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1. UVOD

U danasnje vrijeme svijet se suocava s nedostatkom zdravstveno ispravne vode za pice
prvenstveno radi naruSavanja integriteta vodenih okolisa pri ¢emu je jedan od glavnih izvora
onecis¢enja upravo neodgovornost prilikom gospodarenja otpadom. Zahvaljujuéi uzurbanom
naéinu Zivota, promjeni potrosackih navika i uvodenju inovativnih dostignu¢a u pakiranju
proizvoda kojima se u konacnici nastoji poboljsati Zivotni standard danasnjeg stanovniStva,
dolazi do stvaranja velikih koli¢ina krutog otpada. lako su danas prisutni brojni nacini
upravljanja otpadom poput spaljivanja, odlaganja, kompostiranja, recikliranja, odlaganja u
mora i rijeke, najcesc¢u metodu gospodarenja otpadom predstavljaju odlagalista. Unato¢ tome
Sto se prilikom projektiranja odlagaliSta nastoji u velikoj mjeri smanjiti koli¢ina vode koja
protjece kroz otpad i procjeduje se u podzemne i povrsinske vode, u velikom broju slucajeva
odlagalista otpada nemaju izvedenu nepropusnu podlogu ili pokrov te voda slobodno protjece
kroz otpad pri ¢emu prikuplja organske i anorganske zagadivace. Upravo nekontrolirano
ispustanje tako zagadenih voda u povrSinske i podzemne vode u blizini odlagali§ta moze
uzrokovati njihovo oneciséenje te tako ugroziti potencijalne izvore pitke vode. Zbog svega
navedenog zabiljeZen je sve veci rast svijesti o povezanosti ljudskog zdravlja i Stetnih u¢inaka

odlagalista otpada.

Kako bi se sprijecio nepovoljan utjecaj odlagalista otpada na okolne vode i na okolis, veliki
naglasak se stavlja na kontinuiranu kontrolu kvalitete i sastava istih provodenjem razli¢itih
fizikalno - kemijskih analiza koje se posljednje vrijeme nadopunjavaju biotestovima
genotoksi¢nosti i mutagenosti. Takvi se testovi kao in vivo, in vitro i in situ ispitivanja koriste
za procjenu svojstava razli¢itih ksenobiotika da razli¢itim mehanizmima uzrokuju oStecenja

stani¢nih makromolekula (proteina, lipida i DNA).

U sklopu ovog rada istrazen je genotoksi¢ni u¢inak podzemnih voda te procjedne i povrsinske
vode s podruéja saniranog odlagalista otpada Piskornica smjestenog u blizini grada Koprivnice
u ¢ijoj se neposrednoj blizini nalazi vodocrpiliste Ivanscak i vodotok Gliboki. Od 1982. godine
na ovoj lokaciji se provodi organizirano odlaganje komunalnog i industrijskog otpada, pri cemu
se do sanacije odlaganje vr$ilo na nesanitaran nacin, odnosno otpad se odlagao na propusno dno
bez izvedene odvodnje i pro¢is¢avanja procjednih voda. 1z tog razloga, cilj ovog istrazivanja je
odrediti citotoksi¢ni i genotoksi¢ni u¢inak podzemnih voda uzorkovanih uzvodno i nizvodno
od odlagalista, povrsinske vode nizvodno od odlagalista te procjedne vode uzorkovane na

samom odlagaliS§tu. Osim toga, bit ¢e utvrden prooksidacijski potencijal ovih voda



identifikacijom oksidacijskih promjena na stani¢nim proteinima i lipidima. Takoder, dobiveni
rezultati biotestova usporediti ¢e se s rezultatima fizikalno — kemijskih analiza. Kao bioloski
test sustavi za provodenje navedenih ispitivanja Koristit ¢e se kontinuirane humane stani¢ne

linije hepatocelularnog karcinoma jetre Hep G2 te oralnog ploc¢astog karcinoma Cal 27.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. VAZNOST VODE ZA COVJEKA I OKOLIS

Voda je osnovni sastavni dio naseg planeta Cija prisutnost u teku¢em, ¢vrstom i plinovitom
stanju €ini Zemlju jedinstvenom u Suncevom sustavu (Gere$, 2004). Medutim, voda nije
jednoliko rasporedena na Zemlji niti je uvijek raspoloziva za ljudsku upotrebu. Naime, iako je
70 % naSeg planeta prekriveno vodom, od toga samo 1 % ostaje dostupno za ljudsku upotrebu
(Anonymus 1, 2020). Razlog tome su Ceste varijacije vodnog ciklusa uzrokovane povecanim
potrebama za vodom uslijed naglog rasta broja ljudske populacije, boljeg Zivotnog standarda,
industrijskog i ekonomskog rasta te pojavom brojnih elementarnih nepogoda poput susa i
poplava $to zahtijeva razvoj novih znanja i metoda za ucinkovito upravljanje izvorima vode.
Upravo ljudska aktivnost moze negativno utjecati na koli¢inu i kvalitetu vode u prirodnim
resursima ¢ime se izravno dovodi u pitanje raspoloziva kolicina pitke vode koja je osnovna

potreba ¢ovjeka (Geres, 2004).

2.1.1. Ljudski utjecaj na vodene ekosustave

U posljednje vrijeme svijet je suocen s nedostatkom zdravstveno ispravne vode za pic¢e upravo
radi naruSavanja stanja slatkovodnih ekosustava. Nekim od glavnih uzroka unistavanja vodenih
staniSta smatraju se:
= kontinuirani rast svjetske populacije koji znacajno utjece na rast potreba za pitkom
vodom
= izgradnja brojnih infrastrukturnih objekata poput brana ili nasipa koji narusavaju
integritet staniSta, mijenjaju temperaturu i dinamiku protjecanja vode ¢ime ugrozavaju
kvalitetu 1 smanjuju koli¢inu dostupne vode
= pretjerani izlov i eksploatacija koja dovodi do naruSavanja bioraznolikosti populacije
= prenamjena funkcije zemljiSta, npr. isuSivanjem mocvarnih podruc¢ja ¢ime se gubi
integritet 1 bioraznolikost staniSta
= ispusStanje otpadnih voda koje utjeu na promjenu kemijskog 1 bioloskog sastava vode
(Mayers i sur., 2009).
1z tog razloga je pristup koli¢inama vode odredene kvalitete od zna¢ajne vaznosti jer odrzavanje
i briga o integritetu vodenih ekosustava primarno je vezi sa ljudskim zdravljem, ali i opstankom

brojnih biljnih 1 Zivotinjskih zajednica (Vucijak i sur., 2011).



2.2. GOSPODARENJE OTPADOM

Uz prethodno navedene parametre koji mogu nepovoljno utjecati na integritet vodenog okolisa,
neodgovornost prilikom gospodarenja otpadom je takoder jedan od izvora onecis¢enja. Poznato
je da se koli¢ina otpada svakodnevno povecava Sto je glavna posljedica uzurbanog nacina
zivota, promjene potroSackih navika i sve inovativnijih dostignu¢a u pakiranju proizvoda
(Anonymus 2, 2019). Tehnoloski napredak i ekonomski razvoj kojima se nastoji poboljsati
zivotni standard dana$njeg stanovni$tva posljedi¢no je rezultirao stvaranjem velike koli¢ine
krutog otpada. Pritom, razne vrste otpada uklju¢ujuci metalni otpad porijeklom iz industrije
celika i Zeljeza, industrije gume i papira, ulje iz strojeva, tekstil i boje iz tekstilne industrije,
farmaceutske industrije, zivotinjski ili elektroni¢ki otpad mogu imati toksi¢na, iritabilna,
zapaljiva ili korozivna svojstva (Bakare 1 sur., 2013). Na taj nacin, otpad koji se velikoj mjeri
proizvodi znatno utjee na okoli§ i kvalitetu ljudskog zivota, te bi iz tog razloga prvenstveno
trebalo teziti sprjeCavanju njegova nastajanja. U sluCaju da stvaranje otpada ne mozZemo
sprijeciti, u najvecoj mogucoj mjeri snage bi trebalo usmjeriti ka njegovoj ponovnoj uporabi
(Anonymus 2, 2019).

Danas postoje brojni nacini upravljanja otpadom poput spaljivanja, odlaganja, kompostiranja,
recikliranja, odlaganja u mora i rijeke, medutim u 95 % slucajeva otpad se odlaze na za to
predvidena odlagaliSta koja time predstavljaju najceS¢u metodu gospodarenja otpadom

(Kurniawan i sur., 2006).

2.2.1. Odlagalista otpada

Odlaganje otpada na odlagaliSta smatra se najjednostavnijom, najjeftinijom 1 najisplativijom
metodom odlaganja krutog otpada u razvijenim zemljama i zemljama u razvoju Sirom svijeta
(Ikem i sur., 2002). Pritom, u slabije razvijenim zemljama je tek mali broj odlagalista predviden
za zbrinjavanje kucanskog ili industrijskog krutog otpada, dok je vecina ipak uredena za
odlaganje mijeSanog otpada. OdlagalisSta su pretezito smjestena na javnim mjestima, okruzena
stambenim naseljima, mo¢varnim ili drugim podru¢jima s visokom koli¢inom padalina, te nisu
ogradena niti imaju izveden sustav podloge i pokrova (Bakare i sur., 2013).

lako se danas prilikom projektiranja odlagaliSta nastoji u velikoj mjeri smanjiti koli¢ina vode
koja protjece kroz otpad i procjeduje se u podzemne i povrsinske vode, to nije slucaj sa starijim
odlagalistima otpada koja nemaju nepropusnu podlogu ili pokrov pa voda slobodno protjece
kroz otpad pri ¢emu prikuplja organske zagadivace poput aromatskih ugljikovodika, fenola,

kloriranih alifatskih spojeva, ali i anorganske spojeve poput amonijaka, teSkih metala, klorida i
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drugih tvari koje smanjuju udio kisika u vodi. Upravo nekontrolirano ispustanje tako zagadenih
voda u povrSinske i podzemne vode u blizini odlagaliSta otpada mogu uzrokovati njihovo

oneciSéenje 1 imati Stetne posljedice po organizme prisutne u tom ekosustavu (Studija, 2019).

2.3. PROCJEDNE VODE

Procjedne vode odlagalista komunalnog otpada predstavljaju otpadne vode koje nastaju
cirkulacijom oborinske vode kroz tijelo odlagalista te biokemijskim procesima u otpadu tijekom
njegove razgradnje (OreScanin, 2014). U proslosti je velik broj odlagalista otpada bio dizajniran
bez izvedenog sustava cjevovoda za odvodnju te sabirnih laguna za sakupljanje procjednih
voda, radi ¢ega je procjedna voda odlagaliSta lako dolazila u doticaj s tlom i tako izravno
utjecala na oneciSenje prvenstveno podzemnih, ali i povrSinskih voda te poljoprivrednih
povrsina okolnog podruc¢ja (Naveen i sur., 2014).

Procjedne vode su smede do crne koloidne otopine koje karakterizira neugodan miris, visoka
vodljivost 1 visoko organsko optereenje, a sastav im je vrlo sloZzen jer sadrze velik broj
razli¢itih komponenti, od ¢ega 80-85 % c¢ini organska tvar, a 5-20 % su tvari anorganskog
podrijetla (OreScanin, 2014; Talalaj, 2014). Procjedne vode se sastoje od otopljene organske
tvari, anorganskih spojeva od kojih prevladava amonijak i druge tvari poput zeljeza, klorida ili
sulfata, dok je koncentracija teskih metala poput cinka, bakra, zeljeza, olova ili mangana
promjenjiva. Takoder sadrzavaju 1 ksenobioticke organske spojeve koji su podrijetlom najcesce
iz farmaceutske industrije (MatoSi¢ 1 sur., 2008; Talalaj, 2014). Osim navedenih tvari,
procjedna voda odlagalista komunalnog otpada moze biti i izvor raznih patogenih i
oportunisti¢kih mikroorganizama (Reinhart i Al-Yousfi, 1996).

Upravo zbog svog kompleksnog sastava, provedeni su razni test sustavi kojima su potvrdeni
brojni mehanizmi toksi¢nosti procjednih voda pri ¢emu spomenuta toksi¢nost moze biti
izravna, uzrokovana prisutnoscu tvari poput amonijaka, pesticida i teSkih metala, ali i neizravna,
odnosno uzrokovana metabolickom aktivacijom ksenobiotika koja dovodi do formiranja
sekundarnih spojeva poput reaktivnih oksidativnih spojeva (slobodnih radikala) koji mogu
uzrokovati oStecenje stani¢nih makromolekula (Ore$¢anin, 2014). Upravo su Gajski 1 sur.
utvrdili da pojedinacni, ali takoder 1 sinergisticki ili antagonisticki ucinci pojedinih
komponenata procjednih voda mogu biti odgovorni za ostecenje stanica i u konacnici oStecenja
genoma ¢ime su potvrdili genotoksi¢ni potencijal procjednih voda s odlagalista otpada.

Dakle, mala koli¢ina procjedne vode u kontaktu s tlom moZe uzrokovati onecis¢enje velikog
dijela podzemnih voda okolnog podrucja i time utjecati na bioraznolikost vodenih ekosustava,

ugroziti prehrambeni lanac te izvore pitke podzemne 1 povrSinske vode (Gajski i sur., 2012).
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2.3.1. Kolicina i sastav procjedne vode odlagalista otpada

Procjedne vode nastaju izvan tijela odlagalista kada je unutarnji sadrzaj vlage u otpadu veci od
kapaciteta njenog vezanja (Poznyak i sur., 2008). Pritom, koli¢ina i sastav procjednih voda
mogu znatno varirati izmedu razli¢itih odlagalista, Sto ovisi o sljede¢im ¢imbenicima:

= karakteristike odlozenog otpada, prvenstveno primarni sadrzaj vlage

= makroklimatske i mikroklimatske osobine lokacije

= lokalni hidroloski i hidrogeoloski uvjeti terena

= stupanj uredenja odlagalista te tehnologija zbrinjavanja i gospodarenja otpadom
Od navedenih ¢imbenika, stupanj uredenja odlagalista otpada je iznimno vazan jer o tome ovisi
koli¢ina oborina koja ¢e pro¢i kroz masu otpada, a posljedi¢no i koli¢ina nastalih procjednih
voda. S druge strane, od pocetka odlaganja do stabilizacije otpad prolazi kroz razli¢ite faze

razgradnje, a ovisno o fazi mijenja se i sastav eluata (Tablica 1) (Ruk, 2012).

