljedicu moZe imati oStecenje razlicitih organa. Li i
sur. (2008) su u svojem istrazivanju potvrdili negativne ucinke procjednih voda na mozak i
jetru misSeva. Negativni ucinci su se manifestirali na dva nacina: preko lipidne peroksidacije 1
u promjenama oksidativnog stanja organizma izmjerenog preko koncentracija tiobarbiturata
kao i preko povecanja antioksidativnih enzima (Cu, Zn superoksid dismutaze, Se-ovisne
glutation peroksidaze i katalaze) ¢iji je nastanak potaknut povecanom koncentracijom

slobodnih radikala.

Proces oksidacije lipida zapocinje fazom inicijacije (Blake 1 Winyard, 1995) u kojoj visoko
reaktivni oksidans oduzima atom vodika visestruko nezasi¢enoj masnoj kiselini pri ¢emu

nastaje alkilni, odnosno lipidni radikal. Hidroksilni radikal je jedini od reaktivnih kisikovih
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radikala koji ima dovoljno energije da izazove lipidnu peroksidaciju (Porter, 1984). Ukoliko
inicijacija nije kontrolirana obrambenim mehanizmima dolazi do lancane reakcije lipidne
peroksidacije koja moze dovesti do uniStenja okolnih molekula. U procesu lipidne
peroksidacije sudjeluju ioni Zeljeza. Lipidni hidroperoksidi lako reagiraju s Fe?* i Fe®* pri
¢emu nastaju alkoksi radikali i lipidni peroksilni radikali. Tako dolazi do grananja lancane
reakcije procesa lipidne peroksidacije (Armstrong, 1994; Aikens i Dix, 1991). Zavrsni
produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi. To su 4-hidroksialkenali i drugi srodni
o, pB-nezasiceni aldehidi (Sies, 1991). Reaktivni aldehidi mogu u odredenim uvjetima nastaviti
lancanu reakciju oksidacijskog osStecenja. Njihova je reaktivnost niza od reaktivnosti
slobodnih radikala, ali dovoljno velika da mogu reagirati s molekulama u okolini te tako
oStetiti stanice ili uzrokovati stani¢nu smrt. Mogu se kretati 1 djelovati daleko od mjesta
pocetnog nastanka slobodnih radikala, bilo intracelularno ili ekstracelularno (Esterbauer i1 sur.,

1991).

2.6 CITOTOKSICNOST

Citotoksic¢nost je sposobnost neke tvari da djeluje toksi¢no na stanicu $to za posljedicu ima
razli¢ite negativne uc¢inke na stanicu kao §to su nekroza, apoptoza ili smanjenje prezivljavanja
stanica (Tiilay, A.C., 2018). Stanice koje su izloZene citotoksi¢nim supstancama mogu vrlo
brzo izgubiti stani¢ni integritet i umrijeti u procesu nekroze, pro¢i postepeni programirani
proces smrti stanice tijekom apoptoze ili izgubiti sposobnost rasta i dijeljenja kao posljedica

smanjenog prezivljavanja stanica .

U svrhu mjerenja citotoksi¢nosti tvari danas se koriste razliciti testovi koji se ve¢inom baziraju
na procjeni postotka prezivljavanja stanica upotrebom razli¢itih boja, biomarkera ili
mjerenjem sadrzaja ATP-a. Pretpostavka je da umiruée stanice imaju naruseni integritet
stani¢nih membrana §to izaziva ispustanje citoplazmatskih komponenti u medij koje se mogu
izmjeriti ili se mijenja svojstvo membrane da propusta specificne spojeve (najcesSce razlicite
boje) u samu stanicu. Mjerenjem intenziteta obojenja moguce je definirati postotak

prezivljenja.
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2.7 Genotoksi¢nost

Genotoksi¢nost je svojstvo neke tvari (genotoksina) da izaziva ostecenja na kromosomima ili
DNA molekuli. Genotoksin moze biti kancerogen, mutagen ili teratogen, a u vecini slucajeva
izazivaju mutacije koje dalje dovode do razvijanja karcinoma i drugih oblika bolesti (Shaily,
2012). Genotoksi¢ni spojevi se dijele na direktno djeluju¢e mutagene i promutagene.
Promutageni/prokancerogeni kemijski agensi se metabolickom aktivacijom, pomocu
enzimskog sustava, transformiraju u reaktivne mutagene/kancerogene koji se tada vezu na
nukleofilna mjesta u DNA (Shinohara i Cerutti, 1977).

S obzirom na strukturu DNA koje zahvaéaju mutacije mogu obuhvatiti jedan ili nekoliko
parova baza (tockaste ili genske mutacije) i/ili dio gena, gen, dio kromosoma, cijeli kromosom
I setove kromosoma (kromosomske mutacije).

Ovisno o na¢inu nastanka mutacije mogu biti spontane i inducirane. Inducirane mutacije mogu
biti potaknute kemijskim spojevima, a s obzirom na vrstu kemijskih spojeva mutageni mogu
biti:

1) Alkilirajuéi spojevi - procesom alkilacije, prijenos alkilne skupine s jedne molekule
na drugu, narusavaju stanicni integritet i mogu dovesti do smrti stanice.

2) Deaminiraju¢i spojevi — procesom deaminacije, uklanjanjem amino skupine iz
molekule, izazivaju hidroliticko oste¢enje DNA molekule.

3) Analozi dusi¢nih baza — kemijski spojevi sli¢cnog kemijskog sastava kao i DNA baze,
ugraduju se u DNA molekulu i krivo sparuju prilikom sljedece replikacije.

4) Spojevi koji izazivaju nastajanje DNA adukta - adukti nastaju djelovanjem
interkaliraju¢ih agenasa koji se umecu u parove baza DNA. Takva interkalacija
naruSava strukturu DNA te dolazi do pogresSaka tijekom replikacije. Reichert i sur. su
pokazali da je razina DNA adukta znacajan faktor rizika za odredene degenerativne
lezije koje nastaju u histogenezi neoplazma jetre u ribi list uzete iz podrudja, estuarija
Pudged Sound u Washingtonu, visoko kontaminiranog policiklickim aromatskim
spojevima (Reichert i sur., 1988).

5) Spojevi koji oksidiraju DNA

2.7.1  Ames test

Ames test je Siroko prihvacen bakterijski test za brzu identifikaciju supstanci koje mogu
izazvati genska oStecenja, Sto vodi do genskih mutacija. Test je razvio Bruce Ames poc¢etkom

70-ih godina proslog stoljeca. Svi sojevi bakterije Salmonella typhimurium konstruirani su iz
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divljeg tipa LT-2 koji ima deleciju u galaktoznom operonu, pa ne moze doé¢i do sinteze
lipopolisaharida koji sadrzi galaktozu $to sve sojeve Cini slabo patogenima.

U ovom testu se koriste sojevi Salmonella typhimurium s postoje¢im mutacijama u
histidinskom operonu koje ne mogu rasti ako u podlozi nema histidina jer u jednom od svojih
gena nose mutaciju koja im onemogucuje biosintezu histidina. Nove mutacija na mjestu ili
blizu mjesta postoje¢e mutacije mogu vratiti funkciju gena i omoguditi stanicama da opet
sintetiziraju histidin. Novo mutirane stanice su povratni mutant-prototrofi koji mogu rasti na
podlogama bez prisustva histidina i formirati kolonije (Mortelmans i Zeiger, 2000). Njihov
broj se povecava s povecanjem koncentracije mutagena i predstavlja kriterij za mutagenost.
Osim mutacija izazvanim mutagenima svaki bakterijski soj ima i odreden broj stanica koje ¢e
spontano popraviti unesenu mutaciju, tako da svaki soj daje odredeni broj spontanih
revertanata na minimalnoj podlozi. Tako soj TA98 na minimalnoj podlozi na koju se
nacjepljuje oko 108 stanica daje od 30 — 60 spontanih revertanata, a soj TA100 u istim uvjetima
daje od 100 — 200 spontanih revertanata. Uz ovu razliku navedeni sojevi bakterija se razlikuju
u karakteristicnim mutacijama, soj TA98 ima mutaciju na histidinskom operonu his3052 i
sluzi za pracenje pomaka okvira ¢itanja, soj TA100 sluzi za pracenje supstitucije parova baza

I ima mutaciju na histidinskom operonu hisG46.

2.7.2 Komet test

Ostecenja DNA su osjetljivi markeri koji ukazuju na genotoksi¢nu Stetu. Komet test
omogucuje vizualizaciju oSte¢enja DNA u pojedina¢nim stanicama. Stanice S jezgrom se
uklapaju u mikrogel agaroze, te pomocu otopine visoke koncentracije etilen-diamin-
tetraoctene kiseline (EDTA) i deterdZenata liziraju se citoplazma i membranske strukture u
stanici te se oslobada ukupna DNA (Collins, 2004). Ona se zatim denaturira u alkalnom ili
neutralnom puferu i podvrgava elektroforezi tijekom koje mali fragmenti DNA nastali
lomovima putuju kroz pore gela prema anodi, dok glavnina DNA zbog velike molekularne
mase nema tu sposobnost. Kra¢i fragmenti brze putuju kroz gel, pa zbog razlike u njihovoj
duljini i brzini kretanja dolazi do razdvajanja prema veli¢ini. DNA i obrasci putovanja njenih
fragmenata nakon bojanja fluorescencijskom bojom pod mikroskopom su vidljivi kao
"kometi". Za njihovu analizu i mjerenje najcesce se koristi epifluorescencijski mikroskop i
racunalni program za analizu slike. Na mjerenim kometima se utvrduju tri osnovna parametra:

duZina repa kometa, intenzitet repa i repni moment. DuZzina repa kometa predstavlja najvecu
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udaljenost na koju su otputovali najkra¢i odlomljeni fragmenti DNA; obi¢no se mjeri od
sredine glave kometa ili od ruba glave i izrazava u mikrometrima. Intenzitet repa oznacava
postotak DNA koja je migrirala u rep, a izrazava se u odnosu na ukupnu koli¢inu DNA u
kometu. Repni moment se obi¢no definira kao umnozak duzine repa i % DNA u repu.

Provedena istrazivanja na procjednim vodama utvrdili su vezu izmedu kontaminanata u
procjednim vodama i pojavu samostalnih kromatinskih struktura potpuno odvojenih od jezgre
- mikronukleusa. Tako su Amahdar i sur. (2009) utvrdili povecanu ucestalosti pojave
mikronukleusa u limfocitima koji su bili izlozeni procjednim vodama. Ucestalost pojave
mikronukleusa u limfocitima rasla je s povecanjem volumena procjednih voda kojom su
limfociti bili tretirani. Istrazivanjem stanica vr$ka korijena biljke Hordeum vulgare Sang i sur.
(2006) su utvrdili smanjenje mitotic¢ke aktivnosti, te povecan broj mikronukleusa nakon

izlaganja procjednim vodama.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Procjedna voda odlagali§ta Mraclinska Dubrava i podzemna voda hidroloski

uzvodno i hidroloski nizvodno od odlagalista otpada

Uzorkovanja podzemne vode i procjedne vode je provedeno tijekom jeseni i zime 2013.
godine i ljeta 2014. godine. Takva dinamika uzorkovanja odabrana je s ciljem obuhvacanja
perioda razli¢itih vremenskih uvjeta kojima je izloZen otpad na odlagalistu.

Tijekom ljeta, kada su temperature najvise a koli¢ina oborina najmanja, oc¢ekivano je da se
zbiva brza razgradnja odloZenog otpada, ali zbog male koli¢ine oborina posljedi¢no se manji
dio kontaminanata ispire iz tijela deponija u procjednu vodu.

Krajem ljeta i tijekom jeseni Kkoli¢ina oborina se povecava, a time i koli¢ina nastalih
procjednih voda, te se u tom periodu ocekuju i najvece koncentracije kontaminanata u
procjednim vodama. Takoder, u jesenskom periodu su ocekivane visoke razine podzemnih
voda, kao i najveca mogucnost prodiranja procjednih voda u podzemlje.

U zimskom periodu, pri nizoj temperaturi smanjuje se brzina biorazgradnje odloZenog otpada
kao i koncentracija kontaminanata u procjednim vodama.

Na kakvocu podzemne 1 procjedne vode, u odabranom razdoblju provodenja istrazivanja ove
disertacije, osim atmosferskih prilika utje¢u i drugi bitni ¢imbenici poput koli¢ina i sastav
mjesSovitog komunalnog otpada koji se odlaze na odlagaliste. Tijekom ljeta koli¢ina odlozenog
otpada je manja s manjim udjelom biorazgradive komponente, nego je to u zimskim

mjesecima $to takoder pridonosi nesto razlicitom sastavu procjednih voda.

Za uzorkovanje podzemnih voda uporabljena je potopna pumpa Grundfos MP1, dok su uzorci
procjedne voda uzeti na ulaza u uredaj za proc¢is¢avanje voda smjesten na srediSnjem dijelu
odlagalista izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista Mraclinska Dubrava. Uzorci
podzemnih voda uzorkovani su s ciljem pokrivanja cijelog podrucja odlagaliSta imajuci na
umu hidrologiju podzemnih voda.
Mijesto uzimanja uzoraka podzemne i procjedne vode prikazano je na slici 3.
Uzorkovana je podzemna voda:

- uzorak 1 uzet je iz pijezometra 1 koji se nalazi na sjevernom dijelu odlagalista Sto je

hidroloski uzvodno od tijela odlagalista
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- uzorak 2 uzet je iz pijezometra 2 koji se nalazi izmedu aktivnog i zatvorenog dijela
odlagalista
- uzorak 3 uzet je iz pijezometra 3 koji se nalazi na jugoisto¢nom cijelu odlagalista §to
je hidroloski nizvodno od aktivnog dijela odlagalista.
I netretirana procjedna voda:
- uzorak 4, uzorkovana na ulazu u uredaj za procis¢avanje vode, u neposrednoj blizini
pijezometra 2

Mjesta uzorkovanja na Odlagalistu
otpada Mraclinska Dubrava:

Legenda:
(@ Uzorkovanje podzemne vode

O Uzorkovanje povrSinske vode
@ Uzorkovanje prcjedne vode

(O Uzorkovanje vode iz taloznika
O

Uzorkovanje odlagali$nog plina

Slika 3. Avionski snimak podru¢ja odlagalista otpada Mraclinska Dubrava s oznaenim

mjestima uzorkovanja podzemne i procjedne vode
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Uzorci podzemne i procjedne vode su neposredno po uzorkovanju konzervirani i
transportirani u laboratorij firme Euroinspekt Croatiakontrola d.o.o. gdje su Cuvani u
kontroliranim uvjetima pri temperaturi od 4°C do provodenja analize.

Prije provodenja genotoksikoloskih ispitivanja uzorci su koncentrirani 100 puta i filtrirani
preko filter papira promjera pora 0,45um. Koncentriranje uzoraka provelo se na rotacionom
uparivacu (Heidolph Instruments GmbH, model Elaborata 4000, Njemacka) i na uparivacu
dusikom (VLM GmbH, model V.649.061.820, Njemacka). Koncentracija nehlapivih spojeva
prisutnih u originalnom uzorku tako je poveéana 100 puta §to je omoguéilo pripremu
odgovarajucih razrjedenja (0,1X, 1X, 5X 1 10X, gdje 1X predstavlja uzorak vode u kojemu su
koncentracije nehlapivih spojeva identi¢ne onima u podzemnoj i procjednoj vodi uzorkovanoj
na terenu) za provedbu genotoksikoloskih istrazivanja. Sukladno tome, 0.1X predstavlja 10
puta razrijedenu originalnu vodu, a 5X 1 10X su uzorci koji sadrzavaju 5 odnosno 10 puta vece
koncentracije nehlapivih spojeva u odnosu na originalni uzorak.

Fizikalno-kemijska ispitivanja su u dijelu provedena na terenu prilikom samog uzorkovanja i
u laboratoriju odmah po dostavi uzoraka.

Ispitivanja su provedena prema ISO normama i validiranim metodama na instrumentima koji

se redovito umjeravaju od strane vanjskog akreditiranog laboratorija.

3.1.2 Kemikalije

3.1.2.1 Odredivanje fizikalno-kemijskih pokazatelja kakvoce

Za provedbu fizikalno-kemijskih ispitivanja pokazatelja kakvoce uporabljene su kemikalije:
a) Ispitivanje fizikalnih pokazatelja

e Puferi pH = 4,00, pH = 7,00, pH = 10,01, HACH Lange, Diisseldorf,
e KCl standard = 1413 puS/cm, HACH Lange, Diisseldorf

e Mikrokristali¢na celuloza, Kemika, Zagreb
b) Ispitivanje rezima kisika

e Sumporna kiselina, Kemika, Zagreb

e Zivin(Il) sulfat p.a., Kemika, Zagreb

o Kalijev dikromat, Kemika, Zagreb

e Amonijev zeljezo(I1) sulfat, Kemika, Zagreb

o Srebrov(l) sulfat, Kemika, Zagreb
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Kalijev hidrogenftalat, Kemika, Zagreb
1,10-fenantrolin-1-hidrat, Kemika, Zagreb
Kalijev dihidrogen fosfat, Kemika, Zagreb
Dikalijev hidrogen fosfat, Kemika, Zagreb
Magnezijev sulfat, Kemika, Zagreb

Kalcijev klorid bezvodni, Kemika, Zagreb
Zeljezov(111) klorid heksahidrat, Kemika, Zagreb
Aliltiurea, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
Kalijev permanganat, Kemika, Zagreb

Natrijev oksalat, Kemika, Zagreb
Ispitivanje sadrzaja hranjivih tvari

Natrijev salicilat, Kemika, Zagreb

Trinatrijev citrat dihidrat, Kemika, Zagreb

Natrijev nitropursid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Natrijev hidroksid, Kemika, Zagreb

Natrijev diklorizocijanurat, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Amonijev klorid, Kemika, Zagreb

Ortofosforna kiselina, Kemika, Zagreb

Sulfanilamid, Kemika, Zagreb

N-(1-naftil)-1,2-diaminoetan dihidroklorid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
Natrijev nitrit, Kemika, Zagreb

EDTANa,, Kemika, Zagreb

Natrij-azid, Kemika, Zagreb

Kalij-nitrat, Kemika, Zagreb

Sumporna kiselina, Kemika, Zagreb

Askorbinska kiselina, Kemika, Zagreb

Amonijev heptamolibdat tetrahidrat, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
Antimon-Kkalij tartarat hemihidrat, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Kalijev peroksidisulfat, Kemika, Zagreb

Kalijev dihidrogen fosfat, Kemika, Zagreb

LCK 138 kivetni test za odredivanje ukupnog dusika, HACH, Loveland, Colorado
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d)

e)

f)

Ispitivanje aniona i kationa

Kalijev kromat, Kemika, Zagreb

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb

Nitratna kiselina, Kemika, Zagreb
Natrijev hidroksid, Kemika, Zagreb
Magnezijev klorid, Kemika, Zagreb
Natrijev acetat, Kemika, Zagreb

Kalijev nitrat, Kemika, Zagreb

Barijev klorid, Kemika, Zagreb

Bezvodni natrijev sulfat, Kemika, Zagreb
Kalijev klorid, Kemika, Zagreb

Amonijev klorid, Kemika, Zagreb
Amonijak, Kemika, Zagreb

EDTANay, Kemika, Zagreb

Kalcijev karbonat, Kemika, Zagreb
Eriokrom crno T, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
Kalkon, Kemika, Zagreb
1,5-difenilkarbazid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
Ledena octena kiselina, Kemika, Zagreb
Kalijev dikromat, Kemika, Zagreb
Dikalijev hidrogen fosfat, Kemika, Zagreb
Aluminijev sulfat, Kemika, Zagreb