Tablica 1. Faze razgradnje otpada (Ruk, 2012)

Karakteristike Faza razgradnje

faza 1.aerobna | fermentativna | acetogeneza | metanogeneza | 2.aerobna

Trajanje dani/tjedni | tjedni mjeseci godine neodredeno

Temperatura vrlo visoka srednja srednja okoli$na
visoka

pH blago kiselo vrlo kiselo neutralno neutralno
kiselo

Tip procesa aerobni anaerobni anaerobni anaerobni aerobni

Produkti CO2 org. kiseline acetat metan CO2

razgradnje

U svjeze odlozenom otpadu, koji je u izravnom kontaktu sa zrakom, prevladava aerobna faza
razgradnje organskih tvari koja traje dok ima raspolozivog kisika koji se u konacnici prevodi u

ugljikov dioksid.

Odlaganjem novih slojeva otpada koji prekrivaju stari, te djelomi¢nim prekrivanjem zemljom,
zatvara se dotok kisika i proces se nastavlja u anaerobnim uvjetima. Time zapocinje druga,
fermentativna faza razgradnje Ciji su krajnji produkti ugljikov dioksid, vodik, amonijak te
organske kiseline od kojih ve¢inom prevladava octena kiselina.

Na relativno mladim odlagalistima s visokim sadrzajem biorazgradive organske tvari, odvija se
faza acetogeneze pri ¢emu su glavni produkti raspada lako isparljive masne kiseline.

U sljedecoj, metanogenetskoj fazi, metanogeni mikroorganizmi razgraduju masne kiseline u

bioplin kojeg ¢ine metan i ugljikov dioksid. U fazi metanogeneze u procjednim vodama
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prevladava organska tvar visoke molekulske mase, koja nije podlozna biorazgradnji, a to su u
prvom redu razli¢ite huminske kiseline (OreSc¢anin, 2014). Upravo se tamna boja procjedne
vode pripisuje huminskim tvarima (Naveen i sur., 2014). Na kraju, kada se potroSe organske
kiseline nastale u ranim fazama i zavrs§i metanogeneza ponovno se uspostavljaju (mikro)aerobni

uvjeti i ostatak metana se metabolizira u uglji¢ni dioksid i vodu (Ore$¢anin, 2014).

Takoder, u procjednim vodama mogu se naci i teSki metali ¢ije koncentracije osim o sastavu
otpada, ovise i1 o fazi njegove razgradnje. U fazi acetogeneze njhova je koncentracija visa u
odnosu na ostale faze razgradnje, jer se metali lako otapaju u kiseloj sredini, odnosno pri nizoj
pH vrijednosti (Yusmartini i sur., 2013). Od ostalih tvari koje mogu biti prisutne u procjednim
vodama svakako treba navesti policiklicke aromatske ugljikovodike, halogenirane alifatske
ugljikovodike, ostatke pesticida i farmaceutika. lako su te tvari prisutne u relativno niskim
koncentracijama, zbog svoje visoke bioloske aktivnosti mogu nepovoljno utjecati na okolis, a
shodno tome i na ljudsko zdravlje (Orescanin, 2014).

Iz svega navedenog moguce je zakljuciti da je procjedna voda po svom sastavu vrlo slozen
medij koji se, zbog velike heterogenosti okoliSa u kojem nastaje, ali i raznolikosti biokemijskih
procesa, moze opisati kao vodena otopina sastavljena od mjeSavine oneciS¢ujucih tvari koje se
mogu svrstati u Cetiri skupine: otopljena organska tvar, anorganske makrokomponente, teski

metali 1 ksenobioticki organski spojevi (Christensen 1 sur., 1994; Ores¢anin, 2014).

2.3.1.1. Otopljena organska tvar

Glavninu organskog opterecenja procjednih voda ¢ini otopljena organska tvar s udjelom oko
80 % od koncentracije ukupnog organskog ugljika (TOC). Kao heterogena smjesa tvari
posjeduje znacajnu biokemijsku i1 geokemijsku ulogu u odloZzenom otpadu, jer upravo
zahvaljujuéi spojevima Sirokog raspona molarnih masa koji sadrze razli¢ite funkcionalne
skupine, mozZe reagirati s velikim brojem organskih i anorganskih zagadivaca (Huo 1 sur., 2007;
Liu 1 sur., 2015). Kako bi se opisao sadrzaj otopljene organske tvari u upotrebi su sljedeci
parametri: biokemijska potrosnja kisika (BPK), kemijska potro$nja kisika (KPK) i ukupni
organski ugljik (TOC). U pravilu, procjedne vode nastale iz otpada u ranoj fazi razgradnje
posjeduju visoku BPK (9500 mg/1) i jo$ visu vrijednost KPK (14000 mg/l) (Kjeldsen i sur.,
2002).

Strukturno razli¢iti organski spojevi od ugljikohidrata i proteina, do sastojaka poput huminske

ili fluvinske kiseline te brojnih drugih toksi¢nih spojeva dio su otopljene organske tvari €iji se
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sastav prema Xu 1 sur. moze podijeliti u Cetiri skupine: huminske kiseline (HA), fluvinske
kiseline (FA), hidrofobne neutralne tvari (HoN) i hidrofilne kiseline (HA) (Xu i sur., 2006;
Yunus i sur., 2011). Neki od tih spojeva zbog svoje iznimne stabilnosti ostaju postojani i nakon
procis¢avanja procjedne vode radi ¢ega postoji mogucnost da, ako se tako procis¢ena otpadna
voda otpusta u prirodne vode, se tijekom dulje izlozenosti organski spojevi bioakumuliraju u
ribama i ljudskim tkivima $to moZze uzrokovati brojne javnozdravstvene probleme (Kjeldsen i

sur., 2002; Yunus i sur., 2011).

2.3.1.2. Anorganske makrokomponente

Procjedne vode odlagalista komunalnog otpada sadrze brojne anorganske makrokomponente
od kojih glavninu ¢ine kalcij, magnezij, natrij, kalij, amonij, zeljezo, mangan, klorid, sulfat i
hidrogenkarbonat. Takoder, mogu biti prisutni i elementi poput bora, arsena, litija, zive, barija,
selena ili kobalta, ali u vrlo niskim koncentracijama radi ¢ega nisu od primarne vaznosti za
istrazivanja. Koncentracije pojedinih makrokomponenti u procjednoj vodi ovise o stadiju
razgradnje otpada na odlagaliStu, pa su tako primjerice u fazi metanogeneze zbog visokog pH i
malog udjela otopljenih organskih tvari koje mogu tvoriti komplekse s kationima elemenata
poput kalcija, magnezija, Zeljeza ili mangana, oni prisutni u niZim koncentracijama. Isto tako,
udio sulfata u procjednoj vodi tijekom metanogenetske faze je nizi zbog mikrobne redukcije

sulfata u sulfide (Adhikari i Nath Khanal, 2015).

2.3.1.3. Teski metali

Teski metali mogu takoder biti sastavni dio procjednih voda i od posebnog su interesa za brojna
istrazivanja s obzirom na opasnost koju predstavljaju za okoli§ (Bakare i sur., 2013). Njihove
koli¢ine prvenstveno ovise o karakteristikama procjedne vode koje ukljucuju koncentraciju
prisutnih liganada, brzinu protoka i njezinu pH vrijednost (Adhikari i Nath Khanal, 2015). Teski
metali koji se najceS¢e mogu naci u procjednim vodama ukljuc¢uju kadmij, bakar, olovo, nikal,
krom, arsen, mangan, cink i zivu, te kao takvi vrlo lako mogu stvarati metalne koloide ili
komplekse, posebice s organskom tvari §to izravno dovodi do povecanja njihove koncentracije
(Reinhart, 1993; Jensen i Christensen, 1999). Mogu predstavljati veliki problem radi izuzetno
dobre sposobnosti bioakumulacije u tkivima zivih organizama (Bakare i sur., 2013). lako su u

procjednim vodama teski metali uglavnom prisutni u niskim koncentracijama i pritom ne



predstavljaju veliku opasnost za podzemne vode, u slucaju visokih koncentracija i mali
volumen procjedne vode moze biti znatno toksi¢an (Bjerg i sur., 2003; Sawaittayothin i

Polprasert, 2007).

2.3.1.4. Ksenobioticki organski spojevi

Prisustvo ksenobioti¢kih organskih spojeva u procjednoj vodi porijeklom je iz kuéanskog i
industrijskog otpada koji ukljucuje razne boje, sredstva za ciScenje, ljudske i1 veterinarske
lijekove, elektronicku opremu, baterije te vrtne pesticide i gnojiva (Slack 1 sur., 2005; 2007,
Adhikari i Nath Khanal, 2015). Ovisno o sastavu i starosti otpada te tehnologiji upravljanja
odlagalistem, u procjednoj vodi prisutni su razli€iti ksenobioticki organski spojevi poput
aromatskih ugljikovodika, fenola, kloriranih alifatskih spojeva, pesticida i plastifikatora (Oman
i Rosgvist, 1999; Christensen i sur., 2001; Cegen i Aktas, 2004). Opéenito, ovi spojevi su
prisutni u visokim koncentracijama u procjednim vodama i pritom se mogu podijeliti u dvije
skupine onecis¢ivaca: monokromatske ugljikovodike koji ukljucuju benzen, etilbenzen, toluen
i ksilene, te halogenirane ugljikovodike kao §to su tetrakloretilen i trikloretilen (Kale i sur.,
2010). Zanimanje javnosti za ove dvije skupine spojeva povecana je otkako ih je US EPA
klasificirala kao endokrine disruptore i primarne zagadivace s obzirom da se u okolisu dugo
zadrZzavaju zbog slabe razgradnje te se =zato bioakumuliraju u Zivim organizmima

(Schwarzbauer i sur., 2002).

2.4. PODZEMNE VODE

Vode koje se nalaze pod zemljom u pukotinama, pijesku i stijenama te se sporo krecu kroz
geoloske formacije istih, nazivaju se podzemnim vodama. Sposobnost kretanja vode kroz
navedene materijale ocituje se u vidu povezanih prostora koji te materijale ¢ine propusnim, pri
¢emu brzina protoka ovisi o veli¢ini tih prostora u tlu ili stijeni te njihovoj medusobnoj
povezanosti. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama podzemna voda predstavlja izvor pitke vode
za viSe od 50 % stanovnistva, medutim, u najvecoj se mjeri ipak upotrebljava za navodnjavanje
poljoprivrednih usjeva. Tako se podzemne vode mogu naéi gotovo posvuda, pojedini dijelovi
svijeta suocavaju se s ozbiljnim nedostatkom jer se izvori podzemne vode brze iscrpljuju nego
Sto se pune (Anonymus 1, 2020). Podzemne vode, kao glavni izvor zaliha vode za javnu
vodoopskrbu u mnogim regijama, predstavljaju vrijedan prirodni resurs i kao takve ih treba

zastititi od kemijskog onecis¢enja i ugrozavanja njihove kakvoce (Direktiva, 2006). Naime,



tvari koje se nalaze na povrsini zemlje mogu se kretati kroz tlo 1 na¢i svoj put prema podzemnim
posljedica ljudskih aktivnosti. Izvori kontaminacije podzemnih voda su brojni, ali naj¢es¢i se
odnose na neuredena odlagaliSta otpada, septicke jame, podzemne spremnike plinova i

prekomjernu upotrebu pesticida i gnojiva (Anonymus 1, 2020).

2.4.1. Uloga podzemne vode u hidroloSkom ciklusu

Voda na Zemlji u svim svojim oblicima, ukljucujuéi vodu iz atmosfere, oceana, povrsinsku i
podzemnu vodu, sudjeluje u prirodnom procesu kruzenja koji se naziva hidroloski ciklus
(Anonymus 3, 2020) (Slika 1). Pomocu energije sunca, voda isparava s povrsine zemlje pri
¢emu nastala vodena para formira oblake. Ovisno o temperaturi i viemenskim uvjetima, vodena
para se kondenzira i u vidu razli¢itih vrsta oborina poput kiSe, snijega ili tuce, pada na povrSinu
zemlje. Oborine iz visokih podru¢ja otje¢u prema niZim podru¢jima zemljine povrSine pritom
zavrSavajuci u povrsinskim vodama poput rijeka, jezera ili mora, dok preostale oborine ulaze u
tlo 1 skladiste se kao podzemna voda. Dakle, podzemna voda predstavlja vazan dio ovog
kontinuiranog ciklusa jer voda najprije isparava iz zemlje, formira oblake i kroz oborine se

vraca natrag u zemlju (Anonymus 1, 2020).

Pretvaranje vodene
gy ———
Isparava.nje v?d(.e iz == ecanje vode
vulkana i vru¢ih izvora =~ W sy
(= )
SlreprtaierRVRA A G N —_) 1
‘.—,—_—Q—-—-‘*C ’iw ’ "‘.’odena>
4 : i [ )
‘ Isparavanje vode
iz tla, biljaka i
* vodenih povrsina

Slika 1. Hidroloski ciklus (Anonymus 3, 2019)
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2.4.2. Izvori oneciS¢enja podzemnih voda

Upravo zbog sporijeg protoka podzemne vode oneciscujuce tvari mogu se koncentrirati u velike
nakupine koje se ve¢inom krecu istim putem i jednakom brzinom kao i podzemna voda, ali i
ovisno o svojim fizikalnim, kemijskim i bioloskim svojstvima. Onecis¢enje podzemne vode u
nekim slucajevima podrijetlom je iz prirodnih izvora, ali ve¢inom je posljedica ljudskog
djelovanja. Razne industrijske, komunalne, poljoprivredne i druge aktivnosti mogu uvelike
utjecati na kvalitetu podzemnih voda (US EPA, 1993). Izvori one¢is¢enja podzemnih voda su
brojni, ali najceS¢e se odnose na spremnike raznih kemikalija, ulja ili goriva, neprimjereno
smjeStene 1 dizajnirane septicke sustave, nepravilno zbrinjavanje opasnog otpada, odlagalista

otpada, pesticide te zagadivace porijeklom iz atmosfere (US EPA, 1993; Anonymus 1, 2020).

2.4.3. Utjecaj odlagalista otpada na stanje podzemnih voda

Odlaganje na odlagalista predstavlja uobicajenu praksu gospodarenja ¢vrstim otpadom u vecini
zemalja. Medutim, jedan od glavnih razloga zbog kojeg takav nacin odlaganja otpada
predstavlja veliku prijetnju okoliSu je neuredenost, posebice starijih odlagalista koja nemaju
izvedene zastitne glinene ili sinteticke podloge niti sustave za odvodnju voda koje dolaze s
odlagalista i sadrze oneciS¢enja. Ukoliko se pritom odlagaliste nalazi iznad vodonosnika, u
blizini povrsinskih voda ili na geoloski osjetljivom i propusnom tlu, veca je vjerojatnost da ¢e
doci do onecisc¢enja podzemnih voda. Naime, uslijed prodiranja vlage u masu otpada i njegovog
raspada dolazi do stvaranja procjedne vode koja sadrzi Sirok spektar oneciS¢enja koji mogu
ozbiljno ugroziti sustav podzemnih voda. Problem predstavljaju 1 zatvorena odlagalista koja
nisu prekrivena nepropusnim materijalom te se procjedna voda nastavlja stvarati i dugi niz
godina nakon njihova zatvaranja (US EPA, 1993; Aziz i sur., 2014). Kako bi se smanjilo
prodiranje procjedne vode u podzemne vode, danas se u sklopu odlagalista izvode sustavi za
skupljanje procjednih voda, obloge i pokrovi kako bi se odlaganje otpada moglo provoditi na
sanitaran nacin (Aziz 1 sur., 2014). Takoder, 1 kod saniranih odlagaliSta postoji mogucénost
ugrozavanja kvalitete podzemnih voda, s obzirom da u odredenim situacijama i sustav obloga

moze s vremenom podbaciti (Banu i Berrin, 2015).

2.4.4. Posljedice onecis¢enja podzemnih voda

Posljedice onecis¢enja podzemnih voda nerijetko su ozbiljne 1 najces¢e dovode do gubitka

opskrbe vodom, smanjenja kvalitete pitke vode, ugrozavanja sustava povrsinskih voda, visokih
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troSkova njezinog prociS¢avanja te potencijalnih zdravstvenih problema. S obzirom na sporo
kretanje podzemne vode, ¢esto treba dulje vremena da bi se oneciSéenje opazilo, $to u konacnici
znacajno otezava i poskupljuje njezino procis¢avanje. Naime, podzemne vode mogu biti
onecis¢ene velikim brojem raznih kemikalija i mikroorganizama. Shodno tome, voda za pice
koja u sebi sadrzi bakterije ili viruse moze uzrokovati bolesti poput kolere, hepatitisa ili
giardijaze, dok visoka koncentracija nitrata u pitkoj vodi moze dovesti do razvoja
methemoglobinemije ili ,,sindroma plave djece®. Takoder, teski metali poput olova mogu
uzrokovati ozbiljne zdravstvene probleme jetre ili bubrega, ali 1 dovesti do poteskoca sa
ucenjem, dok je benzen kao poznati ljudski karcinogen takoder potencijalno prisutan u vodi za
pi¢e. 1z tog razloga, koncentracije ovih, ali i drugih spojeva u vodi za pi¢e regulirane su
drzavnim zakonima kojima se nastoji nadzirati i time sprijeciti one¢is¢enje podzemnih voda
¢ime se izravno umanjuje zdravstveni rizik povezan s loSom kvalitetom pitke vode (US EPA,

1993).

2.5. ODLAGALISTE OTPADA PISKORNICA

2.5.1. Obiljezja Sireg podrucja lokacije odlagalista otpada

Odlagaliste otpada PiSkornica smjeSteno je na podrucju op¢ine Koprivnicki Ivanec, 8 km zracne
udaljenosti sjeverno od grada Koprivnice, dok je najblize naselje Pustakovec udaljeno oko 1
km zracne udaljenosti. U sklopu odlagaliSta se provodi odlaganje mijeSanog komunalnog
otpada s podrucja spomenute opéine te Grada Koprivnice. Sama lokacija odlagalista definirana
je prostornim planom Koprivni¢ko - krizevacke Zupanije 1 sukladno lokacijskoj dozvoli
zauzima ukupnu povrSinu od oko 10,5 ha, od ¢ega povrSina odlagaliSta unutar ograde iznosi
oko 10 ha te se otpad odlaze na povrsinu od oko 6,7 ha. Sire podrugje lokacije Piskornica ima
razvijenu hidrografsku mrezu sastavljenu od desnih pritoka rijeke Drave, prokopanih kanala,
jezerskih povr$ina i podzemne vode koja je izravno povezana s povrSinskim vodotocima. Ipak,
za odlagalisSte otpada Piskornica najznacajniji je potok Gliboki koji kao pritoka rijeke Drave
teCe otprilike 250 m sjeverno od lokacije, te vodocrpiliste Ivanscak gdje se zahvacdaju vode za
ljudsku potrosnju. Na slici 2, vidljivo je da je podrucje lokacije odlagalista otpada Piskornica
smjesteno nizvodno 1 izvan granica vodozastitnog podrucja crpilista Ivans¢ak. Medutim, iako
je danas veci dio odlagaliSta saniran te odlagaliSte ima u potpunosti izgradene brtvene slojeve,

i dalje je jedan dio starog odlagalista bez podinske zastite te je iz tog dijela prema spomenutim
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vodnim tijelima moguce Sirenje oblaka oneciS¢enja formiranog za vrijeme odlaganja otpada do

pocetka sanacije (Studija, 2019).

Slika 2. Sire podrugje odlagalista Piskornica (Studija, 2019)

2.5.2. Sanacija odlagaliSta otpada

0Od 1982. godine na ovoj lokaciji se provodi organizirano odlaganje komunalnog i industrijskog
otpada, pri éemu se do sanacije odlaganje vr$ilo na nesanitaran nac¢in, odnosno otpad se odlagao
na propusno dno bez izvedene odvodnje i prociS¢avanja procjednih voda. Bez postojanja
podinske barijere procjedne vode ulaze u vodonosnik i kao oblak zagadenja Sire se 1 putuju
nizvodno prema vodnim tijelima. Dakle, procjedivanjem oborinskih voda kroz tijelo odlagalista
stvarao se fluid koji sadrZi otpadne vode zasi¢ene s brojnim tvarima opasnim po vodna tijela.
Upravo iz tog razloga 2005. godine zapocCinje se s radovima uredenja i sanacije odlagaliSta
otpada PiSkornica pri ¢emu je sanacija predvidena na nacin da se na plohama za odlaganje
otpada izvede donji brtveni sloj i sustav za sakupljanje procjednih voda te se zatim, na takvu
uredenu podlogu, provede premjestanje postojeceg, odnosno starog otpada. Na tako uredene
plohe se osim starog, svakodnevno odlaze i novo-pristigli otpad. Dakle, sanacijom su u

potpunosti su izvedeni temeljni brtveni sustavi ploha, sustav upravljanja procjednim vodama,
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sustav za sakupljanje i odvodnju procjedne vode, dvije lagune za sakupljanje procjednih voda,
kanal za odvodnju oborinskih voda i sustav za recirkulaciju procjednih voda (Studija, 2019).

U sklopu radova koji su se provodili do 2012. godine kroz tri faze, na odlagalistu otpada
Piskornica sanirane su plohe 1, 2 i 3 te se otpad od 2018. godine odlaze na plohu 4 na sanitaran
naéin. U trenutnoj situaciji je ostalo nesanirano oko 100 000 m® otpada izvan granica, odnosno
juzno od tijela odlagalista, Sto je potrebno hitno sanirati kako bi se sprijecilo daljnje formiranje
oblaka zagadenja koji potencijalno moze ugroziti prethodno spomenuta vodna tijela i izvore
pitke povrsinske 1 podzemne vode (Studija, 2019).

Na lokaciji danasnjeg odlagalista otpada PiSkornica planirana je izgradnja regionalnog centra
za gospodarenje otpadom (RCGO) Piskornica povrsine 43,6 ha kojem je predvidena obrada i
zbrinjavanje komunalnog i neopasnog proizvodnog otpada, te koji bi do 2023. godine trebao
zamijeniti postojece odlagaliSte otpada (Studija, 2019; Anonymus 4, 2020). Na taj nacin se
nastoji uspostaviti cjeloviti sustav gospodarenja otpadom za sjeverozapadnu Hrvatsku koji ¢e
obuhvatiti Cetiri zupanije: Koprivni¢ko — Krizevacku, Krapinsko — Zagorsku, Medimursku i
Varazdinsku zupaniju (Elaborat, 2019). Takav sustav podrazumijeva razli¢ite nacine
postupanja s otpadom koji se medusobno nadopunjuju u svrhu sigurnijeg i uéinkovitijeg
upravljanja istim uz smanjenje nepovoljnih utjecaja na okoli$ i stanovnistvo (Anonymus 2,

2019).

2.5.3. Studija utjecaja na vode promatranog podrucja

Osim samog odlagaliSta, prirodna obiljezja Sireg podrucja takoder mogu doprinijeti Sirenju
oneciS¢enja u povrSinske 1 podzemne vode. Osim travnjackih zajednica, Sikara, Suma i
kultiviranih neSumskih povrSina, te staniSta s korovnom vegetacijom, u neposrednoj blizini
lokacije odlagalista Piskornica prevladava i kultivirani krajobraz kojeg karakteriziraju brojne
poljoprivredne povrSine (Studija, 2019). Prilikom obradivanja poljoprivrednih povrSina Cesta
je upotreba raznih gnojiva u svrhu ostvarivanja prinosa dobre kakvocée. U Koprivnicko-
krizevackoj zupaniji je 2012. godine utroSeno 13,116 tona mineralnih i organskih gnojiva Sto
je svrstava u tre¢u po redu Zupaniju u Hrvatskoj po potrosnji gnojiva u poljoprivredi. Upravo
navedene poljoprivredne povrSine velikim dijelom su obradive, i kao takve okruZzuju potok
Gliboki (Elaborat, 2019).

Naime, prema provedenoj studiji, u uzorcima vode potoka Gliboki uzetim u neposrednoj blizini
odlagalista otpada Piskornica utvrdene su povecane koncentracije udjela bakra. S obzirom da

je provedena sanacija odlagaliSta, povec¢ane koncentracije bakra u povrSinskim vodama dovode
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se u izravnu vezu s poljoprivrednim aktivnostima koje se provode u blizini tog podrucja. Danas
se bakar upotrebljava u razli¢itim industrijskim djelatnostima poput uklanjanja merkaptana u
preradi nafte, dok se u poljoprivredi koristi kao fungicid i to narocito u vinogradarstvu. Takoder,
bakar je sastavni dio organskih i mineralnih gnojiva, a u vodu takoder moze u¢i 1 kao posljedica
korozije vodoopskrbne mreze. S druge strane, na odlagaliStu otpada bakar je kao teski metal
prisutan kao sastavni dio otpada, npr. plastike, ali 1 iz mulja iz uredaja za obradu otpadnih voda.
Iz navedenog mozemo zakljuciti da ¢e u odredenim situacijama biti potrebno razluciti jesu li
odredeni kontaminanti porijeklom s odlagaliSta otpada ili su rezultat povecanih poljoprivrednih

aktivnosti u blizini (Studija, 2019).

2.6. ISPITIVANJE STANJA PODZEMNIH VODA

Velika urbanizacija i ubrzani razvoj industrije u svijetu doveli su do znacajnog oneciSéenja
povrsinskih voda koja se u velikoj mjeri iscrpljivala za potrebe javne vodoopskrbe. Time se
pocinje javljati potreba za vodom iz drugih izvora pri ¢emu podzemna voda kao vazno prirodno
bogatstvo koje se nerijetko koristi u razne svrhe, postaje iznimno dragocjena i kao izvor pitke
vode za velik broj stanovnistva. Iz tog razloga je postalo izuzetno bitno da njezina kvaliteta
bude u skladu s propisanim standardima (Abbulu i Srinivasa Rao, 2013). Medutim, ¢esto se
dogada da odlaganjem otpada na neuredena odlagalista te njegovim ispiranjem dolazi do
stvaranja procjednih voda i zagadenja Covjekova okoliSa pri ¢emu su posebno ugroZene
podzemne vode jer dolazi do njihovog onecis¢enja (Barci¢ 1 Ivanci¢, 2010). OneciS¢enje vode
odnosi se na unoSenje energije i tvari u prirodne vode koje narusavaju njezinu kvalitetu 1 ¢ine
ju manje upotrebljivom, a posebno za opskrbu pitkom vodom. Onecis¢enost prirodnih voda
moze se utvrditi fizikalnim, kemijskim i bioloskim analizama (Jambrovi¢, 2013). Fizikalnim
ispitivanjem najcesce se odreduje mutnoca, boja, miris, temperatura, elektricna provodljivost i
sadrzaj krutih Cestica, dok se kemijskim analizama ve¢inom prati pH, otopljeni kisik, kiselost,
alkalitet, koncentracije klorida, fluorida, toksi¢ne anorganske tvari (teski metali, nitrati,
cijanidi) 1 toksicne organske komponente (pesticidi, otapala, detergenti). Takoder, jo$ jedan
pokazatelj kakvoce vode moZe biti prisutnost Zivih organizama poput bakterija, virusa, algi 1
protozoa koji se odreduju bioloskom analizom, pri ¢emu se mikrobioloSkim ispitivanjima ¢esto
odreduje prisutnost koliformnih bakterija poput bakterije Escherichia coli koja se smatra
indikatorom fekalnog zagadenja (Hassan Omer, 2019).