LCK 323 kivetni test za odredivanje fluorida, HACH, Loveland, Colorado

Ispitivanje teskih metala

Dusi¢na kiselina, Merck, Darmstadt

CRM standard pojedinih metala, Merck, Darmstadt

Test genotoksi¢nosti na bakterijskim stanicama
B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, reducirani oblik, Sigma-Aldrich-Chemie,
Steinheim
Amonijev natrijev hidrogenfosfat tetrahidrat, p.a., Kemika, Zagreb
Ampicilin, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
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9)

h)

Bacto agar, Difco, Lawrence

Bacto Nutrient broth, Difco, Lawrence

Citronska kiselina monohidrat, p.a., Kemika, Zagreb
D-biotin, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
D-glukoza-6-fosfat, p.a., Kemika, Zagreb

Glukoza, p.a., Kemika, Zagreb

Kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Kemika, Zagreb

Kalijev hidrogenfosfat trihidrat, p.a., Kemika, Zagreb
Kalijev klorid, p.a., Kemika, Zagreb

kristal violet, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
L-histidin-HCI, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
Magnezijev sulfat heptahidrat, p.a., Kemika, Zagreb
Natrijev hidrogenfosfat, p.a., Kemika, Zagreb

Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat, p.a., Kemika, Zagreb
Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, p.a., Kemika, Zagreb
Natrijev klorid, p.a., Kemika, Zagreb

Nutrient broth No.2, Oxoid, Basingstoke

S-9 frakcija homogenata jetre Stakora, Invitrogen, Carlsbad

Uzgoj stanicne linije
DMEM medij, Gibco, Carlsbad
,,Foetal bovine serum* (FBS), Gibco, Carlsbad
Kalijev dihidrogenfosfat, p.a., Kemika, Zagreb
Kalijev klorid, p.a., Kemika, Zagreb
Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat, p.a., Kemika, Zagreb
Natrijev klorid, p.a., Kemika, Zagreb
Tripsin, Gibco, Carlsbad

Test citotoksi¢nosti na stani¢noj liniji
Etanol, p.a., Kemika, Zagreb
Neutral red, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Octena kiselina, p.a., Kemika, Zagreb
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)] Test lipidne peroksidacije na stani¢noj liniji
e Coomasie blue, Bio-Rad, Berkely
e Bovine serum albumin (BSA), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
e Etanol, p.a., Kemika, Zagreb
e Fosfatna kiselina, p.a., Kemika, Zagreb
e Malondialdehid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

J)  Test prooksidativnog djelovanja na stani¢noj liniji

2', 7'-diklorofluorescin diacetat (DCFH-DA), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Bovine serum albumin (BSA), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

Dimetil-sulfoksid, p.a., Kemika, Zagreb

k) Komet test

e Agaroza niske tocke talista (LMP), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

e Agaroza normalne tocke talista (NMP), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim
e DMSO, p.a., Kemika, Zagreb

e Etidij bromid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

e NaEDTA, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

e Natrijev hidroksid, p.a., Kemika, Zagreb

e Natrijev laurilsarkozinat, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

e Tris-HCI, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

e Triton X-100, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

3.1.3  Otopine

3.1.3.1 Otopine koristene za odredivanje rezima kisika

a) Odredivanje kemijske potrosnje kisika (KPK — Cr)

Otopina srebrnog sulfat - sumporna kiseline

Sumporna kiselina 965 mi

Srebrov sulfat 10 ¢

Otopina kalijevog dikromata (0,040 molL™) keja sadrZi Zivin(II)sulfat
Zivin(ll) sulfat 80 g
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Sumporna kiselina 100 ml
Kalijev dikromat 11,768 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina amonijevog Zeljezo(II) sulfata, (0,120 molL™) (FAS)
Amonijev zeljezov(Il) sulfat heksahidrat 47,19
Sumporna kiselina 20 ml

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina kalijevog hidrogenftalata (2,0824 mmolL™?)
Kalijev hidrogenftalat 0,4251 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina feroin indikatora
1,10-fenantrolin-1-hidrat 1,485¢
Amonij zeljezov(Il) sulfat heksahidrat 0,980 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 100 ml do oznake

b) Odredivanje permanganatnog indeksa (KPK — Mn)
Osnovna otopina natrijevog oksalata (0,05 molL™)
Natrijev oksalat 6,700 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Radna otopina natrijevog oksalata (5 mmolL™)
Osnovna otopina natrijevog oksalata 100 ml

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Osnovna otopina kalijevog permanganata (= 20 mmolL™)
Kalijev permanganat 3,29

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake
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Radna otopina kalijevog permanganata (= 2 mmolL™)
Osnovna otopina kalijevog permanganata 100 ml

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

c) Odredivanje biokemijske potrosnje kisika (BPKs)
Otopina za nacjepljivanje
Kapsula s bakterijama 1 kom

Destilirana voda 500 ml

Fosfatni pufer (pH=7,2)

Kalijev dihidrogen fosfat 8,50
Dikalijev hidrogen fosfat 21,759
Dinatrijev hidrogen fosfat heptahidrat 33,449
Amonijev klorid 1,79

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina magnezijevog sulfata heptadihrata
Magnezijev sulfat heptahidrat 22,59

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina kalcijevog klorida

Kalcijev klorid 2759
Otopina Zeljezovog (111) klorida heksahidrata
Zeljezov(l11) klorid heksahidrat 0,25 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina za razrjedivanje (mineralni medij)

Fosfatni pufer 1ml
Otopina magnezijevog sulfata heptahidrata 1ml
Otopina kalcijevog klorida 1ml
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Otopina Zeljezovog(l11) klorida heksahidrata 1mi

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

3.1.3.2 Otopine koristene za odredivanje hranjivih soli
a) Odredivanje amonija

Bojajudi reagens

Natrijev salicilat 130 ¢
Trinatrijev citrat dihidrat 130 g
Natrijev nitropursid 0,970 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina natrijevog diklorizocianurata
Natrijev hidroksid 32,09
Natrijev diklorizocijanurat 2,09¢g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

b) Odredivanje nitrita

Bojajudi reagens

4-aminobenzen sulfonamid 40,09
Ortofosforna kiselina 100,0 ml
N-(1-naftil)-1,2-diaminoetan dihidroklorid 2,0¢g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

c)  Odredivanje nitrata
Otopina luZine

Natrijev hidroksid 200 g

EDTANa; 50 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake
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Otopina natrijevog azida
Natrijev azid 0,059

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 100 ml do oznake

Otopina natrijevog salicilata
Natrijev salicilat 109

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

d) Odredivanje ukupnog fosfora
Otopina kalijevog peroksidisulfata
Kalijev peroksidisulfat 509

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 100 ml do oznake
Otopina askorbinske kiseline
Askorbinska kiselina 10,0 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 100 ml do oznake

Otopina kiselog molibdata (1)

Sumporna kiselina 230 ml
Amonijev heptamolibdat tetrahidrat 13,09
Antimon kalijev tartarat hemihidrat 0,359

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 500 ml do oznake

3.1.3.3 Otopine koristene za odredivanje aniona i kationa

a)  Odredivanje klorida

Otopina srebrnog nitrata = 0,02 molL™

Srebrov nitrat 3,3974 g

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake
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Otopina kalijevog kromata
Kalijev kromat 1009

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 100 ml do oznake

b) Odredivanje sulfata
Otopina pufera A

Magnezijev klorid heksahidrat 30,09
Natrijev acetat 509
Kalijev nitrat 10g
Ledena octena kiselina 20,0 ml

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

c)  Odredivanje kalcija i magnezija

Amonijacni pufer (pH =10 %+ 0,1)

Amonijev klorid 67,59
Amonijak 570 mi
EDTANa, 5049

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina EDTA za titraciju
EDTANa, 3,725¢

- nadopuniti s destiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1000 ml do oznake

Otopina natrijevog hidroksida, 2 mol/I

Natrijev hidroksid 8,0¢g

d) Odredivanje kroma(VI)

Otopina difenilkarbazida

1,5-defenilkarbazid 10¢9
Aceton 100 ml

27



Ledena octena kiselina 1 kap

3.1.3.4 Otopine koristene za odredivanje teskih metala
matriks “modifier” 10% NHsH2PO4 (u vodi)

matriks “modifier” 1% Mg (u vodi; Mg(NO3)2)

matriks “modifier” 1% Pd(NO3)2 (u 15% HNO:3)

otopine standarda razli¢itih koncentracija

3.1.4  Podloge za uzgoj bakterije Salmonella typhimurium

Sve navedene podloge steriliziraju se 20 min na 121°C.

a) Kompletna tekuéa podloga (OX)

Nutrient broth (no.2) 0,759
Destilirana voda 30,0 mL
b) Kompletna kruta podloga (NB)

Nutrient broth 2,4 ¢
Natrijev klorid (NaCl) 159
Agar 45¢
Destilirana voda 300,0 mL
c)  Minimalna kruta podloga (VB)

Agar 309
Destilirana voda 200,0 mL
- Nakon sterilizacije (20min/120°C) dodaje se:

VB soli 10,0 mL
Biotin 50mL
40% glukoze 2,5 mL
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d) PovrSinski (top) agar (TA)
Agar

Destilirana voda

- Agar se topi u mikrovalnoj peénici prije negoli se razlije te mu se dodaje:

VB soli (50%)
Histidin-biotin otopina (0,5mM)
40% glukoza

3.1.5 Otopine koriStene za provodenje Ames-0vog testa

a) VB soli (50%):

Destilirana voda

Magnezijev sulfat heptahidrat

Citronska kiselina x H20

Kalijev hidrogenfosfat trihidrat

Natrijev amonijev hidrogenfosfat tetrahidrat

- Sterilizira se 20 minuta na 120° C.

b) Otopina glukoze (40%b):
Glukoza
Destilirana voda

- Sterilizira se 15 minuta na 110° C

c) Otopina biotin (0,5 mM):
D-biotin
Destilirana voda

- Sterilizira se 30 minuta na 110° C.

d) Otopina histidin-biotin (0,5 mM):
L-histidin-HCI
D-biotin

129
200,0 mL

4,0 ml
20,0 mL
2,5mL

167,59
259

2509
163,7 g
43,47 g

40,0 g
100,0 mL

61 mg
500,0 mL

52,4 mg
61,0 mg
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Destilirana voda

- Sterilizira se 30 minuta na 110° C.

e)  Fosfatni pufer - PBS (pH=7,2-7,4):

Natrijev klorid
Kalijev klorid
Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat

Kalijev hidrogenfosfat (KH2POa,)
Destilirana voda
- Sterilizira se 20 minuta na 120° C.

f)  Otopina MgCl, x 6H20 (0,254 M):

Magnezijev klorid heksahidrat

Destilirana voda

g) Otopina KCI (1 M):
Kalijev klorid

Destilirana voda

h) PO4 pufer:
Natrijev hidrogenfosfat dihidrat
Destilirana voda

- Sterilizira se filtracijom (0,22 pm).

i)  Otopina NADP (0,04 M):
NADP
Destilirana voda

- Sterilizira se filtracijom (0,22 um).

J)  Otopina glukoza-6-fosfata (0,2 M):

Glukoza-6-fosfat

500,0 mL

4,09

0,19
1,169
0,19
500,0 mL

2549
50,0 mL

3,80
50,0 mL

31,29
750,0 mL

0,3¢g
10,0 mL

0,69
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Destilirana voda

- Sterilizira se filtracijom (0,22 um).

k)  Smjesa S9 (10%o):

NADP (0,04 M)

Glukoza-6-fosfat (0,2 M)

Magnezijev klorid heksahidrat (0,25 M)
Kalijev klorid (1 M)

Fosfatni pufer

S9

Destilirana voda

3.1.6  Otopine koriStene za provodenje testa citotoksi¢nosti

a) Fosfatni pufer - PBS (pH=7,2-7,4):
Natrijev klorid

Kalijev klorid

Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat
Kalijev hidrogenfosfat

Destilirana voda

- Sterilizira se 20 minuta na 120° C

b) Ishodi$na otopina neutral red (Smg/mL):

Neutral red

Destilirana voda

c) Radna otopina neutral red (0,1%):

Ishodis$na otopina neutral red

Medij

10,0 mL

1,0 mL
0,3 mL
0,3 mL
0,3 mL
5,0 mL
1,0 mL
2,1 mL

409
0,1g
1,16 g
0,1g
500,0 mL

500
1,0 mL

250 mL
24,750 mL
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d) Otopina za odbojavanje:
Octena kiselina
Etanol

Destilirana voda

3.1.7 Otopine koristene za provodenje testa prooksidativnog djelovanja
a) Fosfatni pufer - PBS (pH=7,2-7,4):

Natrijev klorid

Kalijev klorid

Natrijev dihidrogenfosfat dodekahidrat

Kalijev hidrogenfosfat

Destilirana voda

- Sterilizira se 20 minuta na 120° C.

b) Ishodi$na otopina 2',7'-diklorofluorescin diacetat (DCF-DA) (2 mM):
DCF-DA

Dimetil-sufoksid

c) Radna otopina 2',7'-diklorofluorescin diacetat (DCF-DA) (50 uL):
Ishodisna otopina DCF-DA

PBS pufer (pH=7,2-7,4)

BSA (1%)

3.1.8  Otopine koriStene za provodenje testa lipidne peroksidacije
a) Fosfatni pufer - PBS (pH=7,2-7,4):

Natrijev klorid

Kalijev klorid

Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat

Kalijev hidrogenfosfat

Destilirana voda

1,0 mL
50,0 mL
49,0 mL

400
0,19
1,16 g
0,1g
500,0 mL

1,0 mg
1,0 mL

500,0 uL
9,3 mL
200,0 uL

4090
0,1¢g
1,16 g
0,1¢g
500,0 mL
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- Sterilizira se 20 minuta na 120° C.

b)  Tiobarbiturna kiselina (0.67%0):
Tiobarbiturna kiselina 0,067 g

Destilirana voda 10,0 mL

c)  Trikloroctena kiselina (10%0):
Trikloroctena kiselina 109

Destilirana voda 10,0 mL

3.1.9  Otopine koriStene za provodenje komet testa

a) Otopina NMP agaroze (1%):

NMP agaroza 100,0 mg
PBS pufer (pH=7,2 - 7,4) 10,0 ml

b) Otopina NMP agaroze (0,6%0):
NMP agaroza 60,0 mg
PBS pufer (pH=7,2 - 7,4) 10,0 ml

c) Otopina LMP agaroze (0,5%):
LMP agaroza 50,0 mg
PBS pufer (pH=7,2 - 7,4) 10,0 mL

d) Pufer za lizu stanica (pH = 10)
Osnovna otopina: destilirana voda, NaCl (2,5 M), Na2EDTA (100 mM), Tris-HCI (10 mM),
Na-laurilsarkozinat (1%)

Radna otopina priredena je iz osnovne dodavanjem:
Triton X-100 1%
Dimetil-sulfoksid 10%
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e)  Pufer za denaturaciju stanica (pH = 13)
Natrijev hidroksid (10 M)
Na;EDTA (20 mM)

Destilirana voda

f)  Pufer za neutralizaciju (pH = 7,5)
Tris-HCI

Destilirana voda
mL

g) Otopina Etidij-bromida
Etidijev bromid

Destilirana voda

3.1.10 Bioloski test sustavi za odredivanje genotoksi¢nih u¢inaka

a)  Sojevi bakterije Salmonella typhimurium

30,0 ml
5,0 ml
965,0 mL

48,59
1000,00

2,0 pg
1,0 mL

Kori$tena su dva soja bakterije Salmonella typhimurium: TA 98 TA 100.

Karakteristike sojeva dane su u tablici 2. Za provodenje eksperimenta bakterijski sojevi su

uzgojeni kao prekonoéna kultura u 30 ml kompletne tekuée podloge pri 37 °C.

Tablica 2. Karakteristike sojeva TA 98 i TA 100 (Mortelmans i Zeiger, 2000)

TA 98 TA 100
Mutacija na operonu hisD3052 hisG46
Ciljana DNA -C-G-C-G-C-G-C-G- -G-G-G-
Vrsta mutacija Pomak okvira ¢itanja Supstitucija parova baza
(frameshift)
uvrB- bio Delecija Delecija
LPS oS$tecenje Rfa Rfa
Prisutnost plazmida pKM101 pKM101
Broj spontanih revertanata bez S-9 20 -50 75— 200
Broj spontanih revertanata sa S-9 20 -50 75— 200
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b) Stani¢na linija HEp2
U eksperimentu je koriStena kultura humanog karcinoma grkljana (HEp2) koja je rasla u
monosloju. Stanice su uzgojene u mediju DMEM s 10% FBS-a, pri 37 'C u vlaznoj atmosferi

uz 5% CO.. Prilikom presadivanja stanica koriStena je 0,25%- tna otopina tripsina.

3.1.11 Oprema
Pregled uredaja uporabljenih u izradi disertacije dan je u tablici 3.

Tablica 3. Aparatura — uredaji uporabljeni u izradi disertacije

Aparat

Proizvodac

Analiticka vaga MC1 Laboratory LC 620P
Analiti¢ka vaga XS204/A

Autoklav

CO inkubator

Epifluorescencijski mikroskop
Fluorimetar FLUOsta OPTIMA

Invertni mikroskop

Kadica za elektroforezu

Klasi¢na centrifuga Megafuge 1.0 Heraus
Laminar, IBK 1 V2

Mijesalica, MS1 minishaker, IKA® Works, Inc.

Spektrofotometar- microreader
Termoblok

Termostat

Tresilica

pH metar, model Five easy
Terenski multimetar, HACH 30 dQ
Uredaj za odredivanje KPK
Inkubator, model 606-3i
Oksimetar, model InoLab Oxi 7310,
Elektroda Stirox G
Spektofotomatar, model DR 6000
Vodena kupelj

Termoblok

Plameni fotometar

Sartorius, Goetingen

Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland
IPIM, Hrvatska

Brouwer CH, Luzern

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
BMG Labtech, Offenburg

Optica Microscopes, Ponteranica
Life Technologies, New York
Sepatech, Gottlieb

Iskra, Sentjernej

Wilmington, Staufen

Tecam, Mannerdorf

ISKRA, Slovenija

ISKRA, Slovenija

ISKRA, Slovenija

Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland
HACH, Loveland, Colorado

model TRS 300, BEHR, Njemacka
WTW, Njemacka

WTW, Njemacka

WTW, Njemacka

HACH, Loveland, Colorado

GFL, Njemacka

HACH, Loveland, Colorado

Plameni atomski apsorpcijski spektrofotometar (AAS)  model novAA 350, Analytik Jena
Atomski apsorpcijski spektrofotometar s grafithom model AAnalyst 600, PerkinElmer
peci (AAS-GF)

SuSionik model INB 200, Memmert

U provodenju pokusa i analiti¢kih metoda uporabljeno je i standardno laboratorijsko posude,

pribor i materijal, navedeni u tablici 4.
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Tablica 4. Laboratorijsko posude, pribor i materijal uporabljeni u provedbi pokusa i analiti¢kih

metoda

Laboratorijsko posude, pribor

Proizvodacd

Klipna pipeta, 10- 1000 puL

Eppendorf, Hamburg

Klipna pipeta, 0,5 5,0 mL

Eppendorf, Hamburg

Klipna pipeta, 1,0 — 10 mL

Eppendorf, Hamburg

Digitalna bireta Solarus
Dispenzor 5 — 30 ml Ceramus
Fiksni dispenzor, 5 ml Ceramus

Mikrotitracijske ploce

Falcon, BD Company, Fanklin Lakes

Plasti¢ne Petrijeve zdjelice

Aptaca, Canelli

T- boca

Falcon, BD Company, Fanklin Lakes

Pasteurove pipete, 5- 25 mL

Plasti¢ne epruvete

Propipeta

Automatske birete volumena 25 i 50 ml

Hirschmann-Laborgerite, Eberstadt

Mikrofilteri

Menzure

Kivete

BrusSena predmetna stakalca

Staklene epruvete, 3- 10 mL

Staklene Petrijeve zdjelice

Tikvice ravnog dna, 100- 1000 mL

Odmjerne tikvice

Turken-Birkova komora

Stakleni filter papir

Whatman, Maidstone
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3.2. Metode

3.2.1  Metode fizikalno-kemijskih ispitivanja

Fizikalno-kemijski pokazatelji kakvoce, uporabljene metode i granice odredivanja odrabranih

pokazatelja kakvoce prikazani su u tablici 5.

Fizikalni pokazatelji

Tablica 5. Popis pokazatelja i metoda ispitivanja

pH HRN EN 1SO 10523:2012 0,01
Elektri¢na vodljivost HRN EN 27888:2011 0,1 uScm*
Ukupna tvar suSena DIN 38409 (1):1987 20mgL?
Suspendirana tvar HRN EN 872:2008 2,0mgL?
Rezim kisika
KPK — Mn HRN EN ISO 8467:2001 0,5mg O, L*
KPK —Cr HRN ISO 6060:2003 15 mgO, L*
BPKs HRN EN 1899-1:2004 0,5mg O, L*
HRN EN 1899-2:2004
Anorganski pokazatelji — hranjive tvari
Amonij HRN ISO 7150-1:1998 0,010 mg N L*
Nitriti HRN EN 26777:1998 0,010mg N L*
Nitrati HRN ISO 7890-3:1998 02mgNL?
Ukupni dusik RU-OTV-005 _izdanje 1 (HACH Lange, Kivetni test) ImgNL?
Ukupni fosfor HRN EN I1SO 6878:2008 0,0560mg P L*
Anorganski pokazatelji — anioni i kationi
Kloridi HRN ISO 9297:1998 5,00 mg L!
Sulfati Standard methods 21th Ed. 2005:4500-S042- E 1,00 mg L*
Natrij HRN ISO 9964-3:1998 1,00 mg L*
Kalij HRN ISO 9964-3:1998 1,00 mg L?
Kalcij HRN ISO 6058:2001 0,05 mmol L*
Magnezij HRN 1SO 6059:1998 0,1 mmol L*
Fluoridi RU-OTV-045 _izdanje 1 (HACH Lange, Kivetni test) 0,100 mg L™
Krom (VI) HRN ISO 11083:1998 0,010 mg L
Anorganski pokazatelji — teSki metali
Zeljezo HRN EN I1SO 15586:2008 0,025mg L
Mangan HRN EN ISO 15586:2008 0,025 mg L*
Arsen HRN EN ISO 15586:2008 0,007 mg L
Kadmij HRN EN 1SO 15586:2008 0,0015mg L
Krom HRN EN ISO 15586:2008 0,025mg L
Olovo HRN EN ISO 15586:2008 0,010 mg L*
Ziva RU-MET-198_izdanje 1 0,001 mg Lt
Nikal HRN EN I1SO 15586:2008 0,025 mg L
Cink HRN EN ISO 15586:2008 0,025 mg L™
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3.2.2.  Odredivanje fizikalnih pokazatelja

3.2.2.1. Odredivanje pH i elektricne vodljivosti

Tijekom sanitarne pripreme pijezometara za uzimanje uzoraka podzemne vode (HRN I1SO
5667-11:2011) na terenu je provedeno ispiranje pijezometara. Prilikom ispiranja pijezometra
terenskim multimetrom mjerena je elektricna vodljivost (HRN EN27888:2011) podzemne
vode.

Uzorak podzemne vode uzet je tek kada se vrijednost elektricne vodljivosti ustalila, 3
uzastopna mjerenja provedena u razmaku od 5 minuta moraju imati razliku manju od 5%.

U tom uzorku primjenom terenskog multimetra izmjerena je pH vrijednost (HRN EN ISO
10523:2012) i temperatura.

3.2.2.2. Gravimetrijsko odredivanje ostatka susenjem i suspendirane tvari

Odredivanje ukupnog ostatka suSenog (DIN 38409-1:1987-01) i suspendirane tvari (HRN EN
872:2008) provedeno je gravimetrijskim analizama.

Ostatak suSenjem (DIN 38409-1:1987-01) odreden je uparavanjem do suhog poznatog
volumena vode u porculanskoj posudici poznate mase, na vodenoj kupelji. Nakon uparavanja
odredena je masa posudice s uparenim ostatkom i iz razlike mase porculanske posudice prije
i poslije uparavanja izra¢unat je ukupni ostatak suseni i izrazen u mgL ™.

Suspendirana tvar (HRN EN 872:2008) odredena je filtriranjem 100 ml vode preko staklenog
filter papira poznate mase, te suSenjem filter papira s talogom pri 105°C do konstantne mase.
Iz razlike mase filter papira prije i nakon filtriranja izracunata je suspendirana tvar i izrazena

umg L™

3.2.2.3. Odredivanje reZima kisika

Nakon kuhanja uzorka uz prisutnost kalij-permanganata i oksalne kiseline titrimetrijski je
odreden permanganatni indeks (HRN EN 1SO 8467:2001).

Na oksimetru je izmjerena pocetna koncentracija kisika. Uzorak na kojem je izmjerena
pocetna koncentracija kisika ostavljen je pet dana u inkubatoru pri 21,0 °C + 1,0 °C i nakon
pet dana opet je izmjerena koncentracija kisika.

Razlika izmedu pocetne i1 kona¢ne koncentracije predstavlja biokemijsku potrosnju kisika,
BPKs (HRN EN 1899-1:2004, HRN EN 1899-2:2004).
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3.2.2.4. Spektrofotometrijske analize hranjivih tvari, aniona i kation

a) Odredivanje amonija (HRN ISO 7150-1:1998) napravljeno je u odmjernim tikvicama
volumena 50 ml. U tikvice je dodano 40 ml originalnog uzorka, 4 ml bojaju¢eg reagensa za
amonij i 4 ml otopine natrijevog diklorizocianurata, te je tikvica nadopunjena do oznake s
destiliranom vodom. Nakon dodavanja reagensa uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi 60
minuta, te je na spektrofotometru izmjerena apsorbancija uzorka na valnoj duljini 655 nm u
kiveti optickoga puta 10 mm. Za slijepu probu koristila se ultracista voda u koju su dodani isti

reagensima kao i u uzorak.

b) Odredivanje nitrita (HRN EN 26777:1998) napravljeno je u odmjernim tikvicama
volumena 50 ml. U tikvice je dodano 40 ml originalnog uzorka i 1 mL bojajuceg reagensa za
nitrite, te je tikvica nadopunjena do oznake s destiliranom vodom. Nakon dodavanja reagensa
uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi 20 minuta. Nakon 20 minuta izmjerena je
apsorbancija uzoraka na spektrofotometru pri valnoj duljini od 540 nm u kiveti optickog puta

10 mm prema ultracistoj vodi kao slijepoj probi.

¢) Odredivanje nitrata (HRN 1SO 7890-3:1998) napravljeno je iz 25 mL uzorka Koji je
kvantitativno prenesen u porculanske posudice. U posudice je dodano 0,5 mL otopine
natrijevog azida i 0,2 mL otopine octene kiseline. Nakon 5 minuta reakcije posudice su
prenesene na vodenu kupelj i uzorak je uparen do suhog. U posudice je zatim dodano 1 mL
otopine natrijevog salicilata, promije$an i opet uparen do suhog. Nakon drugog uparavanja
posudice su maknute s vodene kupelji i ostavljene da se ohlade na sobnu temperaturu. Zatim
je u posudice dodano 1,0 mL sumporne kiseline i ostavljeno 10 minuta. Nakon zavrsetka
reakcije u posudice je dodano 10 mL destilirane vode i 10 ml otopine natrijevog hidroksida.
Ovako pripremljen uzorak je kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu volumena 25 mL i
kroz 10 minuta grijan u vodenoj kupelji pri 25°C, te je nakon grijanja nadopunjen do oznake
s otopinom natrijevog hidroksida. Nakon nadopunjavanja izmjerena je apsorbancija uzorka na
spektrofotometru pri 415 nm u kiveti optickoga puta 40 mm prema destiliranoj vodi kao

slijepoj probi.

d) Odredivanje ukupnog dusika (RU-OTV-005, izdanje1/2013) napravljeno je s komercijalno

dostupnim kivetni testovima proizvodac¢a HACH Lange. U kivetu se doda 10 mL uzorka i 1
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kapsula reagensa, te se kuha u termobloku na 170 °C kroz 60 minuta. Nakon digestije u uzorak

su dodani reagensi i izmjerena je apsorbancija na spektrofotometru.

e¢) Odredivanje ukupnog fosfora (HRN EN ISO 6878:2008) napravljeno je iz 40 mL uzorka.
Uzorak je dodan u Erlenmayerovu tikvicu volumena 100 ml nakon ¢ega je dodano 4 mL
otopine peroksidisulfata i kuhano kroz 30 minuta. Nakon kuhanja uzorak je ohladen i
kvantitativno je prenesen u odmjernu tikvicu volumena 50 mL. U tikvicu je zatim dodano 1
mL otopine askorbinske kiseline i 2 ml otopine kiselog molibdata, te je tikvica nadopunjena
do oznake s destiliranom vodom. Nakon dodavanja reagensa uzorci su ostavljeni na sobnoj
temperaturi 30 minuta nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija uzoraka na spektrofotometru pri
valnoj duljini od 880 nm u kiveti optickog puta 10 mm prema ultracistoj vodi kao slijepoj
probi.

f) Odredivanje sulfata (Standard Methods, 21th Ed. 2005:4500-SO42- E) napravljeno je iz
100 mL uzorka u kojeg je dodano 20 pufera A i 1 zli¢ica barijevog Klorida. Uzorak je
promijeSan u trajanju od 1 minuta i1 ostavljen 5 minuta da se istalozi. Nakon talozenja
izmjerena je apsorbancija uzorka na spektrofotometru pri valnoj duljini od 420 nm prema

¢istom uzorku kao slijepoj probi.

g) Odredivanje fluorida (RU-OTV-045, izdanje 1/2013) napravljeno je s komercijalno
dostupnim kivetnim testovima proizvodata HACH Lange, Colorado. U kivete testa se
klipnom pipetom doda 3 mL uzorka, kiveta se protrese i nakon 60 sekundi se ocita na

spektrofotometru.

h) Odredivanje Kroma (V1) (HRN 1SO 11083:1998) napravljeno je u odmjernim tikvicama
volumena 100 mL. U tikvice je dodano 50 ml uzorka, 2 ml otopine fosforne kiseline i 2 ml
otopine difenilkarbazida. Tikvice su nadopunjene do oznake s vodom, nakon 15 minuta
izmjerena je apsorbancija uzorka pri valnoj duljini od 550 nm prema destiliranoj vodi kao

slijepoj probi.

3.2.2.5. Titrimetrijske analize
a) Odredivanje klorida (HRN 1SO 9297:1998) napravljeno je iz 100 ml uzorka. U uzorak je
dodano 1 mL otopine kalijevog kromata i uzorak je titriran s otopinom srebrnog nitrata do

prelaska boje iz zute u narancasto-crvenu. Paralelno s uzorkom, istim postupkom, titrirala se
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i destilirana voda. Iz razlike utroSenog volumena srebrnog nitrata za titraciju destilirane vode
1 uzorka, faktora koncentracije srebrnog nitrata i volumena uzorka izracunala se koncentracija

klorida u uzorku.

b) Odredivanje kalcija (HRN 1SO 6058:2001) i magnezija (HRN 1SO 6059:1998) napravljeno
je titracijom 50 mL uzorka s otopinom EDTA. Prva titracija se radi uz dodatak 4 ml
amonijacnog pufera 1 na vrhu Zli¢ice indikatora Eriokrom crno T. Titracija se provodi do
promjene boje otopine iz crvene u plavu. Racunski se iz utrosenog volumena EDTA izracuna
suma koncentracija kalcija i magnezija u otopini. Druga titracija s EDTA se provodi iz
dodatnih 50 ml uzorka u koje je dodano 2 ml otopine natrijevog hidroksida i na vrhu Zli¢ice
indikatora Kalkon. Titracija se provodi do promjene boje otopine iz ljubicaste u plavu. Iz
utroSenog Vvolumena izracuna se koncentracija kalcija u uzorka, a iz razlike sume
koncentracija kalcija 1 magnezija 1 koncentracije kalcija izraCunala se koncentracija

magnezija.

3.2.2.6. Analize teskih metala na AAS s grafitnom peci
Odredivanje je napravljeno izravnim injektiranjem odredenog volumena uzorka u instrument.
Prethodno je uzorak obraden filtriranjem preko filtar papira promjera pora 0,45um i zakiseljen

dodavanjem 0,5 ml dusi¢ne kiselina na 50 mL uzorka.

3.2.3.  Priprema podloga za uzgoj bakterija Salmonella typhimurium i S9 smjese

Za izvedbu pokusa potrebno je pripremiti tri vrste podloga — kompletna tekuca podloga (OX),
minimalna kruta podloga (VB) i top agar (TA). Kompletna tekuc¢a podloga priprema se
dodavanjem 0,75 g Nutrient broth No.2 u 30 mL destilirane vode. Tako pripremljena podloga
sterilizira se autoklaviranjem 20 min na 120 °C. Minimalna kruta podloga priprema se
dodavanje 7,5 g agara u 500 mL destilirane vode, te se sterilizira u autoklavu 20 min na 120°C.
Nakon sterilizacije u ohladenu otopinu se dodaje 10,0 mL VB soli (Vogel-Bonner soli), koje
su smjesa MgSO4 x 7 H20, K2HPO4, K2HPO4 x 3 H20, NHsNaHPO4, NHsNaHPO4 x 4 H20
i limunske kiseline otopljenih u vrucoj destiliranoj vodi, 12,5 mL histidina i 6,25 mL glukoze.
Top agar podloga se priprema dodavanjem 0,72 g agara u 120 mL destilirane vode, te se
sterilizira u autoklavu 20 min na 120 °C. Prije razlijevanja agar se zagrije u mikrovalnoj
peénici te mu se doda 2,4 mL VB soli, 12 Ml otopine histidin biotina i 1,5 ml 40% glukoze.
S9 smjesa priprema se dodavanjem 2,5 ml NADP, 0,75 ml glukoza-6-fosfat, 0,75 mL MgClI2
X 6H20, 0,75 mL KCI, 12,5 mL PO4- pufera, 5,25 mL sterilne destilirane vode i 2,5 mL S9
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(mikrosomalna frakcija) u Erlenmayerovu tikvicu volumena 25 mL. S9 je metaboli¢ki
aktivator dobiven homogeniziranjem jetre Stakora koji je boga tenzimima, ribosomima i

endoplazmatiskim retikulom

3.2.4. Uzgoj bakterije Salmonella typhimurium iz pohranjene bakterijske kulture

Do pocetka pripreme bakterijska kultura je pohranjena na -80 °C. Bakterijski soj se priprema
iz jedne izolirane bakterijske kolonije. Na bakterijskim sojevima su provodeni testovi za
provjeru funkcionalnosti i prisutnosti svih Zeljenih genotipskih svojstava (mutacija na his-
operonu, rfa i uvr- B mutacije), te prisustvu pKM101 plazmida i broj spontanih revertanata
(Mortelmans i Zeiger, 2000).

3.2.5. Kultivacija HEp2 stani¢ne linije i priprema stani¢ne suspenzije

Zamrznuta stani¢na kultura otopila se u vodenoj kupelji pri 37 °C nakon Cega se
centrifugiranjem pri 1000 rpm kroz 5 min uklonio supernatant. U dobiveni talog doda se 1 mL
svjezeg medija zagrijanog na 37 °C 1 ponovno centrifugira na 1000 rpm kroz 5 min. Ovako
pripremljene stanice nasaduju se u petrijeve zdjelice. Nakon 24 sata stanice se nasaduju u T-
boce i uzgajaju do subkonfluentnog stanja, kada se mogu koristiti za eksperiment (Freshney,
2000). Za pripremu stani¢ne suspenzija sa stanica u T-bocama pipetom se ukloni preostali
medij i stanice se isperu 0,25% tripsinom. Nakon ispiranja na stanice se doda mala koli¢ina
otopine 0,25% tripsina. Na taj nacin stanice se odlijepe od podloge i poprimaju okrugli oblik.
Za zaustavljanje proteolitickog ucinka tripsina, na stanice se dodaje medij obogacen serumom

(Freshney, 2010).

3.2.6. Analiza genetickih karakteristika Amesovih sojeva

Nakon pripreme zamrznutih stanica, a prije izvodenja genotoksikoloSkih eksperimenata,
testirani sojevi su analizirani zbog provjere geneti¢kog integriteta i stope povratnih mutacija.
Testovi ukljucuju provjeru rfa markera, provjeru uvr B delecije, prisutnost plazmida pKM101

i broj povratnih mutanata.

a) Provjera rfa markera:
Na kompletnu (NB) podlogu nacijepljeno je 100 pL prekonoéne kulture i razmazano sa
sterilnim Stapi¢em po Drigalskom. Na sredinu ploce je stavljen sterilni papirnati disk na koji

je dodano 10 pL otopine kristal violeta i podloga je inkubirana kroz 24 sata na 37 °C. Svi
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Salmonella sojevi bi trebali pokazati zonu inhibicije koja okruzuje disk (Venitt i Parry,
1984; Timbrell, 2000).

b) Provjera uvr B delecije:

Na kompletnu (NB) podlogu kapaljkom je dodano 4 kapi prekonoéne kulture na jednakim
udaljenostima jedna od druge. Kapi su se ravnomjerno rasporedile po podlozi. Bakterije na
podlozi su postepeno ozra¢ene UV svjetlosti u maksimalnom trajanju od 15 sekundi, ukoliko
bi izlaganje bilo dulje od 15 sekundi smanjilo bi se prezivljavanje bakterija (Venitt i Parry,

1984; Timbrell, 2000).

c) Prisutnost plazmida pKM101 (ampicilin rezistentnost)
Na kompletnu (NB) podlogu nacijepljeno je 100 puL prekono¢ne kulture i razmazano sa
sterilnim Stapi¢em po Drigalskom. Na sredinu ploce je stavljen sterilni papirnati disk na koji

je dodano 10 pL ampicilina i podloga je inkubirana kroz 24 sata na 37 °C.

d) Ucestalost povratnih mutanata: svaki od ispitivanih sojeva ima karakteristiénu ucestalost
spontanih revertanata his®. Obi¢no postoje varijacije koje ovise o laboratoriju te o izboru
otopine. Neki sojevi su visoko osjetljivi na S9 koncentracije i njihove vrijednosti spontanih

revertanata rastu sa koncentracijom S9 (Mortelmans i Zeiger, 2000).