Sve je vedi rast svijesti o povezanosti ljudskog zdravlja i Stetnih ucinaka odlagaliSta otpada s
obzirom na porast ucestalosti karcinoma (Janerich i sur., 1981), nisku masu novorodencadi

(Vianna i1 Polan, 1984) te kromosomskih promjena (Heath i sur., 1984) medu ljudima koji su
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izlozeni opasnim kemikalijama koje se ispustaju s odlagalista (Bakare i sur., 2013). S obzirom
da procjedne vode sadrze brojne toksi¢ne i kancerogene tvari, kroz dugotrajnu izlozenost te
tvari se mogu bioakumulirati u zivim organizmima i tako postati dio prehrambenog lanca (Sang
i Li, 2004). Iz tog razloga, navedene analize voda najceS¢e nisu dovoljne kako bi se mogao
procijeniti njihov potencijalni genotoksi¢ni u¢inak na zive organizme u okolisu, pa se u tu svrhu
sve CeSc¢e koriste biotestovi (Siddique 1 sur. 2005). Izlozenost genotoksi¢nim tvarima moze
dovesti do znacajnih promjena pri ¢emu one mogu zahvatiti jednu generaciju uzrokujuci
oSteCenja genoma somatskih stanica, ili dovode do dugotrajnih ucinaka u vidu oStecenja
genoma u germinativnim stanicama. Opisano moze rezultirati smanjenom plodnosti populacija
koje nastanjuju vodeni okoli§, ugrozavanjem bioraznolikosti ili u konacnici potpunim
izumiranjem (Widziewicz i sur., 2012).

Upravo se biotestovi kojima se utvrduje genotoksi¢nost i mutagenost, kao in vivo, in vitro i in
situ ispitivanja koriste za procjenu svojstva raznih ksenobiotika da razli¢itim mehanizmima
uzrokuju oste¢enja DNA 1 kromosoma. Genotoksi¢nost pojedine smjese tvari obic¢no se
odreduje izlaganjem prokariotskih ili eukariotskih organizama razli¢itim koncentracijama te
smjese nakon Cega se ispituje je li doSlo do genetickih oStecenja. Pritom, tvari koje su se
pokazale pozitivnim na ove testove ubrajaju se u potencijalne ljudske kancerogene, odnosno
mutagene Sto na kraju upucuje na to da procjedne vode i njima kontaminirana vodna tijela mogu
izazvati genotoksi¢ne 1 mutagene ucinke u mikrobnim, biljnim 1 Zivotinjskim organizmima

(Bakare i sur., 2013).

2.6.1. Citotoksi¢nost i test formiranja kolonija (engl. colony forming assay)

Obiljezje neke tvari da pri odredenim koncentracijama znacajno umanji prezivljavanje stanica
nekog test sustava naziva se citotoksi¢nost (Pacadi, 2015). Postoje razli¢iti bioloski mehanizmi
djelovanja citotoksi¢nih tvari poput utjecaja na sintezu esencijalnih proteina ili sposobnost
stani¢ne diobe, S$to najCesSce rezultira sprjeCavanjem replikacije stanica ili stanicnom smréu
(Hegarty 1 Chisholm, 2002). Citotoksi¢nost pojedinih tvari se moze odrediti putem klasi¢nih
testova toksicnosti koji ukljuCuju istrazivanja na zivotinjama, ili alternativnih testova
toksi¢nosti koji u istrazivanjima Kkoriste stani¢ne linije ili mikroorganizme (Pacadi, 2015). U
posljednje vrijeme, naglasak je na alternativnim testovima koji su znatno brzi i jeftiniji te se
njihovom provedbom uvelike smanjuje koriStenje zivotinja. Takoder, pomocu njih moguce je
odrediti 1 specifi¢ni mehanizam toksicnosti neke tvari na pojedini organ ili ¢ak vrstu stanica

(Putnam 1 sur., 2002). U najceSce koriStene testove citotoksicnosti i1 stani¢ne vijabilnosti nakon
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izlaganja toksicnim tvarima ubrajaju se MTT test, neutral red test, test oslobadanja enzima LDH
i ispitivanje proteina (Fotakis i Timbrell, 2006). Osim navedenog, u svrhu odredivanja
djelotvornosti pojedinih citotoksi¢nih agensa Cesto se primjenjuje klonogeni test ili test
formiranja kolonija koji predstavlja in vitro metodu odredivanja sposobnosti preZivljavanja
stanica temeljenu na moguénosti izrastanja pojedinacne stanice u koloniju. Pritom, kolonija je
okarakterizirana kao skupina od barem 50 stanica. Tijekom testa prati se svojstvo
neograni¢enog rasta, odnosno stvaranja klonova svake pojedine stanice u populaciji. Nakon
tretiranja pojedinim agensima samo manji dio izloZenih stanica prezivi i1 kao takve stvaraju

kolonije u vremenskom rasponu od 1 — 3 tjedna (Franken i sur., 2006).

2.6.2. Oksidativni stres i slobodni radikali

Neravnoteza izmedu proizvodnje slobodnih radikala i reaktivnih metabolita, odnosno oksidansa
ili reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) koja moZe utjecati na oSte¢enje vaznih biomolekula 1
organa naziva se oksidativni stres (Pacadi, 2015). Taj nepovoljni utjecaj reaktivnih Kisikovih
vrsta umanjuje se djelovanjem antioksidanasa koji Stite bioloski sustav od toksi¢nog djelovanja
slobodnih radikala (Liguori i sur., 2018). U skupinu reaktivnih kisikovih spojeva najcesce se
ubrajaju hidroksilni radikal, superoksidni anionski radikal, vodikov peroksid, Kisikov singlet,
radikal nitrita, hipoklorit i peroksinitrit radikal (Lobo i sur., 2010). Mogu nastajati tijekom
uobicajenih metabolickih procesa koji se odvijaju u organizmu ili biti porijeklom iz vanjskih
izvora u slucaju izloZenosti organizma X-zrakama, ozonu, dimu cigarete, zagadivacima zraka
ili industrijskim kemikalijama (Liguori i sur., 2018).

Slobodni radikali su visoko reaktivni atomi ili molekule koji u svojoj vanjskoj ljusci sadrze
jedan ili viSe nesparenih elektrona (Chandrasekaran i sur., 2017). Nastaju u stanicama i kao
takvi mogu prihvatiti ili donirati elektrone, pri ¢emu se ponasaju kao oksidansi ili reducensi.
Zahvaljujuéi nesparenom elektronu, slobodni radikali su iznimno nestabilni a time 1 vrlo
reaktivni pri ¢emu mogu izazvati ostec¢enja bioloski vaznih molekula poput proteina, DNA,
ugljikohidrata i lipida (Lobo i sur., 2010). Upravo navedeni prijenos elektrona utjeCe na
oksidativno stanje stanica $to pospjesuje ili zaustavlja aktivnost razli¢itih signalnih puteva i u
konacnici mijenja sudbinu stanice, ali i cijelog organizma (Pacadi, 2015). Tako su brojna
istrazivanja pokazala da oksidativni stres za posljedicu moze imati razvoj razlicitih bolesti
poput multiple skleroze, brojnih neurodegenerativnih i kardiovaskularnih bolesti, reumatoidnog

artritisa i raka (Katerji i sur., 2019).
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2.6.2.1. Ostecenje proteina kao posljedica oksidativnog stresa

Oksidativne modifikacije proteina najceS¢e ukljucuju reakcije proteinske karbonilacije i
nitriranja tirozina tijekom kojih dolazi do reakcije izmedu proteinskih aminokiselinskih
ostataka i reaktivnih kisikovih (ROS) ili reaktivnih dusikovih spojeva (RON). Iako se obje vrste
reakcija povezuju s oksidativnim oStecenjima, najéeSée se sadrzaj karboniliranih proteina
primjenjuje kao biomarker prisutnosti oksidativnog stresa u stanicama (Cai i Yan, 2013).
Izlaganje aminokiselinskih ostataka proteina i vezanje karbonilnih skupina na iste moze dovesti
do gubitka strukture, a time i funkcije proteina $to u kona¢nici ima negativan utjecaj na rad
cijele stanice. Velik broj studija pokazuje kako se proteinska karbonilacija ¢es¢e odvija u
starijim stanicama, tkivima i organima, te se ¢esto povezuje s razvojem pojedinih bolesti poput

Parkinsonove ili Alzheimerove, raka, dijabetesa te sepse (Nystrom, 2007).

2.6.2.2. Ostecenje lipida kao posljedica oksidativnog stresa

Osim proteina, reaktivni kisikovi spojevi mogu uzrokovati i oStecenje lipida u vidu lipidne
peroksidacije koja se smatra glavnim pokazateljem oSte¢enja stani¢énih membrana (Katerji i
sur., 2019). Intenzivna lipidna peroksidacija u stani¢nim membranama dovodi do gubitka
fluidnosti, opadanja vrijednosti membranskoga potencijala, povecanja permeabilnosti prema
vodikovim 1 drugim ionima, te do moguce rupture stanice i otpusStanja njezina sadrzaja. lako je
proces peroksidacije najcesce uzrokovan hidroksilnim radikalom, takoder ga mogu pokrenuti i
brojni drugi radikali pri ¢emu su njihova najces$¢a meta visestruko nezasi¢ene masne kiseline
(PUFA) (Stefan i sur., 2007). Osteéenje lipida moZe se odrediti mjerenjem koli¢ine brojnih
produkata lipidne peroksidacije, dok se za procjenu statusa oksidativnog stresa ¢esto odreduje

udio nastalog malondialdehida (MDA) (Katerji i sur., 2019).

2.6.3. Kromosomski lomovi

Agensi ili kemikalije razli¢itog porijekla koje mogu uzrokovati oSteCenja DNA ili
kromosomska oStec¢enja nazivaju se genotoksini (Pacadi, 2015). Pritom, molekula DNA moze
biti oSte¢ena izravno, pucanjem kemijskih veza u molekuli, ili neizravno putem stvaranja
slobodnih radikala. Izravni u¢inci na DNA javljaju se u obliku prijeloma jednog (SSB — single
strand break) ili obaju lanaca molekule DNA (DBS - double strand break) (Grgi¢, 1997).
Izmedu ostalog, takva ostecenja molekule DNA mogu rezultirati nastankom kromosomskih
aberacija gdje na razini kromosoma dolazi do promjena u njihovoj strukturi. Takve strukturne

promjene kromosoma obuhvacaju lomove koji mogu zahvatiti jednu ili dvije kromatide. Kada
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je zahvacena samo jedna od dvije kromatide repliciranog kromosoma, tada govorimo o
kromatidnim aberacijama, a ukoliko se lomovi dogode u obje kromatide repliciranog
kromosoma radi se 0 kromosomskom lomu. Kao posljedica kromosomskih lomova mogu
nastati stanice s izmijenjenim brojem gena uslijed delecije ili duplikacije, ili moze do¢i do
promjene lokacije gena kao rezultat inverzije i translokacije (Durgo, 2019). Spomenute
promjene mogu biti uzrokovane djelovanjem razlicitih fizickih, kemijskih ili bioloSkih agenasa.
Iako su navedeni agensi Cesto porijeklom iz okoli$a, vazno je napomenuti kako i ljudski
organizam moze stvarati spojeve poput prethodno opisanih reaktivnih kisikovih i dusikovih
vrsta, produkata lipidne peroksidacije, endogenih alkiliraju¢ih agenasa i metabolita estrogena
ili kolesterola od kojih ve¢ina posjeduje primarno mutageno, a neki i citostaticko ili citotoksi¢no
djelovanje $to u konac¢nici moze dovesti do starenja, malignih transformacija ili smrti stanica
(Hoeijmakers, 2009). Tako poveéan broj kromosomskih oSte¢enja moze posluziti kao indikator
izloZenosti razli¢itim genotoksicnim agensima i time upucivati na moguci rizik pojave raka

(Garaj-Vrhovac, 2000).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom poglavlju opisani su materijali potrebni za ispitivanje genotoksi¢nog ucinka voda s
odlagalista otpada PiSkornica na humane stanice karcinoma jezika i jetre. U podpoglavljima od
3.1.1. do 3.1.4. opisani su koristeni bioloski test sustavi i uzorci voda, te su navedene sve

upotrijebljene kemikalije, otopine i laboratorijska oprema.

3.1.1. Bioloski test sustavi za utvrdivanje genotoksicnog ucinka

U svrhu provedbe istrazivanja u ovom radu koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije
hepatocelularnog karcinoma jetre Hep G2 (Slika 3) te oralnog plocastog karcinoma Cal 27
(Slika 4). Navedene stani¢ne linije rasle su u monosloju unutar plastiénih T-boca inkubiranih
pri 37 °C u vlaznoj atmosferi te uz 5 % CO2. Uzgoj je proveden u kompletiranom mediju
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Invitrogen) uz dodatak 10 %-tnog fetalnog
govedeg seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBS). Tijekom postupka presadivanja stanica, iste

su odvojene od podloge i razdvojene pomocu otopine tripsina koncentracije 0,25 %.

ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Low Density High Density

Slika 3. Komercijalno dostupna stani¢na linija Hep G2 (Anonymus 5, 2017)
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ATCC Number: CRL-2266
Designation: ~ SH-SY5Y (mixed adherent and suspension)

Low Density High Density

Slika 4. Komercijalno dostupna stani¢na linija Cal 27 (Anonymus 6, 2020)

3.1.2. Uzorci vode s podrucja odlagalista otpada Piskornica

U svrhu genotoksikoloskih istrazivanja koriSteni su sljedeci uzorci voda:
Uzorak 1 — podzemna voda uzvodno od odlagalista Piskornica
Uzorak 2 — podzemna voda nizvodno od odlagalista Piskornica
Uzorak 3 — procjedna voda odlagalista Piskornica

Uzorak 4 — povrsinska voda nizvodno od odlagalista Piskornica

Navedeni uzorci voda pripremljeni su za ispitivanje i analizirani na fizikalno-kemijske
parametre od strane tvrtke Euroinspekt Croatiakontrola d.o.0.. Rezultati provedene analize se
nalaze u Prilogu 1. Uzorkovanje voda je provedeno u lipnju 2020. godine tijekom kojeg su
uzorci prikupljeni pomocu potopne pumpe (Grundfos, model MP1) spojene na benzinski
agregat. Uzorci su pripremljeni uparivanjem na rotacionom uparivacu (Heidolph, model
Elaborata 4000) te na uparivac¢u dusikom (VLM, model V.649.061.820) gdje je svaki pojedini
uzorak koncentriran 100 puta. Odredivanje organskog i anorganskog sastava uzoraka voda

provedeno je prema akreditiranim ISO metodama na umjerenim uredajima:

e pH metar Mettler Toledo, model Five Easy
e KPK BEHR termoreaktor model TRS 300
e spektrofotometar HACH, model DR 6000
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o GF-AAS Perkin Elmer, model AAnalist 600
e FLAME-AAS Analytik Jena model NOVAA 350

3.1.3. Kemikalije

= 24-dinitrofenilhidrazin (DNPH), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
= agaroza niske tocke taliSta (LMP), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
= agaroza normalne tocke talista (NMP), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
= bovine serum albumin (BSA), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

= coomassie blue, Bio-Rad, SAD

= dimetil-sulfoksid (DMSQO), p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska

= etanol, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska

= etidij-bromid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

= etil acetat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

= fetal bovine serum (FBS), Gibco, Carlsbad, SAD

= fosfatna kiselina, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

= giemsa, Kemika, Zagreb, Hrvatska

= gvanidin hidroklorid, Acros organics, New Jersey, SAD

= kalij-hidrogenfosfat, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska

= kalij-klorid, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska

= kristal violet, Kemika, Zagreb, Hrvatska

= malondialdehid, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim

= Na:EDTA, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

= natrij dodecil sulfat (SDS), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

= natrij-hidrogenfosfat dodekahidrat, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska

= natrij-klorid, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska

= natrij-laurilsarkozinat, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

= tiobarbiturna kiselina (TBA), Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka

= trikloroctena kiselina (TCA), Fisher Scientific, Loghborough, Velika Britanija

= tripsin, Gibco, Carlsbad, SAD

= tris-HCI, Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka
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)} Otopine koristene za provodenje klonogenog testa (testa formiranja kolonija)

a) Fosfatni pufer - PBS (pH=7,2 - 7,4):
= natrijev klorid 4,0 g
= kalijev klorid 0,1 ¢
= natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat 1,16 g
= kalijev hidrogenfosfat 0,1 g
= destilirana voda 500,0 mL

Sterilizira se 20 minuta pri 120 °C.

b) Otopina kristal violet/giemsa

i) Otopine koristene za provodenje testa proteinske karbonilacije

a) Fosfatni pufer - PBS (pH=7,2 - 7,4):
= natrijev klorid 4,0 g
= kalijev klorid 0,1 g
= natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat 1,16 g
= kalijev hidrogenfosfat 0,1 g
= destilirana voda 500,0 mL

Sterilizira se 20 minuta pri 120 °C.

b) Bradford reagens:
= Coomasie blue 10 mg
= etanol (96 %-tni) 5 mL
= fosfatna kiselina 10 mL
= destilirana voda 100 mL

i) Otopine koristene za provodenje testa lipidne peroksidacije

a) Tiobarbiturna kiselina (0,67 %)
= tiobarbiturna kiselina 0,067 g
= destilirana voda 10,0 mL

b) Trikloroctena kiselina (10 %)
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iv)

trikloroctena kiselina 1 ¢

destilirana voda 10 mL

Otopine koristene za provodenje komet testa

a) Otopina NMP agaroze (1.5 %):

NMP agaroza 150,0 mg
PBS pufer (pH=7,2-7,4) 10,0 mL

b) Otopina NMP agaroze (6 %):

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):

= mati¢na otopina: NaCl (2,5 M) 65 g
Na,EDTA (100 mM) 13 g
tris-HCI (10 mM) 0,539 g
Na-laurilsarkozinat (1%) 4,45 g

destilirana voda 0,5 L
Sat vremena prije lize stanica, u 200 ml hladnog pufera za lizu potrebno je dodati 2 mL Triton
X-100 i 20 mL dimetil-sulfoksida.

e) Pufer za denaturaciju stanica (pH=13):
»  NaOH (10 M) 30,0 mL
= NaEDTA (200 mM) 5,0 mL
= destilirana voda 965,0 mL

f) Pufer za neutralizaciju (pH=7,5):
= tris-HC148,5¢
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= destilirana voda 1000,0 mL

g) Otopina etidij-bromida:

= etidij-bromid 2,0 pg

= destilirana voda 1,0 mL

3.1.4. Laboratorijska oprema

i) Laboratorijski uredaji

analiti¢ka vaga, MC1 Laboratory LC 620P, Sartorius, Goetingen, Njemacka
autoklav, IPIM, Hrvatska

CO, inkubator, Brouwer CH, Luzern, Svicarska

centrifuga- HC-240, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija

epifluorescencijski mikroskop, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Njemacka
laminar, IBK 1 V2, Iskra, Sentjernej, Slovenija

spektrofotometar — microreader, Tecam, Ménnedorf, Njemacka

sustav za analizu slike i mjerenje kometa, Comet Assay Il, Perceptive Instruments
Ltd, UK

termoblok, ISKRA, Slovenija

termostat, ISKRA, Slovenija

tresilica, ISKRA, Slovenija

il) Laboratorijski pribor

brusena predmetna stakalca

Biirker-Tiirk komorica

Eppendorf epruvetice

Erlenmeyerove tikvice (50 — 200 mL), KIMAX Kimble, Velika Britanija
kivete za spektrofotometar

mikropipete, 10-1000 uL, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
mikrotitracijske ploce, Falcon, BD Company, Franklin Lakes, SAD
Pasteurove pipete, 5-25 mL

plasti¢ne Petrijeve zdjelice, Aptaca, Canelli, Italija

propipeta

staklene pipete (5-25 mL)
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= T-boce (5 mL, 25 mL, 200 mL), Falcon, BD Company, Franklin Lakes, SAD
= tipsevi (0,1-1000 pL), FINNTIP, Thermo Electron Corporation

3.2. METODE RADA
U ovom poglavlju opisani su svi provedeni postupci potrebni za odredivanje genotoksi¢nog

ucinka voda s odlagalista otpada PiSkornica na kontinuirane stani¢ne linije Hep G2 i Cal 27.

3.2.1. Kultivacija stani¢nih linija Hep G2 i Cal 27 u monosloju

Stani¢ne linije Cuvaju se zamrznute na temperaturi od -80 °C u krioprotektivnom sredstvu, 10
% glicerolu ili 10 % dimetil-sulfoksidu. 1z tog razloga prije pocetka rada potrebno ih je
odmrznuti koriste¢i vodenu kupelj temperature 37 °C te centrifugiranjem (100 rpm/5 min)
odvojiti supernatant koji sadrZi ostatak medija i1 krioprotektivnog sredstva. Dobivenom talogu
dodaje se svjezi medij zagrijan na 37 °C, stanice se resuspendiraju i ponovno centrifugiraju.
Tako resuspendirani talog stanica nasaduje se u Petrijeve zdjelice promjera 5 cm Cime se
omogucava stani¢na propagacija. Nakon vremenskog perioda od 24 h stanice se nasaduju u T-
boce veceg volumena i uzgajaju u inkubatoru s kontroliranim uvjetima atmosfere, odnosno pri
37 °C uz 95 % zraka i 5 % CO2, do subkonfluentnog stanja kada se mogu koristiti u daljnjim
eksperimentima. Kako bi se osigurali asepticki uvjeti, vazno je da se svi postupci sa stani¢nim

kulturama odvijaju u komori za sterilan rad (Freshney, 2010).

3.2.2. Priprema stani¢ne suspenzije iz subkonfluentnog monosloja

Kada stanice postignu subkonfluentno stanje, iz T-boca se pipetom ukloni medij te se stanice
isperu 0,25 %-tnim tripsinom kako bi se iz medija uklonile tvari koje bi mogle inhibirati tripsin.
Nakon ispiranja se na stanice dodaje minimalna koli¢ina 0,25 %-tne otopine tripsina potrebna
da prekrije dno T- boce ¢ime se provodi tripsinizacija stanica prilikom koje se one odvajaju od
podloge 1 poprimaju okrugli oblik. Proteoliticki ucinak tripsina na stanice zaustavlja se

dodatkom medija obogacenog serumom (Freshney, 2010).

3.2.3. Odredivanje broja stanica

Tocan broj stanica u pojedinom volumenu uzorka odreduje se pomocu Biirker-Tiirkove
komorice i mikroskopa. Nakon provedene tripsinizacije, pomo¢u mikropipete se uzima 20 pL

uzorka stani¢ne suspenzije, te se nakon resuspenzije 10 pL nanosi na Biirker-Tiirkovu
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komoricu, ispod prethodno postavljenog pokrovnog stakalca. Stanice se broje u Cetiri velika
kvadrata pomocu invertnog mikroskopa pri cemu se svaki veliki kvadrat sastoji od 16 malih
kvadrata, a prostor izmedu predmetnog i pokrovnog stakalca iznosi 0,1 mm, dok je povrSina
svakog kvadrata 1 mm?. Prema tome, volumen svakog velikog kvadrata je 10* mL, a kona¢ni
broj odreduje se kao srednja vrijednost izbrojanih stanica u svakom velikom kvadratu zasebno

(Slika 5). Rezultat je izraZzen brojem stanica po 1 mL stani¢ne suspenzije.
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Slika 5. Biirker-Tiirk komorica (Anonymus 7, 2020)

3.2.4. Priprema otopina uzoraka za genotoksikoloska ispitivanja

Svi uzorci voda s odlagaliSta koncentrirani su 100 puta te prije uporabe filtirirani kroz
mikrofilter veli¢ine 0,45 um. Ispitivane su koncentracije 0,1; 1; 5 i 10x, pri ¢emu koncentracija
1x predstavlja izvornu koncentraciju svih spojeva prisutnih u vodi prikupljenoj na mjestu
uzorkovanja bez prethodnog razrjedivanja ili koncentriranja. Navedene koncentracije uzoraka

voda pripremaju se dodatkom odredenog volumena uzorka vode u medij obogacen serumom.

3.2.5. Odredivanje preZivljenja stani¢nih linija Hep G2 i Cal 27 testom formiranja kolonija

Prethodno uzgojene stani¢ne linije Hep G2 1 Cal 27 podvrgnute su testu odredivanja
prezivljenja prilikom kojeg je pracena moguénost njihova razmnozavanja i stvaranja kolonija

nakon tretmana uzorcima voda s odlagaliSta otpada. Za svaku pojedinu stani¢nu liniju postupak
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zapocinje uklanjanjem starog medija iz T-boca, nakon Cega se stani¢na linija ispere s 2 mL
otopine PBS-a i potom joj se doda otopina tripsina kako bi se stanice medusobno razdvojile i
odvojile od podloge. Nakon razdvajanja, stanice se pomocu sterilne pipete prebacuju u Cistu i
sterilnu Erlenmeyerovu tikvicu gdje se u svrhu neutralizacije otopine tripsina stanicama dodaje
hranjivi medij. Broj stanica po mililitru podeSen je na 30.

Nakon resuspendiranja, stanice se nasaduju na plo¢u s 24 jazice i provodi se inkubacija u
trajanju od 24 sata pri 37 °C. Slijedi uklanjanje medija te se stanice tretiraju uzorcima voda s
odlagaliSta otpada u koncentracijama 0,1; 1; 5 i 10x u trajanju inkubacije od 24 sata, dok se u
slucaju negativnih kontrola isti postupak provodi s medijem obogac¢enim serumom (1 mL po
jazici). Po zavrSetku tretmana iz jazica se uklanjaju uzorci vode i medij, te se stanicama dodaje
1 mL svjezeg medija i zatim slijedi inkubacija u trajanju od sedam dana pri 37 °C tijekom koje
dolazi do formiranja kolonija.

Nakon provedene inkubacije iz jazica se uklanja medij, te se provodi bojanje stanica dodatkom
200 pL otopine kristal violet/giemsa. Nakon 5 minuta slijedi uklanjanje boje, ispiranje stanica
s 1 mL otopine PBS-a te brojanje nastalih kolonija. Postotak prezivljenja racuna se u odnosu na

negativnu kontrolu prema jednadzbi [1] (prilagodeno prema Franken i sur., 2006).

Postotak prezivljenja (% u odnosu na kontrolu)

N nastalih kolonija nakon tretmana
_ ( « _ ) X 100
N kolonija negativne kontrole

[1]

3.2.6. Priprema stanica za odredivanje genotoksi¢nog ucinka voda s odlagaliSta na stani¢ne

makromolekule (proteine, lipide i DNA)

U plasti¢ne Petrijeve zdjelice promjera 5 cm nacjepljuje se 5 mL stani¢nih suspenzija Hep G2
i Cal 27 koncentracije 10° st mL™ nakon ¢ega se stanice inkubiraju 24 h pri 37 °C. Po zavrsetku
inkubacije, stari medij se zamjenjuje svjezim, stanice se tretiraju uzorcima voda s odlagaliSta
koncentracija 0,1; 1 i 5x te se ponovno provodi inkubacija u trajanju od 24 h pri istim uvjetima.
U sluc¢aju negativnih kontrola isti postupak provodi s medijem obogac¢enim serumom (5 mL po
Petrijevoj zdjelici). Nakon zavrSetka tretmana, iz Petrijevih zdjelica se uklanjaju medij 1 uzorci
vode te se stanice ispiru s 1 mL PBS pufera u svrhu uklanjanja ostataka uzoraka vode i medija.
Stanice se zatim tripsiniziraju dodatkom 0,5 mL 0,25%- tne otopine tripsina, prebacuju u

Eppendorf epruvetice i centrifugiraju (5000 rpm/5 min). Nakon toga, sa stanicnog taloga
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uklanja se supernatant, a suspenzija stanica se stavi ¢uvati u led kako bi se mogla upotrijebiti

za navedene eksperimente.

3.2.7. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina metodom po Bradfordu

Prooksidativno djelovanje istrazivanih voda na stani¢ne proteine i lipide se izrazava po
ukupnim stani¢nim proteinima te je stoga u svakom uzorku prvo potrebno odrediti
koncentracije ukupnih proteina po Bradfordu. Kako bi se mogla odrediti ukupna koncentracija
proteina u uzorcima, prethodno je potrebno napraviti bazdarni dijagram pomocu standarda,
odnosno tele¢eg serumskog albumina (BSA). 1z ishodi$ne otopine BSA potrebno je pripremiti
sliede¢e koncentracije BSA: 1, 2, 4, 6, 81 10 ug mL™. U tako pripremljene otopine, dodaje se
1 mL Bradfordovog reagensa te se mjeri apsorbancija na 595 nm. Iz dobivenih vrijednosti,
izradi se bazdarni dijagram koji prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji. Nakon §to se
odredi jednadzba pravca bazdarnog dijagrama, mjeri se koncentracija proteina u uzorcima. Iz
lizata stanica tretiranih razliCitim koncentracijama istrazivanih uzoraka voda uzorkuje se
alikvot od 5 uL koji se stavlja u kivetu skupa s 95 uL destilirane vode i 1 mL Bradfordovog
reagensa nakon ¢ega slijedi mjerenje apsorbancije i odredivanje ukupne koncentracije proteina

u uzorku pomocu jednadzbe bazdarnog pravca.