3.2.7. Odredivanje toCkastih mutacija procjedne i podzemnih voda na bakterijskom test
sustavu Salmonella typhimurium

Za ispitivanje tockastih mutacija kori$teni su sojevi Salmonella typhimurium s ve¢ postoje¢im
mutacijama u histidinskom operonu. Ovi sojevi su histidin auksotrofi te ne mogu stvarati
kolonije na minimalnoj podlozi. Nove mutacije na mjestu ili u blizini mjesta postojece
mutacija mogu vratiti funkcionalnost gena i omoguciti stanicama da opet sintetiziraju histidin
i rastu na podlogama bez prisustva histidina. Takve novo mutirane stanice su povratni mutant-
prototrofi (Mortelmans i Zeiger, 2000). Ames-ov test je koriSten za odredivanje mutagenog
u¢inka. U 2 mL top agra dodana je odredena koncentracija ispitivanog uzorka vode (0,1x,
1,0x, 5,0x i 10,0x), 100 uL bakterijskog soja i 500 uL PBS-a (kada se eksperiment provodi
bez metabolickog aktivatora). Sve zajedno je homogenizirano i preneseno na minimalnu (VB)
podlogu te inkubirano 48 sati na 37 "C. Kada se eksperiment provodi u prisustvu metaboli¢kog

aktivatora postupak je isti, samo se umjesto 500 uL. PBS-a dodaje 500 puL S9 smjese. Uz
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svaki eksperiment se radi i negativna kontrola (Mortelmans i Zeiger, 2000). Nakon inkubacije
se odreduje kvocijent mutacije (Qm-) koji predstavlja omjer broja kolonija poraslih nakon
tretiranja uzorkom i broja kolonija poraslih na negativnoj kontroli.

3.2.8.  Odredivanje citotoksi¢nog ucéinka procjedne i podzemne vode na HEp2 stani¢noj
liniji

Odredivanje citotoksi¢nog ucinka napravljeno je Neutral red metodom (Babich i
Borenfreund, 1991). Neutral red metoda je Siroko primijenjena metoda kojom se odreduje
citotoksi¢nosti razliCitth tvari s brojnim primjenama u biomedicinskim ispitivanjima i
ispitivanjima utjecaja na okoli§ (Borenfreund i Puerner, 1984; Babich i Borenfreund, 1991).
To je kolorimetrijski test koji se temelji na ugradnji boje Neutral red (3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidrokoloid) u lizosome zivih stanica nakon inkubacije S
istrazivanim tvarima. Neutral red je slabo kationska boja koja prolazi kroz stani¢nu membranu
neionskom pasivnom difuzijom 1 elektrostatskim hidrofobnim vezama veZe se na dijelove
lizosomskog matriksa (Winckler J, 1974; Nemes i sur 1979.) Zadrzavanje boje u stanici ovisi
o sposobnosti stanice da odrzava pH gradijent. Ksenobiotici koji oStecuju plazmu ili
lizosomalnu membranu smanjuju unos i zadrzavanje boje, te se uocava razlika izmedu
normalnih, oSte¢enih i mrtvih stanica. O$tecene ili mrtve stanice ne zadrzavaju boju nakon
ispiranja i procesa fiksacije (Babich i Borenfreund, 1991) zbog toga je koli¢ina zadrzane boje
proporcionalna broju zivih funkcionalnih stanica.

Za izvodenje metode na mikrotitarske plo¢ice od 96 jazica nasadeno je 100 pL
suspenzije stanica HEp2 u koncentraciji 10° stanica mL™ kroz 24 sata. Inkubacija stanica
trajala je 24 sata pri 37 °C. Nakon $to su stanice usle u eksponencijalnu fazu rasta tretirane
su, kroz 24 sata, uzorcima vode u koncentracijama 0,1x, 1,0x, 5,0x i 10,0x. Nakon 24 sata
tretiranja, da se ukloni preostali medij i uzorci, stanice su isprane sa 100 uL PBS-pufera.
Nakon ispiranja u jazice je dodano 100ul radne otopine Neutral red, te su inkubirane 1 sat pri
37°C. Poslije inkubacije stanice su ponovno isprane s 100 uL PBS pufera. Ekstrakcija boje iz
lizosoma zivih stanica napravila se s 100 pl otopine za odbojavanje, te se intenzitet
ekstrahirane boje mjerio na spektrofotometrijskom c¢itacu mikrotitarskih ploc¢ica pri 540 nm.
Kao negativna kontrola koristio se ¢isti medij bez uzoraka (Repetto i sur, 2008; Durgo i sur,
2009). Ispitivanje je ponovljeno 2 puta sa 6 tretmana koncentracija svih uzoraka po

eksperimentu. 1z dobivenih podataka izratunao se postotak prezivljena prema formuli:
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Gdje je,
A — apsorbancija tretiranih stanica
NK — apsorbancija negativne kontrole

3.2.9.  Odredivanje prooksidativnog ucinka procjedne i podzemne vode na HEp2 stani¢noj
liniji

Odredivanje slobodnih radikala (ROS) nastalih bazalnim metabolizmom ili metabolizmom
ksenobiotika kojima su stanice izlozene vr$i se 2',7'- diklorofluorescin-diacetat
fluorimetrijskim testom. Struktura 2',7'- diklorofluorescin-diacetat (DCFH-DA) mu
omogucuje laku difuziju kroz stani¢nu membranu gdje se u citosolu stanica djelovanjem
intracelularnih enzima prevodi u 2',7'- diklorofluorescin (DCFH) koji je izrazito fluorescentan
(Wang i Joseph, 1999). Na mikrotitarske ploce s 96 jazica nasadeno je 100 uL suspenzije
HEp2 stanica koncentracije 10° stanica mL™. Nakon nasadivanja stanica u jaZice je dodana
ispitivana voda razli¢itih koncentracija (0,1X — 10,0X) i stanice su inkubirane 24 sata pri 37°C.
Inkubacija se odvijala tijekom eksponencijalne faze rasta stanica. Nakon 24 sata stanice su
isprane s 100,0 uL PBS pufera i dodano je 100 uL otopine DCFH-DA (50 uM), te su stanice
ostavljene 30 minuta u inkubatoru na 37 °C. Poslije inkubacije s DCFH-DA izmjeren je
intenzitet fluorescencije pri valnim duljinama od 485+10 nm za ekscitaciju i 530+12 nm za
emisiju (Vuli¢, 2011). Eksperiment je ponovljen dva puta sa 6 tretmana koncentracija svih

uzoraka po eksperimentu. Postotak indukcije izrazen je prema formuli:

_ ROS x 100
"="p
ROS = IF
~ NK

Gdje je,

In — postotak indukcije
ROS - intenzitet fluorescencije

IF — fluorescencija tretiranih stanica
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NK — fluorescencija negativne kontrole

P — posto prezivljenja (v.p. 4.2.4)

3.2.10. Odredivanje lipidne peroksidacije procjedne i podzemne vode na HEp2 stani¢noj
liniji

Peroksidacija lipida se odredila fluorimetrijski TBARS metodom koriste¢i MDA ekvivalente
dobivene iz tetraetoksipropana. Prilikom reakcije MDA s tiobarbituratnom kiselinom (TBA)
nastaje ruziCasto obojenje koje je proporcionalno koncentraciji TBARS u uzorku

(Devasagayam i sur., 2003).

3.2.10.1.0dredivanje TBA-MDA kompleksa u uzorcima

U petrijeve zdjelice promjera 10 cm nasadeno je 5,0 ml stani¢ne suspenzije koncentracije
stanica 10° stanica mL™*. Nakon nasadivanja stanica u petrijeve zdjelice je dodana ispitivana
voda i stanice su ostavljene kroz 24 sata. Poslije 24 sata sa stanica je uklonjen medij i stanice
su isprane s PBS puferom. Plasti¢nim S$tapice stanice su pazljivo uklonjen s dna Petrijevih
posudica i prebacene u mikroepruvete za centrifugu, te su dva puta isprane s po 1 mL PBS
pufera. Ovako pripremljene stanice su centrifugirane u trajanju 5 min na 5000 okr/min. Nakon
centrifugiranja u epruvete je dodano 200,0 uL PBS-a, te se stanice razbijaju s kuglicama
promjera 0,2 um u 3 ciklusa vorteksiranja i hladenja. Svaki ciklus se sastoji od 30 sekundi
vorteksiranja nakon kojih slijedi 30 sekundi hladenja uzorka. Iz ovako pripremljenih stanica
5,0 uL uzorka se kvantitativno preneseno u Kivetu za kasnije odredivanje proteina po
Bradfordu, a u preostalih 100,0 pL se dodaje 200,0 pl 10%-tne trikloroctene kiseline 1 drzi 15
minuta na temperaturi od +4°C. Nakon hladenjA, tijekom kojega su se istalozili proteini,
uzorak se centrifugirao kroz 5 min na 5000 okr/min. Iz supernatanta se uzelo 300,0 pL otopine
u koji se dodalo 300,0 uL 0,67%-tne tiobabituratne kiseline, te se inkubiralo kroz 30 minuta
na 95°C. Nakon inkubacije 100,0 pL uzorka se dodalo u mikrotitarske plocice (96 jaZica) te
se mjerio intenzitet fluorescencije pri valnim duljinama od 560 nm za ekscitaciju i 585 nm za
emisiju. Ispitivanje se napravilo u 4 paralelna odredivanja. Koncentracija TBA-MDA
kompleksa izraunava se iz baZzdarnog dijagrama (Durgo i sur. 2007, BSA, 2009) i izrazava u
uM mg? proteina. Bazdarni dijagram napravio se iz ishodisne otopine malondialehida u
koncentracijskom podrucju od 0,0 do 1,5 uM.

3.2.10.2. Odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu

U kivetu je kvantitativno preneseno 5,0 pL supernatanta (stani¢nog lizata), pipetom je dodano

95,0 uL destilirane vode i 1,0 mLI Bradfordovog reagensa. Nakon 2 minute reakcije,
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apsorbancija otopine je mjerena na 595 nm. Koncentracija proteina u uzorcima odredena je iz
bazdarnog dijagrama pripremljenog iz BSA raspona koncentracija od 0,0 uL do 100 pL
(Bradford, 1976). Eksperiment je ponovljen 2 puta s 2 tretmana koncentracija svih uzoraka

po ispitivanju.

3.2.11. Odredivanje jednolan¢anih i dvolancanih lomova izazvanih procjednom i
podzemnim vodama na HEp2 stani¢noj liniji

U petrijeve zdjelice promjera 10 cm nacijepljeno je 5,0 ml stani¢ne suspenzije koncentracije
stanica 10° stanica mL™. Nakon nasadivanja stanica u petrijeve zdjelice je dodana ispitivana
voda i stanice su ostavljene kroz 24 sata. Poslije 24 sata s stanica je uklonjen medij i stanice
su isprane s PBS puferom. Plasti¢nim S$tapice stanice su pazljivo uklonjen s dna Petrijevih
posudica i prebac¢ene u mikroepruvete za centrifugu, te su dva puta isprane s po 1 mL PBS
pufera. Ovako pripremljene stanice su centrifugirane u trajanju 5 min na 5000 okr/min. Nakon
centrifugiranja 10 uL stanica su resuspendirane u 100,0 uL. LMP agaroze (LMP — ,Low
Melting Point™) 1 nanesene na bruSeno predmetno stakalce na koje je prethodno nakapano
300,0 uL NMP (NMP — ,Normal Melting Point*) agaroze (1%) i polimerizirano na sobnoj
temperaturi. Nakon 10 minuta polimerizacije gel je presvucen s jo$ jednim slojem agaroze,
polimeriziran i1 provedena je liza uzoraka u ohladenom puferu za lizu stanica (4°C u trajanju
od 1 sat). Po zavrSetku liziranja stanice su tretirane puferom za denaturaciju i provedena je
elektroforeza pri jakosti struje od 300 mA, naponu od 25 V i trajanju od 20 minuta. Poslije
elektroforeze napravljena je neutralizacija puferom uza neutralizaciju (0,4 M Tris). Preparat
je obojan s 100,0 uL etidij-bromida, ispran s Tris-HCI puferom, te pokriven pokrovnim
stakalcem. Ovako pripremljeni preparat je mjeren pomoc¢u programa za analizu slike Comet
Assay Il (Perceptive instruments Ltd., UK), a mikroskopska analiza je napravljena pomocu
epifluorescencijskog mikroskopa s ekscitacijskim filterom podeSenim na 515-560 nm. U

svrhu analize genotoksi¢nog u¢inka voda, koriSteni su parametri duzina repa i intenzitet repa.
3.3. Statisticka obrada rezultata

Svi rezultati su obradeni statisticki one-way ANOVA statistickim programom uz granicu

statisticke znacajnosti od p<0,05.
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4, REZULTATI

4.1. KEMIJSKI SASTAV PROCJEDNE | PODZEMNIH VODA

Rezultati fizikalno-kemijskog ispitivanja podzemne vode uzorkovanih u jesen 2013. godine,
zimu 2013. godine i ljeto 2014 na pijezometrima P1 (hidroloski uzvodno od tijela odlagalista),
P2 (izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista) i P3 (hidroloski nizvodno od tijela
odlagalista) i procjedne vode uzorkovane u istom periodu na ulazu u uredaj za proc¢is¢avanje

otpadne vode odlagalista otpada Mraclinska Dubrava prikazani su u tablicama 6-10.

Tablica 6. Fizikalno-kemijski sastav podzemne vode uzorkovane na pijezometru P1.
Pijeozmetar P1 nalazi se na sjevernoj strana odlagalista, hidroloski uzvodno od smjera toka

podzemnih voda.

Pokazatelj Rezultati
Jesen, 2013 godine Zima, 2013 godine Ljeto, 2014 godine
pH 7,40 7,14 7,16
Elektrovodljivost (us cm™) 615 660 670
UKkupna tvar suSena (mg L) 72 76 80
Suspendirana tvar (mg L™) <2 <2 <2
KPK (KMnOg) (mg O, L™) 5,0 3,2 4,0
BPK(mg O.L™) 1,4 11 18
Organski dusik (mg N L™?) 0,40 0,40 0,50
Ukupni fosfor (mg P L™) 0,022 0,018 0,020
Kloridi (mg CI L?) 10,0 18,0 20,0
Sulfati (mg SO/ LY) 8,0 12 14
Kalij (mg L™) 28 30 32
Amonij (mg N L) 0,050 0,006 0,008
Nitriti (mg N L?) 0,005 0,033 0,033
Nitrati (mg N L?) 2,2 2,8 3,0
Ukupni dusik (mg N L™) 3,87 3,80 4,00
Kalcij (mg L?) 55 60 58
Magnezij (mg L) 27 30 26
Zeljezo (mg L™) <0,050 <0,010 <0,010
Mangan (mg L?) <0,050 <0,010 <0,010
Flouridi (mg L) 0,180 0,090 <0,100
Arsen (mg L) <0,010 0,670 <0,010
Kadmij (mg L?) <0,010 <0,010 <0,010
Krom (mg L) <0,050 <0,050 <0,050
Krom (VI) (mg L?) <0,010 <0,01 <0,010
Olovo (mg L?) <0,025 0,198 <0,025
Ziva (mg LY) <0,001 <0,001 <0,001
Nikal (mg L™) <0,100 <0,001 <0,100
Cink (mg L?) <0,100 <0,001 <0,100
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Rezultati pokazuju da kod vecine fizikalno-kemijskih pokazatelja nema znacajnijih promjena
Elektrovodljivost i pH vrijednost tijekom cijele godine su u rasponu od 615 do 670 pS cm™,
odnosno 7,14 — 7,40 pH jedinica.

Suspendirane tvari su ispod granica detekcije, permanganatni indeks u rasponu od 3,2 do 5,0
mg Oz L, a biokemijska potrosnja kisika u rasponu od 1,1 do 1,8 mg O, L.

Koncentracija ukupnog dusika tijekom cijele godine je oko 4,00 mg L, s time da je
koncentracija amonija nesto visa tijekom jeseni (0,050 mg N L) u odnosu na zimu (0,006 mg
N L) i ljeto (0,008 mg N L™Y).

Za razliku od amonija, nitriti i nitrati pokazuju trend povecanja koncentracije tijekom zime i
lieta. Tako je u jesen izmjerena koncentracija od 0,005 mgNO2-N L™ a u ljeto sljedece godine
iznosila je 0,33 mg NO2-N L, dok je koncentracija nitrata u jesen bila 2,2 mg NO-N L, a u
ljeto slijedeée godine 3,0 mg NOs-N L.

Koncentracije klorida, sulfata, kalcija i magnezija su tijekom cijele godine sli¢nih vrijednosti
i ne pokazuje velike oscilacije.

Od teskih metala, najviSe koncentracije izmjerene su kod arsena i olova u uzorku
uzorkovanom u zimu 2013. godine. Koncentracija arsena iznosila je 0,670 mg L?, a olova
0,198 mg L. Budu¢i da su ove vrijednosti arsena i olova odredene u uzorku iz pijezometra
P1 koji je hidroloski uzvodno od odlagalista, navedena kontaminacija se ne moze dovesti U
izravnu vezu s procjednim vodama odlagalista, te dodatno ukazuje na vaznost redovitog

monitoringa podzemnih voda.
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Tablica 7. Fizikalno-kemijski sastav podzemne vode uzorkovane na pijezometru P2.

Pijezometar P2 nalazi se na sredi$njem dijelu odlagalista, kod uredaja za proc¢is¢avanje voda,

izmedu saniranog i aktivnog dijela odlagalista.

 Jesen,2013godine  Zima 2013godine  Ljeto, 2014 godine |

pH 7,44 7,16 7,24
Elektrovodljivost (us cm™) 645 665 680
Ukupna tvar susena (Mg L?) 680 674 680
Suspendirana tvar (mgL?) 2 <2 <2
KPK (KMnQOs) (mg O2L") 51 3,2 34
BPK(mg Oz L) 16 0,8 16
Organski dusik (mg N L) 0,5 0,3 0,3
Ukupni fosfor (mg P L™) 0,028 0,090 0,110
Kloridi (mg CI L?) 14,0 18,0 21,0
Sulfati (mg SO,*L%) 12,0 14,0 16,0
Kalij (mg L") 30 32 33
Amonij (mg N L) 0,060 0,012 0,014
Nitriti (mg N L) 0,008 0,009 0,010
Nitrati (mg N L™) 3,40 2,60 2,90
Ukupni dusik (mg N L™) 4,20 3,70 3,90
Kalcij (mg L?) 53 51 55
Magnezij (mg L™) 22 24 28
Zeljezo (mg LY) < 0,050 < 0,050 < 0,050
Mangan (mg L™) < 0,050 < 0,050 < 0,050
Flouridi (mg L™) 0,174 0,070 0,090
Arsen (mg L) < 0,010 0,510 < 0,010
Kadmij (mg L?) < 0,010 < 0,010 < 0,010
Krom (mg L™?) < 0,050 < 0,010 < 0,010
Krom (VI) (mg L?) < 0,010 < 0,010 < 0,010
Olovo (mg L?) 0,028 <0,025 < 0,025
Ziva (mg L) < 0,001 < 0,001 < 0,001
Nikal (mg L) < 0,100 < 0,100 < 0,100
Cink (mg L™) < 0,100 < 0,100 < 0,100

Iz rezultata ispitivanja na pijezometru P2, koji se nalazi izmedu saniranog i aktivnog dijela
odlagalista u blizini uredaja za procis¢avana otpadne vode vidljivo je da nema znacajnijih
promjena u koncentracijama izmedu uzoraka uzorkovanih u jesen 2013. godine, zimu 2013.
godine i ljeto 2014. godine (Tablica 7). 1zmjerene vrijednosti pokazatelja ukazuju da ne dolazi
do prodiranja procjednih voda u podzemlje, a izmjerene vrijednosti vrlo su sli¢ne kao i kod

pijezometra P1.
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Elektrovodljivost i pH vrijednost tijekom cijele godine su se kretale u rasponu od 645 do 680
uS cm?, odnosno 7,16 — 7,44 pH jedinica. Permanganatni indeks bio je u rasponu od 3,2 do
5,1 mg O2 L, a biokemijska potrosnja kisika u rasponu od 0,8 do 1,4 mg O, L%, Koncentracija
ukupnog dusika tijekom cijele godine je oko 4,00 mg L™, a amonij i nitrati imaju visu
koncentraciju tijekom jeseni u odnosu na zimu i ljeto. Koncentracije klorida, sulfata, kalcija i
magnezija su tijekom cijele godine stabilne i vrlo slicne vrijednostima iz pijezometra P1.

Koncentracije svih teskih metala, osim arsena, su ispod granice kvantifikacije analitickih
metoda, a izmjerena koncentracija arsena iznosi 0,510 mg L™ te je niza nego na pijezometru

P1 izmjerena u istom razdoblju.

Tablica 8. Fizikalno-kemijski sastav podzemne voda izmjerena na pijezometru P3.
Pijeozmetar P3 nalazi se na juznoj strani odlagalista, hidroloski nizvodno od smjera toka

podzemnih voda.

Pokazatelj Rezultati
Jesen, 2013 godine Zima, 2013 godine Ljeto, 2014 godine

pH 7,28 7,18 7,24
Elektrovodljivost (us cm™) 745 765 780
Ukupna tvar suSena (mg L™) 88 80 84
Suspendirana tvar (mg L™) 4 <2 <2
KPK (KMnOs) (mg O2L™) 5,4 3,0 3,6
BPK(mg O, L") 1,9 1,0 1,6
Organski dusik (mg N L?) 0,3 0,3 0,4
Ukupni fosfor (mg P L?) 0,034 0,010 0,012
Kloridi (mg CI L?) 22,0 19,0 23,0
Sulfati (mg SO,* L?) 14,0 16,0 19,0
Kalij (mg L™) 34 33 35
Amonij (mg N L) 0,050 0,010 0,012
Nitriti (mg N L?) 0,005 0,018 0,020
Nitrati (mg N L?) 2,30 2,60 2,70
Ukupni dusik (mg N L™) 3,94 3,60 3,60
Kalcij (mg L?) 58 65 68
Magnezij (mg L) 30 32 34
Zeljezo (mg L") < 0,050 < 0,050 < 0,050
Mangan (mg L?) < 0,050 < 0,050 < 0,050
Flouridi (mg L™) < 0,100 0,650 0,140
Arsen (mg L) < 0,010 0,490 < 0,010
Kadmij (mg L?) < 0,010 < 0,010 < 0,010
Krom (mg L™) < 0,050 < 0,050 < 0,050
Krom (VI) (mg L?) < 0,010 < 0,010 < 0,010
Olovo (mg L?) < 0,025 < 0,025 < 0,025
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Ziva (mg L) < 0,001 < 0,001 < 0,001
Nikal (mg L) < 0,100 < 0,100 < 0,100
Cink (mg L) < 0,100 < 0,100 < 0,100

Koncentracije fizikalno-kemijskih pokazatelja kakvoce odredeni na pijezometru P3, koji je
smjesten na juznom dijelu, hidroloski nizvodno od aktivne plohe odlagalista, pokazuju da ne
dolazi do prodiranja procjednih voda u podzemlje (Tablica 8). Izmjerene vrijednosti su vrlo
sli¢ne kao 1 na pijezometrima P1 i P2. Koncentracija arsena u uzorku uzorkovanom u zimu
2013. godine iznosi 0,490 mg L™

Tablica 9. Kemijski sastav neobradene (sirove) procjedne vode

Pokazatelj Rezultati
Jesen, 2013 godine Zima, 2013 godine Ljeto, 2014 godine

pH 8,38 8,14 8,09
UKupna tvar suSena (mg L™) - 2802 5550
Suspendirana tvar (mg L™) 80 78 150
KPK (KMnOs) (mg Oz LY) 1050 673 1653
BPK(mg O; L™) 108 174 288
Ukupni fosfor (mg P L™?) 5,40 6,76 7,37
Ukupni dusik (mg N L?) 670 255 315
Kloridi (mg CI L™) 470 390 460
Sulfati (mg SO.* LY 205 198 250
Kalij (mg L) 6150 4900 -
Zeljezo (mg L™) <0,050 <0,050 <0,050
Mangan (mg L™?) - 5 0,080
Flouridi (mg L™) 2,01 0,445 0,500
Arsen (mg L™) <0,010 0,010 0,022
Kadmij (mg L™) <0,010 <0,010 <0,010
Krom (mg L™) 0,060 0,338 0,280
Krom (VI) (mg L™) <0,010 <0,010 <0,010
Olovo (mg L™ 0,034 <0,025 <0,025
Ziva (mg L") <0,001 <0,001 <0,001
Nikal (mg L™) <0,100 0,199 0,231
Cink (mg L) <0,100 <0,100 <0,100

Izmjerene koncentracije fizikalno-kemijskih pokazatelja u procjednoj vodi (Tablica 9.)
ukazuju da odlagaliste Mraclinska Dubrava spada u stabilizirano odlagaliSte starosti izmedu
10 i 20 godina (Mukherjee i sur., 2015). Pocetak odlaganja na prvoj plohi odlagalista bio je
1976. godine i na nju se odlagao otpad do sanacije i zatvaranja 2003. godine. Nakon 2003.

godine otpad se odlaze na novu plohu. Procjedne vode koje se skupljaju u lagunu, izmedu te
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dvije plohe odlagalista su u prosjeku starosti izmedu 10 i 20 godina §to potvrduju provedena
ispitivanja.

Iz rezultata ispitivanja procjedne vode vidljivo je da procjedna voda odstupa po sastavu od
podzemnih voda hidroloski uzvodno od odlagalista (pijezometar P1), podzemne voda izmedu
stari i nove plohe odlagalista (pijezometar P2) i podzemne voda hidroloski nizvodno od
odlagalista (pijezometar P3), te se moze pretpostaviti da brtveni sustavi odlagalista otpada

Mraclinska Dubrava funkcioniraju i da ne dolazi do prodiranja procjedne vode u podzemlje.

Uz fizikalno-kemijska ispitivanja provedena u laboratoriju, na odlagalistu se provodilo
kontinuirano mjerenje manjeg broja pokazatelja kakvocée procjedne vode tijekom cijele
godine. Odredivanje tih pokazatelja kakvoce provedeno je u laboratoriju koji se nalazi u

sklopu uredaja za procis€avanje otpadne vode.

U tablicama 10 i 11 prikazani su rezultati mjese¢nih mjerenja odabranih pokazatelja kakvoce
procjedne vode, 1 to pH, KPK, BPK, ukupni fosfor, ukupni dusik, amonij, nitrati 1 nitriti,
odredeni tijekom 2013. i 2014. godine.

Tablica 10. Rezultati mjese¢nih mjerenja kakvoée neobradene (sirove) procjedne vode

odredeni tijekom 2013. godine.

Pokazatelj
pH KPK BPK Ukupni  Ukupni  Amonij  Nitrati Nitriti
fosfor dusik
Sijecanj 7,8 669 48,2 6,0 671 217 6,3 0,2
Veljaca 7,8 621 86,8 4,2 484 240 3,4 0,1
OZujak 7,8 645 45,3 4,1 391 133 3,8 0,1
Travanj 7,9 611 35,7 3,6 476 214 6,5 0,2
Svibanj 8,1 736 94,0 4,9 600 247 7,9 0,1
Lipanj 8,3 968 86,8 4,6 532 228 7,2 0,2
Srpanj 7,9 991 143 59 791 273 10,5 0,2
Kolovoz Nema Nema Nema Nema Nema Nema Nema Nema
podataka podataka podataka podataka podataka podataka podataka podataka
Rujan 8,4 1018 111 57 690 227 6,2 0,3
Listopad 8,1 1027 442 55 707 142 8,9 0,3
Studeni 8,0 984 47,0 5,2 505 117 9,2 0,2
Prosinac Nema Nema Nema Nema Nema Nema Nema Nema
podataka podataka podataka podataka podataka podataka podataka podataka
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Tablica 11. Rezultati mjeseénih mjerenja kakvoce neobradene (sirove) procjedne vode

odredeni tijekom 2014. godine.

Sijecanj
Veljaca
OzZujak
Travanj
Svibanj
Lipanj

Srpanj

Kolovoz

Rujan

Listopad

Studeni

Prosinac

Pokazatelj
pH KPK BPK Ukupni  Ukupni ~ Amonij  Nitrati Nitriti
fosfor dusik
7,65 1274 51,3 6,52 820 421 12,1 0,186
7,74 1120 79,7 6,18 791 316 12,3 0,189
7,83 1323 111 6,84 799 322 12,1 0,250
7,90 1347 58,3 6,10 77 257 14,2 0,173
8,07 1588 84,5 7,59 952 431 9,02 0,275
8,28 Nema Nema Nema Nema Nema Nema Nema
podataka podataka podataka podataka podataka podataka podataka
7,88 Nema Nema Nema Nema Nema Nema Nema
podataka podataka podataka podataka podataka podataka podataka
7,64 2007 Nema 7,71 872 887 11,0 1,07
podataka
7,67 1623 Nema 8,53 719 564 8,14 4,20
podataka
7,90 1533 Nema 7,28 858 520 9,81 0,159
podataka
8,14 1434 78,0 5,22 659 384 8,10 3,06
7,99 1244 50,0 6,44 491 299 9,89 0,196
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4.2  CITOTOKSICNI UCINAK PROCJEDNE | PODZEMNIH VODA NA
STANICNU LINIJU HEP2 METODOM NEUTRAL RED

Rezultati citotoksi¢nog u¢inka procjedne i podzemnih voda prikazani su na slikama 4 - 6.
Citotoksi¢ni u¢inak je oCitavan nakon 24 sata tretmana i prikazan pri rasponu koncentracija
od 0,1 do 10.

Kod uzoraka vode uzorkovanih u jesen 2013. godine podzemna voda hidroloski uzvodno od
odlagalista (uzorak P1), podzemna voda izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak
P2) i podzemna voda hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak P3) nisu pokazali statisti¢ki
znacajnu citotoksi¢nost u odnosu na negativnu kontrolu. Procjedna voda je pokazala statisticki

znacajnu citotoksi¢nost stanica kod koncentracija 5,0x i 10,0x u odnosu na kontrolu (Slika 4.).
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Slika 4. Postotak prezivljenja stanica Hep2 u odnosu na negativnu kontrolu, mjeren pri 450
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nm. Kod pijezometra P1 (% prezivavljavanja izmedu 73+11% — 101£15%) , pijezometra P2
(% prezivavljavanja izmedu 82+24% - 100+12%) i pijezometra P3 (% preZivljavanja izmedu
87+14% — 105%+19%) ne postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu,
dok kod procjedne vode dvije najvise koncentracije pokazale su statisticki znacajnu razliku

(oznaceno zvjezdicom).
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Kod uzoraka vode uzorkovanih u zimu 2013. godine podzemna voda hidroloski uzvodno od
odlagalista (uzorak P1), podzemna voda izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak
P2) i podzemna voda hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak P3) nisu pokazali statisticki
znacajnu citotoksi¢nost u odnosu na negativnhu kontrolu. Procjedna voda je pokazala

statisticki znacajnu citotoksi¢nost stanica kod koncentracija 5,0x i 10,0x u odnosu na kontrolu

(Slika 5.).
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Slika 5. Postotak prezivljenja stanica Hep2 mjeren pri 450 nm u odnosu na negativnu kontrolu.
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Kod pijezometra P1 (% prezivavljavanja izmedu 81£29% — 103+£18%), kod pijezometra P2
(% prezivavljavanja izmedu 92+18% - 109+11%) i kod pijezometra P3 (% prezivavljavanja
izmedu 98+18% — 108%=+10%) ne postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu
kontrolu. Kod procjedne vode dvije najvise koncentracije pokazale su statisticki znacajnu

razliku (oznaceno zvjezdicom).
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Kod uzoraka vode uzorkovanih u ljeto 2014. godine podzemna voda hidroloski uzvodno od
odlagalista (uzorak P1), podzemna voda izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak
P2) i podzemna voda hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak P3) nisu pokazali statisticki
znacajnu citotoksi¢nost u odnosu na negativnu kontrolu. Procjedna voda je pokazala statisticki

znacajnu citotoksi¢nost stanica kod koncentracija 5,0x i 10,0x u odnosu na kontrolu (slika 6).
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Slika 6. Postotak prezivljenja stanica Hep2 mjeren u odnosu na negativnu kontrolu mjeren
pri 450 nm. Kod pijezometra P1 (% prezivavljavanja izmedu 87+17% — 108+12%),
pijezometra P2 (% prezivavljavanja izmedu 95+14% - 112+12%) 1 pijezometra P3 (%
prezivavljavanja izmedu 96+13% — 117%=+16%) ne postoji statisticki znafajna razlika u
odnosu na negativnu kontrolu, dok kod procjedne vode dvije najviSe koncentracije pokazale

su statisticki znacajnu razliku (oznaceno zvjezdicom).
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4.3. INDUKCIJA SLOBODNIH RADIKALA PODZEMNIM | PROCJEDNIM
VODAMA NA STANICNOJ LINIJI HEP2 METODOM DIKLOROFLUORESCIN-
DIACETAT

Indukcija slobodnih radikala odredena je nakon 24 sata inkubacije. Prikazana je kao odnos
induciranih radikala u stanicama tretiranim vodama i bazalnih radikala izmjerenih u
negativnoj kontroli. Postotak indukcije je izrazen u usporedbi s preZivjelim stanicama.

Rezultati istrazivanja indukcije slobodnih radikala podzemnim i procjednim vodama na

stani¢noj liniji Hep2 prikazani su na slikama 7-9.

Kod uzoraka uzorkovanih u jesen 2013. godine procjedna voda u koncentraciji 10x izaziva
indukciju slobodnih radikala u odnosu na negativnu kontrolu (k), te u doznoj ovisnosti u
odnosu na nize koncentracije procjedne vode. Podzemna voda hidroloski uzvodno od
odlagalista (uzorak P1), izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2), te hidroloski
nizvodno od odlagaliSta (uzorak P3) ne uzrokuju statisticki znacajnu indukciju slobodnih

radikala (Slika 7).
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Slika 7. Indukcija slobodnih radikala u HEp2 stani¢noj liniji izazvana podzemnim i

procjednim vodama uzorkovanim tijekom jeseni 2013. godine (oznaceno zvjezdicom).
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Kod uzoraka uzorkovanih u zimu 2013. godine podzemna voda hidroloski uzvodno od
odlagalista (uzorak P1), izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2), te hidroloski
nizvodno od odlagalista (uzorak P3) ne uzrokuju statisticki znacajnu indukciju, kao ni

procjedna voda uzorkovana na ulazu u procista¢ otpadnih voda (slika 8.).
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Slika 8. Indukcija slobodnih radikala u HEp2 stani¢noj liniji izazvana podzemnim i

procjednom vodom uzorkovanim tijekom zime 2013. godine (oznaceno zvjezdicom).

Istrazivani uzorci podzemne vode uzorkovani u ljeto 2014. godine hidrolo8ki uzvodno od
odlagalista (uzorak P1) i izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2) ne izazivaju
statisti¢ki znacajnu promjenu u odnosu na kontrolu (Slika 9).

Uzorci podzemne vode uzorkovani na pijezometru P3 (hidroloski nizvodno od odlagalista)
izazivaju indukciju slobodnih radikala u odnosu na negativnu kontrolu (koncentracije 1,0x,
5,0x i 10x) i u doznoj ovisnosti u odnosu na nize koncentracije (Slika 9).

Kod procjedne vode koncentracije 1,0x, 5,0x i 10,0x postoji statisticki znacajno povecanje
indukcije slobodnih radikala u odnosu na kontrolu 1 u doznoj ovisnosti u odnosu na nize

koncentracije (Slika 9).

59



3000

2
g
D 2500
@
53
E a8 abc*
E,'L';_.: 2000
= ':; a,b,c.* 0.1
B
= 5 I
== 1
& .~ 1500
% E a,b.d* ahd* 5
== I -
o M
'55 o 1000 10
W
& 3 acd? a,c,d?®
9 I b,c,dE
= g b,c.d L
2 500 g Ir ozl I = I

0

P1 P2 P3 procjedna k pk

Slika 9. Indukcija slobodnih radikala u HEp2 stani¢noj liniji izazvana podzemnim i

procjednim vodama uzorkovanim tijekom ljeta 2014. godine (oznac¢eno zvjezdicom).

4.4. UCINAK PROCJEDNE I PODZEMNIH VODA NA LIPIDNU
PEROOKSIDACIJU NA STANICNOJ LINIJI HEP2 TBARS METODOM

Rezultati lipidne peroksidacije kao postotak indukcije kompleksa malondialdehid-
tiobarbiturna kiselina MDA-TBA za podzemnu i procjedna vodu prikazani su slikama 10-12.
Postotak indukcije kompleksa malondialdehida dobiven je na nacin da se vrijednost
koncentracije malonaldehida u ispitivanim uzorcima dobije iz jednadZbe pravca bazdarnog
dijagrama koji pokazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji kompleksa MDA-TBA. 1z
jednadzbe pravca bazdarnog dijagrama koji prikazuje ovisnost apsorbancije 0 koncentraciji
proteina izraCunata je pripadajuca vrijednost koncentracije proteina u uzorcima. Postotak
indukcije kompleksa malondialdehid-tiobarbiturna kiselina MDA-TBA se dobije usporedbom

vrijednost koncentracija kompleksa MDA-TBA i koncentracije proteina.
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Istrazivani uzorci podzemne vode hidroloski uzvodno od odlagalista (uzorak P1), izmedu
sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2), te hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak
P3) ne izazivaju statisticki znacajnu promjenu u odnosu na kontrolu (Slika 10).

Kod procjedne vode koncentracije 5,0x i 10,0x postoji statistiCki znacajno povecanje
indukcije lipidne peroksidacije odnosu na negativnu kontrolu i statisticki znac¢ajno povecanje

u odnosu na nize koncentracije (0,1x i 1x) procjedne vode (Slika 10).
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Slika 10. Postotak indukcije lipidne peroksidacije mjeren u odnosu na negativnu kontrolu,
jesen 2013. godine. Kod pijezometra P1 (% indukcije izmedu 67% — 105%), pijezometra P2
(% indukcije izmedu 82% — 114%) i pijezometra P3 (% indukcije izmedu 89% — 117%) ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu (K), dok kod procjedne
vode (% indukcije izmedu 92% — 414%), dvije najvise koncentracije (5x i 10x) pokazale su
statisticki znacajnu razliku (oznaceno zvjezdicom) u odnosu na negativnu kontrolu (k) i u

odnosu na niZe koncentracije (0,1X i 1X).
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Uzorci podzemne vode hidroloski uzvodno od odlagalista (uzorak P1) i podzemne vode
izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2) ne izazivaju statisticki znacajnu
promjenu u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu (Slika 11).

Podzemna voda hidroloski nizvodno (uzorak P3) izaziva lipidnu peroksidaciju u doznoj
ovisnosti 1 to kod koncentracije 10,0x koje izazivaju statisticki znacajnu promjenu u indukciji
lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu i u odnosu na koncentracije 0,1x i 1x (Slika 11).
Procjedna voda izaziva lipidnu peroksidaciju u doznoj ovisnosti i to kod koncentracija 5,0x i
10,0x koje izazivaju statisti¢ki znacajnu promjenu u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu

na kontrolu i u odnosu na nize koncentracije (Slika 11).
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Slika 11. Postotak indukcije lipidne peroksidacije mjeren u odnosu na negativnu kontrolu.
Kod pijezometra P1 (% indukcije izmedu 80% — 121%) i pijezometra P2 (% indukcije izmedu
93% — 121%) ne postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu, dok kod
pijezometra P3 (% indukcije izmedu 100% — 132%) najveca koncentracija (10x), a kod
procjedne vode dvije najveée koncentracije (5X i 10X) pokazale su statisti¢ki znacajnu
promjenu (oznaceno zvjezdicom) u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu i u

odnosu na niZe koncentracije (Slika 11).
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Uzorci podzemne vode hidroloski uzvodno od odlagalista (uzorak P1) i podzemne vode
izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2) ne izazivaju statisticki znacajnu
promjenu u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu (Slika 12).