3.2.8. Odredivanje ostecenja proteina na stani¢nim linijama Hep G2 i Cal 27 testom proteinske

karbonilacije

Velik broj istrazivanja potvrdio je kako oksidativni stres, izmedu ostalog, moZe dovesti do
oksidacije proteina uzrokujuéi njihovo ostecenje a time i gubitak njihove funkcije. lako postoje
brojne metode kojima se moze mjeriti razina oksidacije proteina, jedna od naj¢esce koristenih
je odredivanje udjela karboniliranih proteina (Castegna 1 sur., 2003). Medutim, kako bi odredili
koliko je proteina karbonilirano kao posljedica izloZenosti stanica vodama s odlagalista otpada,

prvotno je potrebno definirati ukupnu koncentraciju proteina u uzorku metodom po Bradfordu.

Nakon postupka pripreme opisanog u poglavlju 3.2.6., stanice se tripsiniziraju dodatkom 0,5
mL 0,25 %- tne otopine tripsina, prebacuju u Eppendorf epruvetice i centrifugiraju (5000 rpm/5
min). Nakon toga, sa stani¢nog taloga uklanja se supernatant i U suspenziju stanica stavi se 100

uL otopine SDS-a pri ¢emu se dobije smjesa proteina i DNA, dok ostatak stanice postaje liziran.

Nakon $to se odredi ukupna koncentracija proteina U uzorcima, pristupa se odredivanju udjela

karboniliranih proteina prema jednadzbi [2] pri ¢emu se u preostalu koli¢inu uzorka sa
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stani¢nim linijama dodaje 200 pL 2.4, - dinitrifenilhidrazina (10 mmol), dobivena smjesa se
homogenizira i ostavi stajati 60 minuta na tamnom mjestu. Nakon toga dodaje se 0,5 mL 10 %-
karbonilirane, te se smjesa ostavi na hladnom mjestu tijekom sljedec¢ih 15 minuta. Slijedi
centrifugiranje pri ¢emu se supernatant odvoji a dobiveni talog sacuva i ispere smjesom
etanol/etil-acetat u omjeru 1:1. Navedeni postupak centrifugiranja i ispiranja taloga ponovi se
ukupno dva puta. Isprani talog se otopi dodatkom 0,5 mL gvanidin hidroklorida nakon ¢ega
slijedi mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 340 nm (prilagodeno prema Colombo i sur.,
2015).

[10° x (55 00%3‘1}\91@(:m—1)]

¢ (ukupnih proteina) mgml=1

Koncentracija karboniliranih proteina (mgmL™1) =

[2]

3.2.9. Odredivanje oSte¢enja lipida na stani¢nim linijama Hep G2 i Cal 27 testom lipidne

peroksidacije

Osim na proteine, slobodni radikali u stanicama mogu djelovati i na lipide, odnosno visestruko
nezasi¢ene masne kiseline (PUFA) sto dovodi do procesa lipidne peroksidacije prilikom kojeg
izmedu ostalih produkata, dolazi do nastajanja spoja malondialdehida koji zna¢ajno doprinosi
oSte¢enju DNA 1 nastanku mutacija. 1z tog razloga se koli¢ina nastalog malodialdehida ¢esto
smatra glavnim indikatorom oksidativnog stresa i antioksidativnog statusa u pacijenata s
karcinomom (Niedernhofer i sur., 2003; Gawet i sur., 2004). U svrhu odredivanja razine lipidne
peroksidacije kao posljedicu izlozenosti stanica vodama s odlagaliSta otpada, najprije je
potrebno odrediti ukupnu koncentraciju proteina u uzorku metodom po Bradfordu kako bi
naposlijetku koli¢inu nastalog kompleksa malondialdehid - tiobarbiturna kiselina (TBA) izrazili
po ukupnoj koncentraciji proteina. Nakon provodenja postupka pripreme stani¢nih linija
opisanog u poglavlju 3.2.6., pristupa se odredivanju ukupne koncentracije proteina opisane u

sklopu poglavlja 3.2.7.

Nakon §to se odredi ukupna koncentracija proteina, svaki od uzoraka tretira se s 600 puL 0,8 %-

tnom otopinom tiobarbiturne kiseline (TBA) u trikloroctenoj kiselini (TCA). Pritom se

navedena otopina prethodno pripremi tako da se 0,8 g tiobarbiturne kiseline otopi u 100 mL

trikloroctene kiseline. Tretirani uzorci se kratko homogeniziraju i stave u vodenu kupelj na 95

°C tijekom sljedec¢ih 60 minuta gdje pri navedenoj temperaturi i kiselom mediju primarno dolazi
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do taloZenja proteina te stvaranja kompleksa malodialdehid — TBA. Slijedi centrifugiranje
uzoraka, nakon ¢ega se po 100 pL supernatanta prebacuje u crnu mikrotitracijsku plo¢icu s 96
jazica i pristupa se mjerenju intenziteta flourescencije na spektrofotometru (ekscitacija -560
nm, emisija 585 nm). U meduvremenu, bilo je potrebno napraviti bazdarni dijagram pomocu
standarda malondialdehida u rasponu koncentracija od 0, 4, 6, 8, 12, 16 i 20 uM. Sve se stavi u
vodenu kupelj na 95 °C tijekom sljedec¢ih 60 minuta i dalje postupa na jednak nacin kao i sa
uzorcima. Tako se pomocu jednadzbe pravca (y=ax+b) [3] iz dobivenih apsorbancija (x),
odsjecka na osi y (b) i koeficijenta smjera (a) u uzorcima odredi koncentracija nastalog
kompleksa malondialdehid — TBA (y) koji u kona¢nici upucuje na stupanj razgradnje lipida u

stanicama (prilagodeno prema GenWay Biotech, 2020).

Koncentracija malondialdehid — TBA kompleksa (mgmlL™1) =

[x(A340nm)—b)

” [3]

¢ (ukupnih proteina) mgmL™1

3.2.10. Odredivanje oSte¢enja DNA na stani¢nim linijama Hep G2 i Cal 27 komet testom

Jedan od postupaka za otkrivanje oStecenja DNA je komet test ili single cell gel electrophoresis
(SCGE) koji se kao relativno jednostavna, brza ali osjetljiva i provjerena metoda za mjerenje
lomova lanaca DNA u pojedina¢nim stanicama, provodi u nekoliko koraka. Najprije se stanice
uranjaju u sloj agaroznog gela na mikroskopskom stakalcu gdje se liziraju pomocu detergenta
1 otopine soli. Ovaj korak otklanja proteine i histone pri ¢emu zaostaju nukleoidi koji sadrze
superuzvojnice DNA vezane na nuklearni matriks (Collins, 2004; Wong i sur., 2005). Ukoliko
su lomovi DNA prisutni do¢i ¢e do lokalne relaksacije superuzvojnice DNA u nukleoidu.
Elektroforezom u alkalnim uvjetima se negativno nabijeni, relaksirani dijelovi uzvojnice
povlace prema anodi, formirajuci ,,rep* kometa, dok preostala DNA u nukleoidu daje ,,glavu®.
Slijedi bojanje DNA fluorescentnim bojama kako bi se nastali kometi mogli uociti pomoc¢u
fluorescentnog mikroskopa (Wong i sur., 2005). Pritom se najces¢e odreduju tri osnovna
parametra kometa: duZina repa, intenzitet repa i moment repa. DuZina repa kometa odnosi se
na najvecu udaljenost na koju su otputovali najkraci fragmenti DNA, a mjeri se od sredine glave
ili od ruba glave kometa. Intenzitet repa kometa predstavlja postotak DNA koja je migrirala u
rep 1 izrazava se u odnosu na ukupnu koli¢inu DNA u kometu. Moment repa kometa definira

se kao umnozak duZine repa i1 postotka DNA u repu, odnosno intenziteta repa (Collins 1 sur.,
2008).
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Dakle, broj lomova u molekuli DNA odraz je intenziteta ,,repa* kometa u odnosu na ,,glavu
(Collins, 2004). Tako je osnovni princip komet testa kvantifikacija denaturiranih DNA
fragmenata koji migriraju iz jezgre tijekom elektroforeze, pri ¢emu je brzina migracije DNA
prema anodi izravno proporcionalna stupnju fragmentacije i oste¢enja (Pacadi, 2015). Iako se
danas koriste brojne metode kojima je cilj otkriti oSteCenja DNA izazvana na razini
pojedinacnih stanica, ipak je naglasak na brzim, jeftinim i pouzdanim metodama koje ne
zahtijevaju veliku koli¢inu bioloSkog materijala za analizu (Meller i sur., 2000; Wong i sur.,
2005).

Nakon postupka tretmana stanica opisanog u poglavlju 3.2.6., na bruSena predmetna stakalca
razvuce se 300 pL otopine NMP (,,normal melting point*) agaroze (1.5 %), te se ostavi na
hladnom mjestu (4 °C) kako bi polimerizirala. Potom, na polimerizirani sloj NMP agaroze
nanese se sloj od 100 uL LMP (,,Jow melting point®) agaroze (0,5 %) zagrijane na 37 °C u kojoj
su resuspendirane stanice. Nakon polimerizacije LMP agaroze, nanese se jo$ jedan sloj od 100
uL LMP agaroze, i kada posljednji sloj polimerizira provodi se liza stanica u ohladenom puferu
za lizu stanica (4 °C/1 sat). Potom se stanice tretiraju puferom za denaturaciju i provodi se
elektroforeza pri jakosti struje od 300 mA i naponu od 25 V u trajanju od 20 minuta. Po
zavrsetku elektroforeze, stakalca se ispiru puferom za neutralizaciju (0,4 M tris-HCI pufer, pH
= 7.5) i preparat se boji sa etidij-bromidom. Nakon 10 minuta stakalca se ispiru tris-HCI
puferom te se radi stabilizacije boje, do provodenja mikroskopske analize, drze na hladnom i

tamnom mijestu (Collins, 2008).

Mikroskopiranje preparata provodi se pomocu epifluorescencijskog mikroskopa s
ekscitacijskim filterom podeSenim na 515-560 nm, a slika se analizira pomocu programa Comet
Assay II (Perceptive instruments Ltd., UK). U svrhu analize genotoksi¢nog ucinka voda s

odlagalista otpada koristeni su parametri: duzina, intenzitet te moment repa kometa.

3.2.11. Statisti¢ka analiza rezultata

Dobiveni rezultati svih provedenih ispitivanja prikazani su graficki kao srednje vrijednosti i
njihove standardne devijacije te dodatno statisticki obradeni one way ANOVA testom
primjenom Tukey i Scheffé post hoc testa uz granicu statisticke znacajnosti p< 0,05 koristenjem

programskog sustava JASP 0.14.0.0.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Odlaganje komunalnog ¢vrstog otpada na velika odlagali$ta jo§ uvijek predstavlja jedan od
najée$c¢ih nadina gospodarenja otpadom u Hrvatskoj i u svijetu. Pritom, odlagalista otpada
funkcioniraju poput golemih mikrobioloskih i kemijskih reaktora pri ¢emu do potpune
stabilizacije odlozenog otpada dolazi tek nakon duljeg perioda koje se za pojedina onecis¢enja
mjeri ¢ak u desetlje¢ima. Ono Sto predstavlja veliki problem, jesu odlagaliSta otpada bez
izvedenih zaStitnih sustava gdje procjedivanje razli¢itih organskih i anorganskih sastojaka
otpada moze dovesti do velikog zagadenja podzemnih i povrsinskih voda okolnog podrucja
¢ime se izravno ugrozavaju izvori pitke vode (Ahel, Terzi¢ i Tepié, 2006). Medutim, iako
posjeduju zastitne sustave, veliku prijetnju kvaliteti spomenutih voda mogu predstavljati i
sanitarna odlagaliSta, ¢ijim neredovitim odrzavanjem moze do¢i do procjedivanja opasnih
kemikalija u vodonosnike (Bannu i Berrin, 2015).

Tako se odlagalista komunalnog ¢vrstog otpada, upravo zahvaljujuci procjednoj vodi kao
povrsinskih voda koje se u velikoj mjeri koriste kao izvor vode za ljudsku potro$nju. Sastav
procjedne vode znacajno se razlikuje izmedu razli¢itih odlagaliSta, i primarno ovisi o
karakteristikama otpada, njegovom sastavu, fazama razgradnje i tehnologijama odlaganja.
Opcenito, procjedna voda se moze opisati kao kompleksna mjesavina onecis¢ujucih tvari, poput
znacajne koli¢ine otopljenih organskih tvari, anorganskih soli, amonijaka, teskih metala i
ksenobiotickih organskih spojeva koji su naj¢esce porijeklom iz farmaceutskih 1 kozmetickih
proizvoda, industrijskih kemikalija ili kucanstva (Samadder i sur., 2016). Istrazivanja
provedena na miSevima su pokazala da konzumacija vode onecis¢ene Spojevima koji se nalaze
u procjednim vodama uzrokuje povecanu razinu oksidacije proteina, lipidne peroksidacije,
oSte¢enja DNA te promjene antioksidativne obrane organizma u kona¢nici (Bakare i sur., 2003;
Liisur., 2006, 2010; Ghosh i sur., 2017). Zato, kako bi se procijenio uc¢inak, te ukoliko postoji,
umanjio Stetan utjecaj odlagalista otpada na okoli$ i ljudsko zdravlje, osim fizikalno - kemijskih
ispitivanja procjedne vode odlagalista otpada, provode se i bioloski in vivo ili in vitro testovi
kojima se nastoji odrediti njezino potencijalno genotoksi¢no djelovanje na zive organizme
(Badernai sur., 2019).