Podzemna voda hidroloski nizvodno (uzorak P3) izaziva lipidnu peroksidaciju u doznoj
ovisnosti i to kod koncentracije 5,0x koje izazivaju statisticki zna¢ajnu promjenu u indukciji
lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu (Slika 12).

Procjedna voda izaziva lipidnu peroksidaciju u doznoj ovisnosti i to kod koncentracija 0,1x,
Ix 5x 1 10x koje izazivaju statisticki znaCajnu promjenu u indukciji lipidne peroksidacije u

odnosu na kontrolu (slika 12).
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Slika 12. Postotak indukcije lipidne peroksidacije mjeren u odnosu na negativnu kontrolu.

Kod pijezometra P1 (% indukcije izmedu 95% — 126%) i pijezometra P2 (% indukcije izmedu
97% — 124%) ne postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu, dok kod
pijezometra P3 (% indukcije izmedu 113% — 139%) koncentracija (5x), a kod procjedne vode
dvije najvece koncentracije (5x 1 10x) pokazale su statisticki znacajnu promjenu (oznaceno
zvjezdicom) u indukciji lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu i u odnosu na nize

koncentracije (Slika 12).
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45 TOCKASTE MUTACHJE IZAZVANE PROCJEDNOM I PODZEMNIM
VODAMA NA BAKTERIJSKOM SUSTAVU Salmonella typhimurium

U tablicama 12, 13, 14 i 15 nalazi se pregled mutagenog uc¢inka podzemnih i procjednih voda
koji se o¢itao nakon 48 sati inkubacije pri 37 °C. U tablicama je prikazan broj revertanata his*
i koeficijent mutacije. Rezultati se odnose na uzorke koji su uzorkovani tijekom jeseni 2013.

godine.

Tablica 12. Mutageni u¢inak podzemne vode hidroloski uzvodno od odlagalista (pijezometar
P1) na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka metabolickog
aktivatora (S9) — jesen 2013. godine.

Bakterijski bez metabolickog sa metabolickim
S0j koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella uzorak P1 (x) his* his*

typhimurium revertanti** Qm*** revertanti Qm
TA 98 0,1 31£19 1,00 58+23 0,96
1,0 38+18 1,24 56+4 0,93
5,0 34+£12 1,12 61+£35 1,01
10,0 30+10 0,97 2248 0,36

NK* 31+5 1 60+14 1
TA 100 0,1 78+8 0,89 120+39 1,09
1,0 84+6 0,97 97+11 0,88
5,0 79+4 0,90 30+42 0,27
10,0 59+5 0,67 116+30 1,05

NK* 87 1 110£28 1

* - negativna kontrola

** - grednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija

% _ (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 12 nam ukazuju da ne postoji mutageno djelovanje podzemne
vode na bakterijske sojeve Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez prisustva

metabolickog aktivatora.
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Tablica 13. Mutageni u¢inak podzemne vode izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista
(pijezometar P2) na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka
metaboli¢kog aktivatora (S9) — jesen 2013. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella  uzorak P2 (x) his* his*

typhimurium revertanti** Qm*+ revertanti Qm
TA 98 0,1 28+£11 0,92 68+13 1,13
1,0 32+11 1,05 68+13 1,13
5,0 33+13 1,08 44+5 0,73
10,0 29+7 0,94 68+28 1,13

NK* 3145 1 60+14 1
TA 100 0,1 88+6 1,01 130+33 1,18
1,0 88+11 1,01 105+11 0,95
5,0 912 1,04 262422 2,38
10,0 73+6 0,83 81+16 0,74

NK* 87 1 110+£28 1

* - negativna kontrola

** - grednja vrijednost broja poraslih kolonija & standardna devijacija

*E% _ (Qm) kvocijent mutacije
Rezultati prikazani u Tablici 13 nam ukazuju da postoji mutageno djelovanje podzemne vode
iz pijezometra P2 na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 100 pri koncentracijama
0,1x, 1x, 5x i 10x uz prisustva metabolickog aktivatora. Na bakterijski soj Salmonella

typhimurium TA 98 nije uo¢eno mutageno djelovanje pri niti jednoj koncentraciji

Tablica 14. Mutageni u¢inak podzemne vode hidroloski nizvodne od odlagalista (pijezometar
P3) na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka metabolickog
aktivatora (S9) — jesen 2013. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella  uzorak P3 (x) his* his*
typhimurium revertanti** Qm*# revertanti Qm
TA 98 0,1 34+£12 1,09 72+21 1,19
1,0 35+12 1,14 138+69 2,29
5,0 3618 1,17 45422 0,74
10,0 25+13 0,82 32+1 0,53
NK* 31+5 1 60+14 1
TA 100 0,1 84+7 0,97 98+4 0,89
1,0 89+10 1,02 95+6 0,86
5,0 98+5 1,12 10014 0,91
10,0 73+4 0,84 143 1,30
NK* 87 1 110£28 1

* - negativna kontrola

** - srednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
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% - (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 14 nam ukazuju nije uo¢eno mutageno djelovanje pri niti jednoj
koncentraciji na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez metabolickog

aktivatora.

Tablica 15 Mutageni ucinak procjedne vode na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA
98 1 TA 100 s i bez dodatka metabolickog aktivatora (S9) — jesen 2013. godine

Bakterijski .. bez metabolickog sa metaboli¢kim
. koncentracija . .

S0j procjedna aktivatora aktivatorom

Salmonella voda (x) his* Qm**+ his® Om
typhimurium revertanti** revertanti

TA 98 0,1 40+18 1,30 54+18 0,89
1,0 31£12 1,01 252497 4,20
5,0 35+15 1,14 128 2,13
10,0 2614 0,85 101 1,68

NK* 31£5 1 60+14 1
TA 100 0,1 94+19 1,07 216+40 1,96
1,0 98+3 1,13 59+26 0,53
5,0 94+1 1,07 68+37 0,61
10,0 200+14 2,30 344+18 3,13

NK* 87 1 110+28 1

* - negativna kontrola
** - grednja vrijednost broja poraslih kolonija & standardna devijacija
*** - (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 15 nam ukazuju da postoji mutageno djelovanje na bakterijske
sojeve Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100. Mutageno djelovanje na soj TA 100 je
primjeCeno na koncentraciji 10X s i bez metaboli¢kog aktivatora, a na soj TA 98 pri

koncentraciji 1x s metaboli¢kim aktivatorom.
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U tablicama 16, 17, 18 i 19 prikazan je pregled mutagenog ucinka procjedne i podzemnih
voda ocitavan nakon 48 sati inkubacije pri 37°C. Prikazan je broj revertanata his* i koeficijent

mutacije. Rezultati se odnose na uzorke koji su uzorkovani tijekom zime 2013. godine.

Tablica 16. Mutageni u¢inak podzemne vode hidroloski uzvodno od odlagalista (pijezometar
P1) na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka metabolickog
aktivatora (S9) — zima 2013. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella uzorak P1 (x) his* his™

typhimurium revertanti** Qm*+ revertanti Qm
TA 98 0,1 30+2 1,11 5419 1,06
1,0 29+2 1,07 55+8 1,10
5,0 3148 1,15 5145 1,02
10,0 22+13 0,82 46+14 0,84

NK* 27+3 1 50+2 1
TA 100 0,1 137411 1,12 135+10 0,93
1,0 14117 1,16 15348 1,06
5,0 121427 0,99 153+15 1,06
10,0 101+8 0,83 228+13 1,56

NK* 122434 1 150412 1

* - negativna kontrola
** - srednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
*E% _ (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 16 nam ukazuju da ne postoji mutageno djelovanje podzemne
vode na bakterijske sojeve Salmonella typhimurium TA 98 1 TA 100 s i bez prisustva

metabolickog aktivatora.

67



Tablica 17. Mutageni u¢inak podzemne vode izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista
(uzorak P2) na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka
metabolickog aktivatora (S9) — zima 2013. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
S0j koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella  uzorak P2 (x) his* his*

typhimurium revertanti** Qm*+ revertanti Qm
TA 98 0,1 177 0,62 6312 1,26
1,0 1948 0,70 47+4 0,94
5,0 36+5 1,33 52+14 1,04
10,0 32+4 1,19 54416 1,08

NK* 27+3 1 50+2 1
TA 100 0,1 114£10 0,93 143+10 0,96
1,0 139+13 1,14 15548 1,01
5,0 114+£18 0,93 139415 1,03
10,0 10110 0,82 140+13 0,93

NK* 122434 1 149+12 1

* - negativna kontrola
** - srednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
*E% _ (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 17 nam ukazuju da ni pri jednoj koncentraciji, s ili bez
metabolickog aktivatora, podzemna voda izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista
(pijezometar P2) ne uzrokuje mutageni u¢inak na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA

98 1 TA 100.

Tablica 18. Mutageni u¢inak podzemne vode hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak P3)
na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka metaboli¢kog
aktivatora (S9) ) — zima 2013. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella uzorak P3 (x) his* his*
typhimurium revertanti** Qm*** revertanti Qm
TA 98 0,1 2742 1 48+11 0,96
1,0 27+3 1 61+2 1,22
5,0 29+8 1,07 5742 1,14
10,0 267 0,96 46+5 0,92
NK* 2743 1 50+2 1
TA 100 0,1 144+16 1,18 138+7 0,86
1,0 14121 1,16 17948 1,11
5,0 125+13 1,02 14943 0,93
10,0 97+14 0,79 16949 1,05
NK* 122434 1 161+£37 1

* - negativna kontrola
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** - srednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
*#% - (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u tablici 18 nam ukazuju da ni pri jednoj koncentraciji, s ili bez
metaboliCkog aktivatora, podzemna voda hidroloski nizvodno od odlagalista (pijezometar P3)

ne uzrokuje mutageni ucinak na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 1 TA 100.

Tablica 19. Mutageni u¢inak procjedne vode na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA
981 TA 100 s i bez dodatka metabolickog aktivatora (S9) ) — zima 2013. godine

Bakterijski koncentracija bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj uzorak aktivatora aktivatorom
Salmonella  procjedne his™ fek his*
typhimurium vode (X) revertanti** Qm revertanti Qm
TA 98 0,1 21+4 0,78 50+2 1
1,0 20+3 0,74 50+3 1
5,0 36+3 1,33 40+17 0,80
10,0 25 0,93 5148 1,02
NK* 27+3 1 50+2 1
TA 100 0,1 146+16 1,19 162+8 0,98
1,0 136+21 1,11 166+3 1,01
5,0 129+13 1,06 172+7 1,04
10,0 124+14 1,02 147420 0,89
NK* 122434 1 16545 1

* - negativna kontrola
** - srednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
*#* _ kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 19 nam ukazuju da ni pri jednoj koncentraciji, s ili bez
metabolickog aktivatora, procjedna voda ne uzrokuje mutageni u¢inak na bakterijski soj

Salmonella typhimurium TA 98 1 TA 100.
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U tablicama 20, 21, 22 i 23 prikazan je pregled mutagenog ucinka procjedne i podzemnih

voda ocitavan nakon 48 sati inkubacije pri 37°C. Prikazan je broj revertanata his” i koeficijent

mutacije. Rezultati se odnose na uzorke koji su uzorkovani tijekom ljeta 2014. godine.

Tablica 20. Mutageni u¢inak podzemne vode hidroloski uzvodno od odlagalista (pijezometar

P1) na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka metabolickog
aktivatora (S9) — ljeto 2014. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella uzorak P1 (x) his* his™

typhimurium revertanti** Qm*+ revertanti Qm
TA 98 0,1 27+3 1,00 30+4 0,86
1,0 20+£5 0,74 3182 0,90
5,0 20+4 0,75 30+2 0,87
10,0 2443 0,90 30+6 0,88

NK* 27+3 1 3545 1
TA 100 0,1 194+13 1,16 173£12 1,05
1,0 203+14 1,21 161+17 0,98
5,0 179+13 1,07 168+14 1,02
10,0 14343 0,85 155412 0,94

NK* 168+31 1 165+19 1

* - negativna kontrola
** - grednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
*E% _ (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 20 nam ukazuju da ni pri jednoj koncentraciji, s ili bez

metabolickog aktivatora, podzemna voda hidroloski uzvodno od odlagalista (pijezometar P1)

ne uzrokuje mutageni ucinak na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 1 TA 100.
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Tablica 21. Mutageni u¢inak podzemne vode izmedu sanirane i aktivne plohe odlagalista

(uzorak P2) na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka

metaboli¢kog aktivatora (S9)- ljeto 2014. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
S0j koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella  uzorak P2 (x) his* his*

typhimurium revertanti** Qm*+ revertanti Qm
TA 98 0,1 25+1 0,92 28+7 0,82
1,0 20+£1 0,73 38+6 1,11
5,0 29+7 1,07 34+6 0,99
10,0 2749 1,02 3345 0,96

NK* 27+3 1 3545 1
TA 100 0,1 218+16 1,30 159+10 0,97
1,0 20619 1,23 16548 1,00
5,0 200+15 1,19 173£15 1,05
10,0 14343 0,85 19243 1,17

NK* 168+31 1 149+12 1

* - negativna kontrola
** - grednja vrijednost broja poraslih kolonija & standardna devijacija
*#% - (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 21 nam ukazuju da ni pri jednoj koncentraciji, s ili bez
metabolickog aktivatora, podzemna voda izmedu sanirane i1 aktivne plohe odlagalista
(pijezometar P2) ne uzrokuje mutageni u¢inak na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA

98 1 TA 100.

Tablica 22. Mutageni u¢inak podzemne vode hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak P3)
na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 i TA 100 s i bez dodatka metaboli¢kog

aktivatora (S9) - ljeto 2014. godine

Bakterijski bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj koncentracija aktivatora aktivatorom
Salmonella uzorak P3 (x) his* his*

typhimurium revertanti** Qm*** revertanti Qm
TA 98 0,1 3148 1,14 32+4 0,93
1,0 20+2 0,76 3343 0,94
5,0 27+4 1,00 28+9 0,80
10,0 25+1 0,92 27+12 0,77

NK* 2743 1 35+5 1
TA 100 0,1 219+13 1,31 17148 1,04
1,0 238+18 1,42 177+11 1,07
5,0 204431 1,21 17316 1,05
10,0 210£15 1,26 152+16 0,92

NK* 168+31 1 165+19 1

* - negativna kontrola
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** - grednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
*#% - (Qm) kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u tablici 22 nam ukazuju da ni pri jednoj koncentraciji, s ili bez
metaboliCkog aktivatora, podzemna voda hidroloski nizvodno od odlagalista (pijezometar P3)

ne uzrokuje mutageni ucinak na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA 98 1 TA 100.

Tablica 23. Mutageni u¢inak procjedne vode na bakterijski soj Salmonella typhimurium TA
98 1 TA 100 s i bez dodatka metabolickog aktivatora (S9) - ljeto 2014. godine

Bakterijski koncentracija bez metabolickog sa metaboli¢kim
SOj uzorak aktivatora aktivatorom
Salmonella  procjedne his™ fek his*

typhimurium vode (X) revertanti** Qm revertanti Qm
TA 98 0,1 25+3 0,92 38+8 1,09
1,0 22+1 0,82 32+4 0,91
5,0 28+4 1,03 33+2 0,98
10,0 26+6 0,97 3243 0,91

NK* 27+3 1 3545 1
TA 100 0,1 21943 1,31 156+14 0,95
1,0 157+19 0,94 172+18 1,01
5,0 168+21 1,00 170+2 1,03
10,0 146+14 0,90 166+12 1,01

NK* 168+31 1 165+19 1

* - negativna kontrola

** - srednja vrijednost broja poraslih kolonija + standardna devijacija
*#* _ kvocijent mutacije

Rezultati prikazani u Tablici 23 nam ukazuju da ni pri jednoj koncentraciji, s ili bez
metabolickog aktivatora, procjedna voda ne uzrokuje mutageni u¢inak na bakterijski soj

Salmonella typhimurium TA 98 1 TA 100.
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4.6. KROMOSOMSKE MUTACIJE IZAZVANE PROCJEDNOM | PODZEMNIM
VODAMA NA HEP2 STANICNOJ LINIJI KOMET TESTOM

Genotoksi¢ni ucinak procjedne i podzemnih voda se odredivao pomocu programa za analizu
slike Comet Assay II.

Kromosomska ostecenja su prikazana pomocu parametara duzine repa kometa i intenziteta
repa kometa.

Rezultati prikazani na slikama 13 i 14. odnose se na uzorke prikupljene tijekom zime 2013.

godine.

Or1 P2 [ P3 [J procjedna voda

In duzina repa zima
=
S

2

0.1x 1x 5x 10x K PK

Koncentracija

Slika 13. Duzina repa kometa stanica HEp2 stani¢ne linije. Rezultati duljine repa kometa
uzorka uzetog na pijezometru P1 krecu se u rasponu od 2,77+0,16 do 2,83+0,17, za uzorak
uzet na pijezometru P2 u rasponu od 2,76+0,24 do 2,99+0,32, za uzorak uzet na pijezometru
P3 od 2,80+0,15 do 2,92+0,25, za procjednu vodu u rasponu od 2,67+0,20 do 2,87+0,23.

Rezultat (Slika 13) pokazuju da niti jedna koncentracija podzemne vode hidroloski uzvodno
od odlagalista (uzorak P1), podzemne vode izmedu sanirane i aktivne plohe odlagaliSta
(uzorak P2), podzemne voda hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak P3) i procjedne vode
prije ulaska u procis¢ivac ne izazivaju statisticki znac¢ajnu promjenu u duzini repa kometa u

odnosu na kontrolu.
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Or1 P2 [] P3 [ procjedna voda
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Koncentracija

Slika 14. Intenzitet repa kometa stanica HEp2 stani¢ne linije. Rezultati intenziteta repa kometa
uzorka uzetog na pijezometru P1 krecu se u rasponu od 0,74+0,11 do 0,81+0,35, za uzorak
uzet na pijezometru P2 u rasponu od 0,77+0,24 do 0,84+0,38, za uzorak uzet na pijezometru
P3 od 0,79+0,24 do 0,89+0,43, za procjednu vodu u rasponu od 0,83+0,0,54 do 1,25+0,81.

Rezultati (Slika 14) pokazuju da podzemna voda sjeverno od odlagalista (uzorak PI),
podzemna voda kod procis¢ivaca (uzorak P2) i podzemna voda ispod procis¢ivaca (uzorak
P3) ne uzrokuju statisticki znacajnu promjenu u intenzitetu repa u odnosu na kontrolu.

Kod procjedne vode intenzitet repa se statisticki znacajno mijenja u doznoj ovisnosti.
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Rezultati prikazani na slikama 15 i 16. odnose se na uzorke prikupljene tijekom ljeta 2014.

godine.
O rl1 P2 [JP3 [J procjedna voda
5
4.5
4 N a
d cd b .
3.5 ¢

In duZina repa ljeto

i
11
T

0.1x Ix 5x 10x K PK

Koncentracija

Slika 15. Duzina repa kometa stanica HEp2 stani¢ne linije. Rezultati duljine repa kometa
uzorka uzetog na pijezometru P1 kre¢u se u rasponu od 2,91+0,39 do 3,24+0,32, za uzorak
uzet na pijezometru P2 u rasponu od 2,92+0,23 do 2,97+0,23, za uzorak uzet na pijezometru

P3 od 2,96+0,23 do 3,15+0,21 za procjednu vodu u rasponu od 2,97+0,22 do 3,15+0,23.

Rezultati (Slika 15) pokazuju da podzemna voda sjeverno od odlagalista (uzorak P1),
podzemna voda kod procis¢ivaca (uzorak P2) i podzemna voda ispod procis¢ivaca (uzorak
P3) i procjedna voda ne uzrokuju statisti¢ki znac¢ajnu promjenu u intenzitetu repa u odnosu na
kontrolu (Slika 15).
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Slika 16. Intenzitet repa kometa stanica HEp2 stani¢ne linije. Rezultati intenziteta repa kometa
uzorka uzetog na pijezometru P1 krecu se u rasponu od 0,96+0,59 do 1,64+0,95, za uzorak
uzet na pijezometru P2 u rasponu od 0,96+0,61 do 1,35+0,88, za uzorak uzet na pijezometru

P3 od 1,32+0,88 do 1,56+0,76 za procjednu vodu u rasponu od 1,36+0,78 do 1,78+1,02.

Rezultati pokazuju da podzemna voda hidroloski uzvodno od odlagalista (uzorak P1) uzrokuje
statistiCki znacajnu promjenu u odnosu na kontrolu, podzemna voda izmedu sanirane i aktivne
plohe odlagalista (uzorak P2), podzemna voda hidroloski nizvodno od odlagalista (uzorak P3)
ne uzrokuju statisticki znaCajnu promjenu u intenzitetu repa u odnosu na kontrolu, dok

procjedna voda uzorkuje statisti¢ki znac¢ajne promjene u odnosu na kontrolu (Slika 16).

76



5. RASPRAVA

Procjedna otpadna voda — gospodarenje i procjena rizika za okoliS i ljudsko zdravlje

Rast industrijske proizvodnje i migracija stanovnistva iz ruralnih u urbana podrucja doprinosi
kontinuiranom povecanju koli¢ine proizvedenog otpada koji svake godine biva odlozen na
odlagalista otpada kako bi se u kontroliranim uvjetima odvijala njegova razgradnja do
inertnog materijala. Godisnje se na nekoliko stotina tisu¢a odlagaliSta otpada na svijetu (Jain
1 sur., 2014) odlozi vise od 10 milijardi tona mijeSanog komunalnog otpada (Shu i sur., 2018).
Prilikom razgradnje otpada, pod utjecajem oborina, nastaje procjedna voda koja zbog kolicine
1 sastava predstavlja potencijalnu opasnost za ljude 1 okoli§ (US EPA 1984). Zbog dotrajalih 1
neodrzavanih brtvenih sustava na odlagaliStima otpada postoji realna opasnost da onecis¢ivala
iz procjednih voda prodru u podzemlje 1 preko podzemnih voda bude transportirana u
povrsinske vode (Baun 1 sur., 2000). Odredivanje potencijalno Stetnih tvari u podzemnim i
povrSinskim vodama je sloZeni zadatak jer izvori zagadena mogu biti razliciti, od industrijskih
otpadnih voda, poljoprivrede 1 komunalnog otpada (Gajski 1 sur., 2012), te je teSko utvrditi
pravi izvor zagadenja. Dok je utjecaj procjednih voda na podzemne vode bolje istrazen i
predstavlja glavnu potencijalnu opasnost od zagadenja okoliSa vezanu uz odlagaliSte otpada
(Chen 1 sur., 2016; Han i sur., 2016; Samadder 1 sur., 2017), broj istrazivanja koji se bavi
utjecajem procjednih voda na povrSinske vode je vrlo mali. IstraZzivanja provedena na njima
uglavnom se baziraju na toksi¢nosti uslijed smanjenja koncentracije kisika i1 toksi¢nosti
amonija. Jednom kada procjedna voda dospije u okoli§ ona posjeduje znacajan toksicni i
genotoksicni potencijal za sve vodene organizme (Magbool i1 sur. 2011), te s pravom se
smatraju jednim od najznacajnijih izvora moguceg onecis¢enja okoliSa (Widziewicz i sur.,
2012). Toksic¢nost 1 koli¢ina procjednih voda moze varirati ovisno o godiSnjem dobu. Tako
tijekom ljeta, kada su temperature najviSe a koli¢ina oborina najniza, ocekuje se da ¢e dolaziti
do najbrze razgradnje otpada, ali zbog male koli¢ine oborina u procjedne vode biti ¢e isprana
najmanja kolicina Stetnih tvari. Takoder tijekom ljetnih mjeseci je i1 razina podzemnih voda
niza nego ostatak godine Sto dodatno oteZzava mijeSanje procjednih i podzemnih voda.
Dolaskom jeseni raste i koli¢ina oborina, a time i koli¢ina Stetnih tvari koje se ispiru u
procjednu vodu. S povecanjem koli€ine oborina dolazi i do povecéanja razine podzemne vode
u Sto dodatno olakSava mijeSanje procjednih voda s podzemnima i ulazak Stetnih tvari u
okolis. Tijekom zime uslijed smanjenja temperatura dolazi do usporavanja razgradnje otpada
1 smanjuju se koncentracije Stetnih tvari u procjednim vodama. Sezonske varijacije i utjecaj

oborina na toksi¢nost procjednih voda potvrdena je i u istraZivanju provedenom na
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sjemenkama vrste Sinapis Alba (Vaverkova i sur., 2018). U navedenom istrazivanju potvrdeno
je da koli¢ina oborina utjeCe na inhibiciju rasta korijena te je zabiljezena negativna korelacija
(viSe oborina manja inhibicija rasta korijena) §to se dovodi u vezu sa smanjenjem toksi¢nosti
procjednih voda uslijed njihova razrjedivanja s oborinskim vodama. Utjecaj oborina na
toksi¢nost procjednih voda potvrduje da je problematika procjene toksi¢nosti procjednih voda
vrlo slozena, te da zahtjeva interdisciplinarnu suradnju i upotrebu razli¢itih analitickih i
toksikoloskih ispitivanja kako bi §to bolje upoznao mehanizam djelovanja procjednih voda na
ekosustav.

Uz godisnja doba vrlo vazan ¢imbenik koji utjece na toksi¢nost procjednih voda je 1 starost
otpada tj. faza razgradnje u kojoj se nalazi otpad koji je odloZen na odlagaliste. Od trenutka
odlaganja otpad prolazi kroz 8 razli¢itih faza razgradnje: aerobna faza, anaerobna (kisela)
faza, poCetna metanogena faza, stabilna metanogena faza, faza oksidacije metana, faza ulaska
zraka, faza ugljik dioksida 1 faza zraka (Kjeldsen 1 sur. 2002). Trenutno niti jedno odlagaliSte
na Svijetu jo$ nije uslo u 5 fazu, te podaci o procesu razgradnje otpada u fazama od 5 do 8 su
iskljucivo teorijski. Zato kada govorimo o kontroli 1 mjerenju utjecaja odlagalista otpada na
ekosustav moramo uzeti u obzir da je to podrucje djelomicno neistrazeno, te da podaci s
kojima raspolazemo o tijeku razgradnje otpada na odlagalistu kroz narednih 50, 100 1 vise
godina su iskljucivo teorijski. Kako bi se izbjegli moguc¢i negative posljedice potrebno je
razmotriti razliCite naCine 1 tehnika kontrole utjecaja odlagaliSte. Moguce je da upravo
kombinirani pristup kontrole utjecaja odlagaliSta na ekosustav, koji ukljuCuje mjerenje
fizikalno-kemijskih 1 bioloskih pokazatelja, bude se pokazao kao najbolji za dugorocnu

kontrolu utjecaja odlagalista.

Procjedna voda Mraclinska Dubrava — fizikalno-kemijska kakvoca

Procjedne vode odlagaliSta su slozene smjese koje mogu sadrzavati veliki broj razlicitih
oneciS¢ivaca, a mnogi od njih mogu imati toksi¢ne i genotoksi¢ne ucinke. Kvantifikacija
navedenih oneci$¢ivaca je oteZana jer se moze ocekivati da veliki broj navedenih komponenti
bude prisutan ispod granice detekcije standardnih analitickih metoda, ali to ne eliminira
opasnost za okoli§ 1 bioraznolikost. Mnoge od tih tvari se smatraju opasnim i u malim
koli¢inama 1 njihov negativni ucinak je Cesto uzrokovan viSestrukim 1 sinergistickim
djelovanjem vise tvari i njihovim produktima transformacije zajedno (Oman i Junestedt,
2008). Ukoliko procjedne vode dospiju u vodonosnik (povrsinski sloj stijena odgovarajuce
poroznosti koji omogucava nakupljanje podzemne vode) dolazi do mijeSanja procjedne i

podzemne vode, te formiranja otopine s potencijalno Stetnim ucinkom na ekosustav
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(Christensen 1 sur., 2001). Utjecaj odlagalista na kvalitetu podzemne vode bio je predmet
brojnih istrazivanja, te se pokusao razjasniti s razli¢itih to¢aka gledista (Robinson i sur., 1982;
Baedecker 1 Apgar, 1984; Newell i sur., 1990; Kjeldsen i sur., 1993; Meju, 1993; Gailey i
Gorelick, 1993; Tejero i sur., 1993;Flyhammar, 1995; Vendrame i Pinho, 1997; Christensen i
sur., 2001). Potvrdeno je da i kada su kontaminanti prisutni u vrlo niskim koncentracijama,
ispod maksimalno dopustenih koncentracija prema legislativi za vodu za ljudsku potrosnju,
predstavljaju znacajnu opasnost za okoli§ (Mor 1 sur.,, 2006). Prema trenutno vazecim
zakonima u vecini drZzava Svijeta (Sjedinjene AmeriCke Drzave, Kanada, Europska Unija)
kontrola procjednih, podzemnih i povrSinskih voda provodi se 30 godina nakon prestanka
odlaganja otpada na odlagaliSte. Kako su najstarija odlagaliSta za koje imamo relevantne
podatke stara do 40 godina, i1 joS§ uvijek su u stabilnoj metanogenoj fazi, s pravom se postavlja
pitanje da li je kontrola 30 godina nakon zavrSetka odlaganja dovoljna, te Sto ¢e biti s
utjecajem odlagaliSta na okoli§ nakon 30 godina. Hoc¢e li se on smanyjiti ili ¢e 1 dalje ostati
znacajan ¢imbenik i predstavljati potencijalnu opasnost za ljudsku zdravlje i1 okolis.

S obzirom na navedene ¢injenice postoje jasni dokazi da za adekvatnu procjenu rizika kojega
procjedne vode odlagalista otpada predstavljaju za ekosustav nije dovoljno samo odrediti
fizikalno-kemijski sastav procjedne i podzemne vode, nego je potrebno provesti 1 ispitivanja
na bioloSkim test sustavima kako bi dobili kompletnu informaciju o toksi¢nosti procjedne 1
podzemne vode, te bolje razumjeli sloZzene procese koji se odvijaju u tijelu odlagalista.

Kako su uzorci vode uzeti s odlagaliSta neopasnog otpada na koje se odlaze uglavnom
mijeSani komunalni otpada, u podzemnoj vodi su se odredivale one tvari za koje se smatralo
da bi mogle biti prisutne u procjednoj vodi. Prilikom razgradnje i ispiranja otpada nastaju
velike koli¢ine organske tvari, dusikovi spojevi, kloridi, sulfati 1 teSki metali. Stoga su u
uzorcima podzemne vode odredivani navedeni pokazatelji kako bi se utvrdilo da 1i postoji
prodiranje procjedne vode u podzemlje, te do koje mjere je procjedna voda opterecena
navedenim onecis¢ivalima.

Procjedna voda Mraclinska Dubrava — bioloski test sustavi

Za procjenu genotoksi¢nog ucinka procjedne i podzemnih voda kao bioloSki test sustav
koriStena je stani¢na linijja humanog karcinoma grkljana HEp2 na kojoj je odredena
citotoksi¢nost, indukcija slobodnih radikala, lipidna peroksidacija i kromosomske aberacije.
Za odredivanje tockastih mutacija koristeni sa sojevi bakterije Salmonella tymphimurium
(TA98 1 TA100). Upotrebom navedenih bioanalitickih tehnika, procjena ukupne toksi¢nosti
uzoraka podzemne i procjedne vode postaje moguca bez odredivanja kemijskih spojeva koji

su odgovorni za navedeni toksi¢ni u¢inak. Kako su podaci dobiveni navedenim testovima
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opceniti ipak mogu posluziti da se procjeni ukupni toksi¢ni u€inak nekog uzorka na Zive
organizme, dok se klasi¢nim kemijskim metodama moze ciljano ispitati pojedini uzorak da
se utvrdi koje kemijske komponente uzorka su odgovorne za utvrdenu toksicnost.
Kontinuiranim razvojem analiticke opreme granice detekcije i kvantifikacije razli¢itih
zagadivala u vodama se znatno spustaju, te je danas je moguce odrediti koncentracije
pojedinih zagadivala koje su u proslom desetlje¢u bile nezamislive. Tako se u rutinskim
metodama ispitivanja granice detekcije teSkih metala spustaju redovno ispod mikrograma po
litri, a broj ksenobiotskih tvari koji se odreduju je sve ve¢i. Zbog jednostavnijih analitickih
postupaka vecina istrazivanja ksenobiotskih tvari odnosi se na polarne spojeve kao §to su
aromatski, klorirani 1 policikli¢ki ugljikovodici, poliklorirani bifenili, organoklorni pesticidi,
dok su istrazivanja polarnih ksenobiotika (fenolni spojevi, pesticidi) manje zastupljena.
Upravo zbog navedenih mogucnosti toksikoloskih ispitivanja da nam ukaze na potencijalno
citotoksicno 1 genotoksi¢no djelovanje procjednih voda u ovom istrazivanju koristili smo se
njima kao alatom za utvrdivanje utjecaja procjednih voda na ekosustav.

Usporedbom dobivenih rezultata, kao 1 kemijske analize voda, procijenjen je utjecaj
procjednih voda na podzemne vode. Odabir lokacija uzimanja uzoraka podzemnih voda
temeljio se na smjeru toka podzemne vode i samim time na mogucénost zagadenja podzemnih
voda s procjednima. Pijezometar P1 se nalazi hidroloSki uzvodno od tijela odlagalista, te
procjedne vode ne bi trebale imati utjecaja na podzemne vode uzorkovane na ovom
pijezometru. Pijezometar P2 nalazi se hidroloski nizvodno od stare (sanirane i zatvorene)
plohe odlagalista, a hidroloski uzvodno od nove plohe (na koju se jo§ odlaze otpad), te bi na
podzemne vode uzorkovane na njemu utjecaja trebala imati samo procjedna voda sa starog
dijela odlagalista. Pijezometar P3 nalazi se hidroloski nizvodno od odlagalista i na podzemne
vode uzorkovane na njemu utjecaj bi trebalo imati cijelo odlagaliste.

U provedenim ispitivanjima uoceno je da procjedna voda uzorkovanja tijekom jeseni i zime
2013. godine 1 ljeta 2014. godine smanjuje vijabilnost stanica, te da se s povecanjem
koncentracije procjedne vode pojacava i citotoksicni u€inak. Iz jednadZbe interpolirane
linearne krivulje izraunato je da procjedna voda uzrokovana u jesen 2013. godine
ukoncentrirana 7,9x inhibira 50 % stanica HEp2 stani¢ne linije, procjedna voda uzorkovana u
ljeto 2014. godine postize istu inhibiciju pri koncentraciji od 6,9x, dok procjedna voda
uzorkovana u zimu 2013. godine u najvecoj ispitanoj koncentraciji od 10x ne postize 50%
inhibiciju stanica HEp2 stani¢ne linije. Uzrok smanjenja citotoksi¢nosti procjedna vode
uzorkovane tijekom zime 2013. godine mozda je moguce povezati sa smanjenom

koncentracijom amonija u tim uzorcima. Dok je prosje¢na koncentracija amonija tijekom
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2013. godine od sije¢nja do rujna iznosila 222 mg N L', a tijekom 2014. godine 456 mg N
L' koncentracija amonija tijekom listopada, studenog i prosinca 2013. godine iznosila je 130
mg N L. Utjecaj amonija na toksi¢nost procjedne vode utvrden je i ranije u ispitivanjima
provedenim od Clemment i Merlin (2005) i Takuya i sur. (2011), te uklanjanjem amonijaka
nitrifikacijom 1 denitrifikacijom u uredajima za procis¢avanje otpadnih voda moguce je
smanjiti toksi¢nost procjednih voda. Kako unutar tijela odlagalista koja su u pocetnoj i
stabilnoj metanogenoj fazi (3. i1 4. faza), zbog metanogenih uvjeta, ne dolazi do razgradnje
amonijaka jedini na¢in njegovog uklanjanja je tijekom izluzivanja, te koncentracija amonijaka
u procjednim vodama moZe biti vrlo visoko (do 2000 mg N L!). Jednom kada procjedna voda
dospije u lagune u aerobnim uvjetima dolazi do proces nitrifikacije (bioloska oksidacija) 1
amonijak prelazi u nitrite 1 dalje iz nitrita u nitrate, te se postepeno smanjuje njegova
koncentracija u procjednoj vodi. Kako su koncentracije ostalih zagadivala u procjednoj vodi
vrlo visoke ona vrlo ¢esto, ako nema obrade na UPOV-u, ne zadovoljava kriterije navedene u
Pravilniku o grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 80/13, 43/14, 27/1513/16)
za ispusStane u sustav javne odvodnje, te se vraca na tijelo odlagaliSta. Vracanjem vode na
tijelo odlagaliSta dodatno se pospjesuje i ubrzava proces razgradnje otpada na odlagalistu, ali
se 1 ponovno povecava koncentracija amonija u procjednim vodama. Istrazivanje provedeno
na 50 njemackih odlagaliSta utvrdilo je da 30 godina nakon prestanka odlaganja otpada nije
doslo do znacajnijeg smanjenja koncentraciji amonija u procjednoj vodi (Krumpelbeck i
Ehrig, 1999). Posto je vracanje procjedne vode na tijelo odlagalista koristan proces vrijedilo
bi zadrzati tu praksu, ali na ovaj nacin postoji opasnost da se koncentracija amonijaka i ostalih
Stetnih tvari u procjednoj vodi znatno poveca, te bi bilo dobro zakonski regulirati kriteriji za
procjednu vodu koja se smije vratiti na tijelo odlagalista. Tako bi se primoralo odlagaliSta da
investiraju u izgradnju i odrzavanje razli€itih tipova uredaja za procis¢avanje otpadnih voda
1/ili povecaju kapacitete i funkcionalnost sabirnih bazena, ali pri tome treba voditi racuna da
nije svaka tehnologija jednako funkcionalan u proc¢is¢avanje procjednih voda odlagalista. Za
razliku od vecine industrijskih 1 sanitarno-fekalnih otpadnih voda procjedne vode odlagalista
se odlikuju manjom biorazgradivoscu, te klasi¢ni bioloski uredaji za proc¢iS¢avanje voda nece
biti jednako funkcionalni kod prociS¢avanja procjednih voda kao §to su kod ostalih otpadnih
voda. IstraZivanje na procjednim vodama, provedeno od Klauck i sur., 2017., pokazalo je da
se primjenom naprednih oksidacijskih tehnika (AOP) u obradi procjednih voda moze postici
znatno veci stupanj prociS¢avanja, nego bioloSkom obradom. Primjenom elektrokemijske
oksidacije pri luznatom pH postigli su smanjenje organske tvari preko 50% i u potpunosti

uklonili amonijak prisutan u procjednoj vodi. Dobiveni produkti razgradnje organske tvari

81



imali su smanjenju citotoksic¢nost i genotoksi¢nost S§to je potvrdeno ispitivanjima na test
sustavu Allium cepa.