Iako se u velikom broju istraZivanja ispitivao uc¢inak iskljuc¢ivo procjednih voda odlagalista
otpada, u sklopu ovog rada cilj je bio ispitati ne samo ucinak procjednih voda, ve¢ i utjecaj
odlagalista na obliznje povrsinske vode te podzemne vode uzvodno i nizvodno od odlagalista

otpada iz razloga §to su Zzivi organizmi poput ljudi, biljaka i Zivotinja izravno izloZeni
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djelovanju podzemnih i povr$inskih voda, odnosno dospijevanje procjednih voda u podzemne
i povrsinske vode bi ih mogao uciniti neupotrebljivim za pice ili druge vodoopskrbne svrhe.

U svrhu procjene genotoksi¢nog ué¢inka podzemnih, procjedne te povrsinske vode, kao bioloski
test sustavi koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije hepatocelularnog karcinoma jetre
Hep G2 te oralnog plocastog karcinoma Cal 27. Pritom se pristupilo odredivanju prezivljenja
navedenih stani¢nih linija nakon izlaganja razliCitim koncentracijama istrazivanih voda te
ispitivanju potencijalno prisutnih oste¢enja stani¢nih makromolekula (proteina, lipida i DNA).
Dobiveni rezultati usporedeni su s provedenom fizikalno — kemijskom analizom vode te je u

konacnici procijenjen utjecaj ¢vrstog otpada odlagalista Piskornica na okolis.
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4.1. FIZIKALNO - KEMIJSKA ANALIZA UZORAKA VODA S ODLAGALISTA
OTPADA

Uzorak 1 ispitivan u sklopu ovog istrazivanja uzorkovan je na podru¢ju starog nesaniranog
otpada te hidroloski gledano uzvodno od odlagalista. Uzorak 2 uzorkovan je na novom dijelu
odlagali$ta smjeStenom na sjeveroistocnom uglu, te s obzirom na smjer toka podzemne vode
nizvodno od odlagalista. Uzorak 3 odnosi se na procjednu vodu isto¢ne strane odlagalista koja
se skuplja u Sahtovima, dok je uzorak 4 ispitan u vodotoku Gliboki nizvodno od tijela
odlagalista.

Prema senzorskim svojstvima uzorak 1, 2 i 4 okarakterizirani su kao bistre tekucine, bez boje i
mirisa, za razliku od uzorka 3 procjedne vode koji je opisan kao mutna tekucina, smede boje i
primjetnog mirisa. Kakvoca uzoraka 1 i 2 ispitana je opazackim piezometrima prema Okoli$noj
dozvoli, pri ¢emu je prema ispitanim pokazateljima za parametre nitriti, elektrovodljivost,
ukupni fosfor, arsen, kadmij, olovo i Ziva ekolosko stanje sukladno Uredbi o standardu kakvoce
vode (NN 96/2019) (Uredba, 2019). Ostali mjerni pokazatelji te grani¢ne vrijednosti nisu
navedeni u Uredbi za ocjenu kemijskog stanja podzemnih voda ili kao specifi¢éne onec¢iscujuce
tvari. Nadalje, uzorak 3 procjedne vode odgovara zahtjevima navedenim okolisnom dozvolom,
dok se na lokaciji vrsi recirkulacija procjednih voda na tijelo odlagalista te nema nikakvih
ispuStanja istih izvan lokacije odlagalista (Prilog 1). Medutim, za slu¢aj da se provede
ispustanje takvih voda u sustav javne odvodnje, prema Pravilniku o grani¢nim vrijednostima
emisija onec¢iS¢ujuéih tvari otpadnih voda (NN 26/2020) (Pravilnik, 2020) uzorak 3 zadovoljava
MDK (minimalno dopustene koncentracije) osnovnih fizikalno — kemijskih pokazatelja, dok su
za organske parametre izmjerene vrijednosti KPK od 4366 mgO,L™* (MDKkpk=700 mgO,L™)
i BPKs 0d 2025 mgO,L ™t (MDKgpks=100 mgO,L™?) sto je puno vise od MDK za iste. Takoder,
koncentracija tesko hlapljivih lipofilnih tvari, fenola te ukupnih ugljikovodika je bila ve¢a od
MDK i iznosila je 290, 118 te 10,7 mgL? (MDKrr=100 mgL?; MDKg=10 mgL*;
MDKGer1r=30 mgL™?). Nadalje, kod anorganskih pokazatelja vrijednosti pojedinih parametara
su takoder prelazile one minimalno dopustene za ispustanje u sustav javne odvodnje. Tako su
zabiljezene koncentracije arsena od 0,105 mgL™* (MDKas=0,1 mgL™t), ukupnog kroma od 11,2
mgL? (MDKc=0,5 mgL™) i Zeljeza od 18,3 mgL™? (MDKg=10 mgL*. Koncentracije metala
poput bakra, barija, cinka, mangana, nikla te selena kretale su se ispod vrijednosti MDK, dok
su razine Zzive, olova, kroma (VI) i kadmija bile ispod granice osjetljivosti primijenjene
analiticke metode (Prilog 2). Kakvocéa uzorka 4, vode ispitane u vodotoku Gliboki prema

ispitanim pokazateljima za koje je propisana vrijednost pH ekolosko stanje je dobro, a za
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pokazatelje KPK, BPKs, mangan, ukupni fosfor i ukupni dusik ekolosko stanje je vrlo dobro te
sukladno Uredbi o standardu kakvoce vode (NN 96/2019) (Uredba, 2019). Ostali mjerni

pokazatelji te grani¢ne vrijednosti nisu navedeni u Uredbi (Prilog 1).

4.2. CITOTOKSICNI I ANTIPROLIFERATIVNI UCINAK VODA S PODRUCJA
ODLAGALISTA OTPADA

Prezivljenje stanica nakon izlaganja ispitivanim uzorcima vode odredivano je testom formiranja
kolonija pri ¢emu se ispitivao ucinak 4 koncentracije (0,1x, 1x, 5x i 10x) podzemne vode
uzvodno i nizvodno od odlagalista, procjedne te povrSinske vode na stani¢nim linijjama Hep G2

i Cal 27 pri koncentraciji stanica 10° st mL™ i nakon 24 sata izloZenosti.
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1-podzemna voda uzvodno, 2-podzemna voda nizvodno, 3-procjedna voda, 4-povrSinska voda nizvodno; a — statisti¢ki (p<0,05
Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,1x; b — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna
razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju
5x; d — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 10x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i

Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 6. Postotak prezivljenja stani¢ne linije Hep G2 (10° st mL™) u odnosu na negativnu

kontrolu nakon tretmana uzorcima vode u rasponu koncentracija od 0,1x do 10x

Analiza uzoraka vode na stani¢nu liniju Hep G2 ukazuje da statisti¢ki zna¢ajno smanjenje
prezivljenja u odnosu na negativnu kontrolu (stanice + medij za uzgoj) pokazuju sve
koncentracija uzorka 3. Pritom je vidljiva poveznica doza-uc¢inak $to vodi do zakljucka da vece
koncentracije uzorka 3 izazivaju znacajnije smanjenje broja stanica, odnosno jaci toksi¢ni

ucinak. Ostali uzorci pri svim ispitivanim koncentracijama ne pokazuju statisticki znac¢ajno

36



smanjenje prezivljenja u odnosu na negativnu kontrolu iz ¢ega se moze zakljuciti da ne

izazivaju toksi¢ni u¢inak (Slika 6).
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1-podzemna voda uzvodno, 2-podzemna voda nizvodno, 3-procjedna voda, 4-povrsinska voda nizvodno; a — statisti¢ki (p<0,05
Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,1x; b — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna
razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju
5x; d — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 10x; * - statisticki (p<0,05 Tukey i

Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 7. Postotak prezivljenja stani¢ne linije Cal 27 (10° st mL™) u odnosu na negativnu kontrolu

nakon tretmana uzorcima vode u rasponu koncentracija od 0,1x do 10x

Zatim, analiza uzoraka vode na stani¢nu liniju Cal 27 pokazala je statisti¢ki znacajno manji broj
stanica u odnosu na negativnu kontrolu kod koncentracije 0,1x uzorka 3, dok kod ostalih
koncentracija (1x; 5x i 10x) istog uzorka stani¢ne kolonije nisu porasle. Tako se moze zakljuciti
da sve koncentracije uzorka 3 uzrokuju smanjeno prezivljenje, tj. izazivaju toksi¢ni ucinak.
Ostali uzorci pri svim ispitivanim koncentracijama ne izazivaju statisticki znacajno smanjenje
prezivljenja u odnosu na negativnu kontrolu $to upucuje na to da ne uzrokuju toksi¢no
djelovanje (Slika 7).

lako prema kemijskoj analizi uzorak procjedne vode odgovara zahtjevima navedenim u
okolisnoj dozvoli, citotoksicni ucinak se zapravo moze pripisati povisenim Vrijednostima
pojedinih organskih te anorganskih pokazatelja definiranim unutar Pravilnika o grani¢nim
vrijednostima emisija oneciS¢ujucih tvari otpadnih voda u slucaju ispusStanja u sustav javne
odvodnje. Kako su povisene vrijednosti navedenih pokazatelja ve¢ prisutne u nekoncentriranog
uzorka 1x, u slu¢aju koncentriranijih uzoraka 5x i 10x te vrijednosti su uvecane §to objasnjava

njihov snazniji toksi¢ni u€inak.
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SloZenost sastava procjedne vode uzrokuje viSestruke mehanizme toksi¢nosti koji su potvrdeni
na razli¢itim test sustavima. Toksi¢nost procjedne vode najcesce je uzrokovana prisutnoséu,
¢ak i u tragovima, teskih metala, amonijaka i razli¢itih organskih spojeva poput pesticida od
kojih neki mogu imati potencijalno estrogeno i kancerogeno djelovanje. U sklopu istrazivanja
provedenog 2018. godine u Kini analizom komunalnog otpada utvrdene su visoke prosje¢ne
koncentracije antibiotika poput tetraciklina, oksitetraciklina i sulfometoksazola ¢ije prisustvo
procjednu vodu ¢ini rezervoarom brojnih organskih onecis¢ivaca i velikom prijetnjom okolisu
te ljudskom zdravlju (Kjeldsen i sur., 2002; Andrews i sur., 2011; Clarke i sur., 2015; Qi i sur.,
2018).

Dobiveni rezultati su u skladu sa sli¢énim eksperimentima koja su dokazala toksi¢ni u¢inak
procjednih voda, poput onog gdje su kao test sustav koriStene stanice raka jetre, te gdje je pri
nizim dozama doslo do inhibicije stani¢ne proliferacije, a pri vis§im je ispoljeno citotoksi¢no
djelovanje (Baderna i sur., 2011; Ghosh i sur., 2014). Takoder, u sklopu istrazivanja
provedenog u Hrvatskoj potvrdena je toksi¢nost na humanim perifernim krvnim limfocitima u

slu¢aju procjedne vode odlagalista otpada Piskornica (Garaj — Vrhovac i sur., 2013).

4.3. PROOKSIDACIJSKI UCINAK VODA S PODRUCJA ODLAGALISTA OTPADA
NA STANICNE PROTEINE

Ispitivanje ucinka analiziranih uzoraka vode na stani¢ne proteine provodilo se odredivanjem
udjela karboniliranih proteina, pri ¢emu se promatralo djelovanje 3 koncentracije (0,1x; 1x i
5x) podzemne vode uzvodno i nizvodno od odlagalista, procjedne te povrsinske vode na
stani¢nim linijama Hep G2 i Cal 27 pri koncentraciji stanica 10° st mL™ i nakon 24 sata

izlozenosti.
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1-podzemna voda uzvodno, 2-podzemna voda hizvodno, 3-procjedna voda, 4-povrsinska voda nizvodno; a — statisti¢ki (p<0,05
Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,1x; b — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna
razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju

5x, * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 8. Udio karboniliranih proteina stani¢ne linije Hep G2 (10° st mL™1) u odnosu na negativnu

kontrolu nakon tretmana uzorcima vode u rasponu koncentracija 0,1x do 5x

Analiza vode pokazala je da kod stani¢ne linije Hep G2 statisti¢ki znacajnu karbonilaciju

proteina u odnosu na negativnu kontrolu uzrokuje koncentracija 1x uzorka 3 (Slika 8).
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1-podzemna voda uzvodno, 2-podzemna voda hizvodno, 3-procjedna voda, 4-povrsinska voda nizvodno; a — statisti¢ki (p<0,05
Tukey i Scheffe test) znaCajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna
razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju

5x, * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
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Slika 9. Udio karboniliranih proteina stani¢ne linije Cal 27 (10° st mL™) u odnosu na negativnu

kontrolu nakon tretmana uzorcima vode u rasponu koncentracija 0,1x do 5x

Takoder, kod stani¢ne linije Cal 27 statisticki znacajno veci udio karboniliranih proteina u
odnosu na negativnu kontrolu pokazuje koncentracija 1x uzorka 3 (Slika 9).

Kod uzorka 3 u sluCaju obje stanicne linije primjecuje se poveznica doza-uCinak gdje
koncentracija 1x uzrokuje statisticki znacajno vecu karbonilaciju proteina u odnosu na
koncentraciju 0,1x 1 na kontrolu. Dobiveni rezultati mogu se objasniti povecanom
koncentracijom pojedinih organskih ali i anorganskih pokazatelja poput arsena, kroma i zeljeza,
s obzirom da je oksidacija katalizirana metalima najprije bila identificirana kao uzrok
proteinske karbonilacije (Stadtman i Oliver, 1991).