Uz navedene metode smanjena i kontrole amonijaka u procjednim vodama vrlo vaznu ulogu
ima razvrstavanje otpada i mehanicko bioloska obrada otpada prije odlaganja na deponij.
Glavni izvor amonijaka u mijeSanom komunalnom otpadu su proteini (Kjeldsen i sur. 2002),
te ukoliko se na odlagaliste otpada odlaze otpad bez prethodnog sortiranja ili mehanicko
bioloSke obrade u regionalnim centrima za gospodarenje otpadom za ocekivati je da
koncentracija amonijaka u procjednim vodama bude viSe nego u sortiranom tj. obradenom
otpadu. To je jo$ jedan od razloga zasto je u vrlo je vazno §to prije zapoceti sa praksom
razvrstavanja otpada na ku¢nom pragu kako bi se udio kuhinjskog otpada, kojega je trenutno
oko 30%, sveo na najmanju mogucu mjeru i samim time smanjila koncentracija amonijaka u
procjednim vodama.

Istrazivanja provedena na biljnim 1 Zivotinjskim organizmima pokazala su da procjedna voda
uzrokuje smrtnost izlozenih organizama koja je razlicita u ovisnosti na koncentraciju
procjedne vode. Analizom akutne toksi¢nosti na Artemia sp. utvrdeno je da procjedna voda
koja je 70% koncentrirana izaziva 50 %-tno smanjenje prezivljenja (Bortolotto 1 sur., 2009).
Li 1 sur. (2008) 1 Awasti 1 sur., (2017) dokazali su da procjedne vode pri visokim
koncentracijama inhibiraju klijanje, rast i stani¢nu diobu kod Triticum aestivum. Ovakve
razlike u indukciji citotoksi¢nog ucinka se pripisuju razli¢itom kemijskom sastavu otpada i
razliitim test sustavima. Prema US EPA (1988) kalcijevi, magnezijevi i kalijevi kloridi su
odlagali$ne procjedne vode, Oman i Junestedt (2008) zakljuéili su da je povecana toksi¢nost
vode uzrokovana kloridnim spojevima (390-4600 mg L), ovisno o oborinama i godisnjem
dobu. U procjednoj vodi s odlagaliSta Mraclinska Dubrava koncentracija klorida bila je u
prosjeku 440 mg L' §to odgovara vrijednostima kloridnih spojeva dobivenih u istraZivanju
Oman i Junestedt (2008). Provedena istrazivanja na korelaciji izmedu koncentracija fizikalno-
kemijskih pokazatelja i akutne toksi¢nosti procjedne vode na organizme Daphnia magna i
Xenopus laevis potvrdili su vezu izmedu koncentracije amonija, alkaliteta, klorida i kemijske
potro$nje kisika s toksi¢nosti procjedne vode (Pablos i sur, 2011).

Za razliku od procjedne vode podzemna voda kod svih ispitanih koncentracija nije pokazala
statisticki znagajnu citotoksi¢nost. Sto nam potvrduje da su brtveni sustavi na odlagalistu
otpada Mraclinska dubrava funkcionalni i da ne dolazi do prodiranja procjedne vode u tlo, a

samim time i u podzemne vode.
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Istrazivanje provedeno od strane Gill i Tuteja (2010) pokazalo je da oksidativni stres moze
biti izazvan poveéanjem produkcije slobodnih kisikovih radikala i/ili smanjenjem sposobnosti
stanica da uklone nastale slobodne kisikove radikale. U istrazivanju Siddiquet i sur. (2008) je
prikazan podatak da procjedne vode nastale u Stavionici koze statisticki znacajno utjecu na
indukciju prooksidativnog djelovanja §to su zakljucili iz poveéane koncentracije slobodnih
kisikovih radikala, aktivnosti antioksidacijskih enzima i povec¢ane koncentracije MDA. Sang
1 L1(2005) su dokazali da procjedna voda uzrokuje kromosomske lomove u koStanoj srzi misa,
a moguci uzrok kromosomskih lomova je formiranje slobodnih radikala preko autooksidacije
ili oksidacije organskih spojeva procjedne vode.

U ovom istrazivanju prilikom odredivanja prooksidativnog ucinka iz dobivenih rezultata
vidljivo je da procjedna voda uzorkovana u jesen 2013. kod koncentracije 10x 1 ljeto 2014.
godine kod koncentracije 5x 1 10x ima statisticki znac¢ajno povecanje indukcije slobodnih
radikala u odnosu na kontrolu, dok uzorci procjedne vode uzorkovani u zimu 2013. godine
nisu pokazali statisticki znacajno povecanje. Kako su dobiveni rezultati u korelaciji s
rezultatima odredivanja citotoksicnosti, kod kojih je najvisi izmjereni postotak prezivljavanja
stanica, uzimajuc¢i u obzir samo koncentracije koje izazivanju statisticki znacajno smanjenje
prezivljavanja, bio na uzorcima procjedne vode uzetim u zimu 2013. godine, moze se
zakljuciti da u ispitanim uzorcima dolazi do povecanja indukcije slobodnih kisikovih radikala
uslijed smanjenja sposobnosti stanica da uklone nastale radikale nastalog zbog citotoksi¢nosti.
Svi ispitani uzorci podzemne vode i procjedna voda nizih koncentracija (0,1x, 1x) u niti
jednom slucaju nisu izazvali statisticki znacajnu indukciju slobodnih radikala. Prilikom
tretiranja stanica nije doSlo do narusavanja stani¢nog integriteta, te je stani¢ni mehanizam za
uklanjanje slobodnih kisikovih radikala ostao funkcionalan i uspio ukloniti viSak slobodnih
kisikovih radikala nastalih uslijed izlaganja stanica podzemnim vodama i procjednim vodama
niskih koncentracija (Li i sur., 2016).

Rezultati dobiveni TBARS metodom ukazuju da procjedne vode uzorkovana u jesen i zimu
2013. godine i ljeto 2014. godine uzrokuje peroksidaciju lipida koja je statisticki znacajna pri
koncentracijama 5x i 10x. Malondialdehid je jedan od indikatora oksidativnog oSte¢enja
stanicne membrane nastalog kao posljedica prekomjerne produkcije slobodnih kisikovih
radikala uslijed oksidativnog stresa (Pompelli i sur., 2010), te se peroksidacija lipida moze
dovesti u vezu s povecanom produkcijom slobodnih kisikovih radikala tj. smanjenjem
sposobnosti stanica da uklone slobodne kisikove radikale. Fluoridi prisutni u procjednim i u
podzemnim vodama mogu izazvati kroni¢ne degenerativne bolesti, povecanje reaktivnih

kisikovih vrsta i lipidne peroksidacije (Inkielewicz-Stepniak i sur., 2008; Gao i sur., 2008).
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lako je fluor sveprisutan element u okoliSu i u malim koncentracijama ima profilakticki u¢inak
u vis§im koncentracijama moze imati nezeljene posljedice. Istrazivanje provedeno od strane
(Belle i sur. (2011) pokazalo je da pretjerano izlaganje fluoridu moze ostetiti redoks ravnotezu
stanica u tkivima, smanjiti antioksidacijski kapacitet u mozgu, te povecati toksi¢ne u¢inke na
visceralne organe posredovanjem djelovanja ROS-a i lipidne peroksidacije. Kod uzoraka
podzemne vode statisticki znac¢ajnu lipidnu perooksidaciju pokazali su uzorci uzorkovani na
pijezometru izmedu starog i nove plohe (pijezometar 2) u ljeto 2014. godine, no usporedbom
dobivenih vrijednosti negativne kontrole koja je u ljeto 2014. godine bila znatno niza nego u
zimu 2013. godine mozda bi bilo ispravnije zakljuc€iti da niti jedan uzorak uzet u ljeto 2014.
godine nije izazvao statisti¢ki znacajnu lipidnu peroksidaciju.

Mutageni uéinak procjedne i podzemnih voda testiran je na bakterijskom soju Salmonella
typhmurium TA98 i TA100 s i bez metaboli¢kog aktivatora. Procjedna voda uzorkovana u
jesen 2013. godine izazivala je mutageni uc¢inak na sojevima TA 100 (s 1 bez metabolickog
aktivatora) 1 na soju TA 98 s metabolickim aktivatorom. Kod soja TA 100 bez metabolickog
aktivatora mutageni ucinak je izmjeren na koncentraciji od 10x, a s metabolickim aktivatorom
mutageni ucinak je izmjeren pri koncentraciji 0,1x. Kod soja TA 98 s metabolickim
aktivatorom mutageni ucinak je izmjeren pri koncentracijama 1,0x, 5,0x i 10,0x. Na ostalim
uzorcima procjedne vode nije zabiljezen mutageni u¢inak, medutim vidljiv je blagi trend pada
broja stanica kod oba soja Sto se moze pripisati citotoksi¢cnom ucinku procjednih voda. Sama
mutagena aktivnost procjedne vode je dosta upitna jer postoji moguénost da zbog
citotoksicnosti ne moze biti detektirana povecana mutagenost pri velikim koncentracijama.
Osim toga tijekom ispitivanja mutagenosti kod pojedinih koncentracija zabiljezena je
promjena broja stanica u odnosu na negativnu kontrolu koja nije statisticki znacajna, te se
moze pripisati velikim mjernim nesigurnostima kada se radi s bioloskim materijalom.
Utvrdeni mutageni uc¢inak u procjednim vodama uzorkovanim u jesen 2013. godine moZda je
moguée povezati sa sinergistickim ucinkom niskih koncentracija metala i ksenobiotskih
zagadivala kao §to su poliklorirani bifenili (PCB), policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH),
poliklorirani dibenzodioksini (PCDD) i poliklorirani dibenzofurani (PCDF) (Wangi sur.,
2017). Medutim potrebna su dodatna ispitivanja kako bi pouzdano mogli tvrditi da postoji
sinergisticki u€inak izmedu ksenobiotskih kontaminanata i teSkih metala. Iako se, u do sada
provedenim istrazivanjima, teski metali, zbog vrlo male koncentracije, ne smatraju bitnim
¢imbenikom koji pridonosi toksi¢nosti procjednih voda (Christensen i sur., 1999; Robinson,
1995; Reinhart i Grosh, 1999; Revans i sur., 1999; Kjeldsen i Christophersen, 2001) sama

¢injenica da vrlo mali udio metala koji se nalazi u otpadu, zbog uvjeta koji vladaju o tijelu
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odlagalista tijekom prve 4 faze i sposobnosti metala da se apsorbiraju i taloze, bude izluzen u
procjedne vode. Tako se procjenjuje da iz otpada koji je odlozen prije 30 godina manje od
0,02% teskih metala je do sada izluzeno, no postoji mogucnost da razli¢iti procesi koji mogu
nastati u kasnijim fazama razgradnje otpada mogu potaknuti izluzivanje metala i znac¢ajno
povecéanje njihove koncentracije u mobilnoj vodenoj fazi (Kjeldsen i sur., 2002). Podzemne
vode uzorkovane u zimu 2013. godine i ljeto 2014. godine nisu izazvale mutageni u¢inak. Za
razliku od njih podzemna voda uzorkovana u jesen 2013. godine izazvala je mutageni u¢inak
na pijezometru izmedu Sanirane i aktivne plohe odlagalista (P2) kod soja TA 100 s
metaboli¢kim aktivatorom i na pijezometru hidroloski nizvodno (P3) kod sojeva TA 981 TA
100 s metaboli¢kim aktivatorom. Fizikalno-kemijski sastav podzemnih voda uzorkovanih u
jesen i zimu 2013. godine i ljeto 2014. godine nema bitnih razlika koje bi mogle dovesti do
navedenih razlika u mutagenosti, stoga je vjerojatno da utvrdena mutagenost ima drugo
porijeklo. U mnogim radovima (Singh i sur., 2007; Chakraborty i Mukherjee, 2009) se
mutagena svojstva povezuju se prisutnoscu teskih metala, a najviSe su istaknuti As, Cd, Cu,
Fe, Mn, Pb, Zn, Cr i Ni. Vec¢ina ovim metala su poznati genotoksi¢ni agensi te ispoljavaju
individualni ili sinergisticki u¢inak. Upravo medusobni sinergisticki uc¢inak metala, kao 1
sinergisticki u¢inak metala sa ksenobioticima je moguéi uzrok povecane mutagenosti
podzemnih voda uzorkovanih u jesen 2013. godine. Kako bi se moglo bolje istraziti da li
postoji korelacija izmedu koncentracije teskih metala i mutagenosti dobro bi bilo dodatno
izmjeriti koncentraciju teskih metala tehnikama koje imaju bolju osjetljivosti 1 nizu granicu
detekcije. Jedna od takvih tehnika je ICP-MS koji omoguéava detekcije i kvantifikacije
elemenata u nanogramskim koli¢inama.

Procjedna voda uzorkovana u zimu 2013. godine ne uzorkuje statisticki ve¢u duljinu repa
kometa u odnosu na kontrolu, ali uzrokuje statisti¢ki ve¢i intenzitet repa kometa u odnosu na
kontrolu pri koncentracijama od 1,0x i 5,0x. Uzorci podzemne vode uzorkovane u ljeto 2014.
godine na pijezometru P1 uzorkuju statisti¢ki znacajno povecanje intenziteta i duljine repa u
odnosu na kontrolu. Posto se navedeni pijezometar nalazi hidroloski uzvodno od tijela
odlagaliSta genotoksi¢ni u€inak je vjerojatno posljedica primjene pesticida na poljoprivrednim
povrSinama u okolici. Uzorci uzeti na pijezometru P2 i P3 ne pokazuju statisticki znac¢ajnu
razliku, dok uzorci podzemne vode pokazuju statisticku znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu. Utvrdeni genotoksi¢ni ucinak procjedne vode u skladu s rezultatima sli¢nih
istrazivanja koja su takoder utvrdili genotoksi¢ni u¢inak procjednih voda (Gajski i sur, 2012).
Kemijski sastav procjednih voda u istrazivanju od Gajski i sur. (2012) se razlikovao od

procjednih voda u ovom istraZivanju, te je imao nesto vise koncentracije amonija i Zeljeza, te
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je izrazeniji genotoksi¢ni ucinak tih procjednih voda povezan s navedenim zagadivalima.
Nadalje, istrazivanja provedena na vinskoj musSici Drosophilia melanogaster tretiranoj s
procjednim vodama iz Stavionice pokazuju propocionalno poveéanje duzine repa kometa
poveéanjem koncentracije procjednih voda iz Stavionice, odnosno ukazuju na njihovu
genotoksicnost (Siddique i sur., 2005). Ove vode za razliku od procjednih voda s odlagalista
otpada Mraclinska Dubrava sadrze znatno vecée koli¢ine teskih metala poput kroma, zeljeza,
mangana, nikla, olova i cinka, dok procjedne vode s odlagaliSta Mraclinska Dubrava ne sadrze
detektabilne vrijednosti navedenih metala.

Podzemne vode uzorkovane u zimskom periodu na pijezometru koji se nalazi hidroloski
uzvodno (P1), izmedu sanirane i aktivne plohe (P2) i hidroloski nizvodno (P3) ne uzrokuju
promjenu u duzini i intenziteta repa koja bi bila statistiCki znacajna, te se ne smatraju
genotoksi¢nima.

Kako je dosadasnja praksa kontrole utjecaja odlagalista na okoli§ vezana uz propisivanje
obaveznih periodi¢nih mjerenja podzemne, povrSinske 1 procjedne vode prema okolisnoj
dozvoli, te usporedivanje dobivenih koncentracija s maksimalno dopustenim koncentracijama
(MDK) prema hrvatskim pravilnicima i uredbama moguce je da potencijalno toksi¢ne vode
budu ispustene u okoli§ ¢ime bi se moglo ugroziti zdravlje ljudi. lako je provedeno dosta
istrazivanja jo$ uvijek nije moguce jasno kvantificirati opasnost koju odlagalista otpada
predstavljaju na zdravlje ljudi. Do sada je poznato da visoke koncentracije toksi¢nih metala i
metaloida (arsen, ziva) i drugih kontaminanata (nitrati) ukoliko im ljudi budu izloZzeni mogu
izazvati bolesti kao §to su minamata sindrom i sindrom plave bebe (Samadder i sur., 2017). Iz
provedenih ispitivanja mutagenosti podzemnih voda vidljivo je da iako su koncentracije
ispitanih fizikalno-kemijskih tvari unutar maksimalno dopustenih granica, vode ipak imaju
mutageni u¢inak koji moze biti posljedica toksi¢nog djelovanja spojeva koji nisu ukljuceni u
istrazivanje i/ili sinergistickog djelovanja razli¢itih kontaminanata. Dodatno prosirivanje
popisa pokazatelja koji se ispituju u redovnoj kontroli voda odlagalista nije idealno rjesenje,
vjerojatno bi trebalo uvesti nove tehnike ispitivanja koje bi mogle utvrditi da li je voda opasha
za okoli$ i ljude. Ako se na ovaj na¢in utvrdi potencijalna toksi¢nost podzemnih voda u blizini
odlagalista, onda bi bilo moguée napraviti daljnja fizikalno-kemijska ispitivanja s ciljem
utvrdivanja spojeva koji su doveli do toksi¢nog ucinka. Upravo zbog toga ovo istraZivanje
moze posluziti kao polazisna tocka za sli¢na istrazivanja koja bi se mogla provesti na
podzemnim i povrSinskim vodama u blizini drugih odlagali§ta u Hrvatskoj s ciljem

utvrdivanja trenutnog stanje, a imaju¢i na umu dugoro¢no i odrzivo upravljanje odlagaliStima
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otpada kako bi se rizici koje oni predstavljaju za okoli§ sveli na najmanju mogucu mjeru i

zastitilo vodno bogatstvo koje Hrvatska posjeduje.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati dobiveni u ovom radu dokazuju citotoksi¢no, genotoksi¢no i mutageno djelovanje
procjednih voda odlagalista neopasnog otpada Mraclinska Dubrava, s time da je mutageno

djelovanje dokazano i kod podzemnih voda uzorkovanih tijekom jeseni 2013. godine.

Odlagaliste neopasnog otpada Mraclinska Dubrava predstavljaju potencijalnu ekolosku
opasnost, te postoji realna potreba za provodenjem kombiniranog monitoringa stanja

podzemnih voda odlagaliSta i nakon sanacije 1 zatvaranja odlagalista.

Postoje znacajne razlike u koncentracijama tvari izmedu procjedne i podzemnih voda.
Procjedna voda ima ve¢i pH, KPK, BPK te povisene koncentracije fosfora, klorida, dusikovih

spojeva i sulfata koji su dokazani genotoksi¢ni agensi.

Dokazano je citotoksi¢no djelovanje procjedne vode u koncentracijama od 5,0x i 10,0x na

stani¢noj liniji HEp2.

Podzemna voda hidroloski uzvodno od odlagalista (uzorak P1), podzemna voda izmedu
sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2) i podzemna vode hidroloski nizvodno od
odlagalista (uzorak P3) ne pokazuje statisti¢ki zna¢ajnu citotoksi¢nost u odnosu na negativnu

kontrolu.

Procjedna voda uzrokuje lipidnu peroksidaciju i to pri koncentracijama od 5x i 10x. Uzorci
podzemne vode hidroloski uzvodno od odlagalista (uzorak P1), podzemne vode izmedu
sanirane i aktivne plohe odlagalista (uzorak P2) i podzemne vode hidroloski nizvodno od
odlagalista (uzorak P3) ne izazivaju statisticki znacajnu promjenu u indukciji lipidne

peroksidacije u odnosu na kontrolu.
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Mutageni u¢inak dokazan je kod procjednih i podzemnih voda uzorkovanih u jesen 2013.

godine, dok kod ostalih procjednih i podzemnih voda nije bilo mutagenog ucinka.
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