4.5. PROOKSIDACIJSKI UCINAK VODA S PODRUCJA ODLAGALISTA OTPADA
NA STANICNE LIPIDE

Ispitivanje ucinka analiziranih uzoraka vode na lipide provodilo se odredivanjem udjela
malondialdehida, pri ¢emu se promatralo djelovanje 3 koncentracije (0,1x; 1x i 5x) podzemne
vode uzvodno 1 nizvodno od odlagaliSta, procjedne te povrSinske vode na stani¢nim linijama

Hep G2 i Cal 27 pri koncentraciji stanica 10° st mL™ i nakon 24 sata izloZenosti.
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1-podzemna voda uzvodno, 2-podzemna voda hizvodno, 3-procjedna voda, 4-povrsinska voda nizvodno; a — statisti¢ki (p<0,05
Tukey i Scheffe test) znaCajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna
razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju

5X, * - statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
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Slika 10. Udio malondialdehida stani¢ne linije Hep G2 (10° st mL™) u odnosu na negativnu

kontrolu nakon tretmana uzorcima vode u rasponu koncentracija 0,1x do 5x

Provedena analiza vode pokazala je da kod stani¢ne linije Hep G2 statisti¢ki zna¢ajno nastajanje
malondialdehida u odnosu na negativnu kontrolu uzrokuju sve koncentracije uzoraka vode 2 i
3 te gotovo sve koncentracije uzorka 1 pri ¢emu je iznimka koncentracija 5x. Ipak, najvecu

indukciju malondialdehida uzrokovao je uzorak 3 pri koncentraciji 0,1x (Slika 10).
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1-podzemna voda uzvodno, 2-podzemna voda nhizvodno, 3-procjedna voda, 4-povrsinska voda nizvodno; a — statisti¢ki (p<0,05
Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna
razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju

5x, * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 11. Udio malondialdehida stani¢ne linije Cal 27 (10° st mL™) u odnosu na negativnu

kontrolu nakon tretmana uzorcima vode u rasponu koncentracija 0,1x do 5x

Nadalje, u stani¢ne linije Cal 27, do statisticki znac¢ajno veceg nastajanja malondialdehida u
odnosu na negativnu kontrolu dovela je koncentracija 1x uzorka 3 (Slika 11).

Kao i kod proteinske karbonilacije, dobiveni rezultati za uzorak 3 procjedne vode mogu se
pripisati pove¢anim koncentracijama pojedinih organskih i anorganskih parametara utvrdenih
kemijskom analizom. S druge strane, u stanic¢ne linije Hep G2 pojedine koncentracije uzoraka
vode 1 i 2 su takoder dovele do znacajnog nastajanja malondialdehida iako su svi pokazatelji
kemijske analize odgovarali dopustenim koncentracijama. Navedena pojava se moze objasniti
sinergistickim uéinkom organskih i anorganskih parametara, koji iako ne prelaze minimalno

dopustene koncentracije, ipak izazivaju statisticki znacajan u¢inak.
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Brojne studije provedene na stanicama sisavaca pokazale su da unosom vode kontaminirane
sastojcima procjednih voda, teski metali i drugi oneciséivaci apsorbiraju se u krvotok i tako
uzrokuju nastanak slobodnih radikala, bilo u vidu autoksidacije ili oksidacije katalizirane
enzimima. Kada koncentracija reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) premas$i kapacitet
antioksidativnog sustava, stvoreni radikali stupaju u reakcije s proteinima i lipidima razli¢itih
tkiva i organa izazivajuéi njihovu oksidaciju i oStecenje pri ¢emu nastaju oksidirani proteini i
lipidni peroksidi (Li i sur., 2010; Sang i sur., 2010).

Oksidacija stani¢nih proteina moze se dogoditi izravno ili neizravno, odnosno njihovom
reakcijom s reaktivnim kisikovim spojevima ili pak drugim, ve¢ oksidiranim stani¢nim
makromolekulama popu lipida ili Sec¢era (Li i sur., 2010). Pritom se razina oksidacije odreduje
sadrzajem karboniliranih proteina koji ukazuje na gubitak funkcije proteina uzrokovan visokom
razinom oksidativnog stresa, koji u konacnici Cesto rezultira brojnim bolestima ljudskog
organizma (Dalle — Donne i sur., 2003).

S druge strane, Toufexi i sur. 2013. godine su utvrdili da visoke koncentracije prooksidativnih
spojeva potencijalno prisutne u procjednoj vodi stvaranjem hidroksilnih radikala mogu
uzrokovati i lipidnu peroksidaciju gdje malondialdehid kao jedan od produkata iste, izmedu
ostalog, dovodi do destabilizacije lizosomalnih membrana izazivajuci citotoksi¢ni ucinak
(Toufexi i sur., 2013).

Nadalje, u istrazivanju provedenom 2008. godine potvrden je toksi¢ni u¢inak procjedne vode
odlagaliSta na mozak i jetru miSeva nakon izlaganja per 0s. Navedeni ucinci su se ocitovali kroz
lipidnu peroksidaciju te promjene oksidativnog stanja izmjerenog kao koncentraciju
tiobarbituratnih tvari, te kroz poviSenu koncentraciju antioksidativnih enzima (Cu, Zn-
superoksid dismutaza, Se-ovisna glutation peroksidaza i katalaze) ¢iji nastanak je uzrokovan
visokim razinama slobodnih radikala (Li i sur., 2008). Takoder, u drugom istrazivanju nakon
izlaganja procjednim vodama vrste Drosophila melanogaster potvrdena je ekspresija gena za
hsp70 protein, povecana aktivnost antioksidativnih enzima te ve¢e koncentracije produkata
lipidne peroksidacije (Bhargav i sur., 2008). Navedeni rezultati potvrdili su da je oksidacijsko
oStecenje stanica uzrokovano nastajanjem slobodnih radikala osnovni mehanizam toksi¢nog
ucinka procjednih voda.

S obzirom da je u prethodnom eksperimentu uzorak procjedne vode uzrokovao zna¢ajno manji
postotak prezivljenja, za zakljuciti je da isti moze dovesti do statisticki znacajno vece
karbonilacije proteina te lipidne peroksidacije ispitivanih test sustava u odnosu na negativnu

kontrolu, §to u konacnici potvrduje njegov toksi¢ni ucinak .
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4.6. GENOTOKSICNI UCINAK VODA S PODRUCJA ODLAGALISTA OTPADA

Ispitivanje genotoksi¢nog uc¢inka analiziranih uzoraka vode provodilo se komet testom pri cemu
se promatralo djelovanje 3 koncentracije (0,1x; 1x i 5x) podzemne vode uzvodno i nizvodno
od odlagalista, procjedne te povrSinske vode na stani¢nim linijama Hep G2 1 Cal 27 pri
koncentraciji stanica 10° st mL™ i nakon 24 sata izloZenosti. Za procjenu oSteéenja DNA
molekule Koristena su 3 parametra: duljina, intenzitet te moment repa kometa.

Razina nastalog oSte¢enja utvrduje se mjerenjem koli¢ine DNA koja iz glave prelazi u rep
kometa. Ukoliko ve¢i udio DNA prijede u rep kometa, odnosno $to je rep kometa dulji i
intenzitet repa veci, oSteCenje genetickog materijala stanice je takoder vece (Collins 1 sur.,

2008).
4.6
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3,2
3

In duljine repa (um)

0,1x Ix 5% k

Podzemna voda (uzvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 12. Ostecenje DNA (duZina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (uzvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Podzemna voda (uzvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 13. Ostecenje DNA (duZzina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal 27
nakon tretmana uzorkom podzemne vode (uzvodno od odlagali§ta) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)

In duljine repa (um)

0,1x Ix 5% k

El

Podzemna voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
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Slika 14. Oste¢enje DNA (duzina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Podzemna voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 15. Ostecenje DNA (duZina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal 27
nakon tretmana uzorkom podzemne vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Procjedna voda

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 16. Ostecenje DNA (duzina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep

G2 nakon tretmana uzorkom procjedne vode u rasponu koncentracija 0,1x do 1x (p<0,05)
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Procjedna voda

k —negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 17. Ostecenje DNA (duzina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal 27

nakon tretmana uzorkom procjedne vode u rasponu koncentracija 0,1x do 1x (p<0,05)
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PovrsSinska voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 18. Oste¢enje DNA (duzina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom povrsinske vode (nizvodno od odlagaliSta) u rasponu

koncentracija 0,1x do 5x (p<0,05)
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Povrsinska voda (nizvodno od odlagalista)

k— negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
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Slika 19. Ostecenje DNA (duzina repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal 27
nakon tretmana uzorkom povrsinske vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija

0,1x do 5x (p<0,05)

Rezultati parametra duzina repa kometa nisu pokazali statisticki znacajno povecanje duzine
repa u odnosu na negativnu kontrolu za sve analizirane uzorke vode, pri svim ispitivanim
koncentracijama u obiju stani¢nih linija (Slika 12 do Slika 19). Uzorak povrSinske vode
(nizvodno od odlagalista) pri koncentraciji 0,1x i1 5x izazvao je Cak statisticki znacajno

smanjenje duzine repa u odnosu na negativnu kontrolu u stani¢ne linije Cal 27.

In intenziteta repa (%)

= _x )

0,1x 1x 5x k

Podzemna voda (uzvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice+medij za uzgoj stanica); a — statistic¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 20. Oste¢enje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (uzvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Podzemna voda (uzvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x, * - statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 21. Ostecenje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal
27 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (uzvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija

0,1x do 5x (p<0,05)
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Podzemna voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu

na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
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<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test
p Yy 1) ] p Yy

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 22. Ostecenje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)

w
[
o oo

< 3
g,
2" 2,5 *
a1
5 2
. p— * 7
5 1,5 *
s | ) & —
=

0,5

0

0,1x 1x 5x k

Podzemna voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 23. Oste¢enje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal
27 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Procjedna voda

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 24. Oste¢enje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep

G2 nakon tretmana uzorkom procjedne vode u rasponu koncentracija 0,1x do 1x (p<0,05)
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Procjedna voda

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a— statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x, * - statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 25. Ostecenje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal

27 nakon tretmana uzorkom procjedne vode u rasponu koncentracija 0,1x do 1x (p<0,05)
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PovrSinska voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 26. Ostec¢enje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom povrSinske vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu

koncentracija 0,1x do 5x (p<0,05)
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Povrsinska voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
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Slika 27. Ostecenje DNA (intenzitet repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal
27 nakon tretmana uzorkom povrsinske vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija

0,1x do 5x (p<0,05)

Vrlo sliéni rezultati su prisutni i kod parametra intenzitet repa kometa, odnosno postotka DNA
u repu koji takoder nisu pokazali statisti¢ki znaCajno povecanje intenziteta repa u odnosu na
negativnu kontrolu za sve analizirane uzorke vode, pri svim ispitivanim koncentracijama u
obiju stani¢nih linija (Slika 20 do Slika 27). Medutim, vidljivo je statisti¢ki znacajno smanjenje
intenziteta repa u odnosu na negativnu kontrolu za uzorke podzemne vode (uzvodno te
nizvodno od odlagalista) pri koncentracijama 1x u stani¢ne linije Hep G2, te 0,1x, 1x 1 5x kod
stani¢ne linije Cal 27. Navedena pojava je prisutna takoder 1 kod uzorka procjedne vode pri
koncentraciji 1x stani¢ne linije Cal 27, te uzoraka povrsinske vode (nizvodno od odlagalista)
koncentracije 1x za stani¢nu liniju Hep G2, odnosno koncentracija 0,1x te 5x u stani¢ne linije

Cal 27.
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In momenta repa

Podzemna voda (uzvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 28. Ostecenje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (uzvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Podzemna voda (uzvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 29. Ostecenje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal
27 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (uzvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Podzemna voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a— statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
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Slika 30. Oste¢enje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Podzemna voda (nizvodno od odlagaliita)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 31. Ostecenje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal
27 nakon tretmana uzorkom podzemne vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)
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Procjedna voda

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 32. Oste¢enje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep

G2 nakon tretmana uzorkom procjedne vode u rasponu koncentracija 0,1x do 1x (p<0,05)
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n
*
X
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Procjedna voda
k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a— statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)
znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
Slika 33. Ostecenje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal

27 nakon tretmana uzorkom procjedne vode u rasponu koncentracija 0,1x do 1x (p<0,05)
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Povrsinska voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu

Slika 34. Oste¢enje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Hep
G2 nakon tretmana uzorkom povrsinske vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu

koncentracija 0,1x do 5x (p<0,05)
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Povrsinska voda (nizvodno od odlagalista)

k — negativna kontrola (stanice + medij za uzgoj stanica); a— statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) zna¢ajna razlika u odnosu
na koncentraciju 0,1x; b — statisticki (p<0,05 Tukey i Scheffe test) znac¢ajna razlika u odnosu na koncentraciju 1x; ¢ — statisticki
(p<0,05 Tukey i Scheffe test) znacajna razlika u odnosu na koncentraciju 5x; * - statisti¢ki (p<0,05 Tukey i Scheffe test)

znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu
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Slika 35. Oste¢enje DNA (moment repa kometa) mjereno komet testom na stani¢noj liniji Cal
27 nakon tretmana uzorkom povrsinske vode (nizvodno od odlagalista) u rasponu koncentracija
0,1x do 5x (p<0,05)

Moment repa objedinjuje duzinu i intenzitet repa u jednoj vrijednosti ¢ime se smatra
najkorisnijim i naj¢e$¢e upotrebljavanim parametrom komet testa (Lu i sur., 2017). Prema
dobivenim rezultatima u obiju stani¢nih linija nije prisutno statisticki zna¢ajno povecanje
momenta repa u odnosu na negativnu kontrolu za sve analizirane uzorke vode pri svim
ispitivanim koncentracijama (Slika 28 do Slika 35). Isto kao i kod parametara duzine te
intenziteta repa, za pojedine uzorke je vidljivo statisticki znacajno smanjenje momenta repa u
odnosu na negativnu kontrolu. Navedenu pojavu pokazuje uzorak podzemne vode (uzvodno od
odlagalista) pri koncentracijama 1x i 5x, podzemne vode (nizvodno od odlagalista) pri
koncentracijama 0,1, 1X te 5x te procjedne vode koncentracije 1x u stani¢ne linije Cal 27. Kod
uzorka povrsinske vode (nizvodno od odlagaliSta) ova pojava je prisutna u obje stani¢ne linije,

pri ¢emu kod Cal 27 za koncentracije 0,1x i 5x a u Hep G2 za koncentraciju 1x.

Na osnovu dobivenih rezultata komet testa se na prvu moze reéi da ispitivani uzorci voda ne
izazivaju genotoksic¢ni u¢inak. Medutim, moguée objasnjenje ove pojave stoji u ¢injenici da su
analizirane stanice zapravo bile otporne 1 u kona¢nici prezivjele navedeni tretman, te tvrdnju o
genotoksi¢nom ucinku pojedinog uzorka treba povezati sa njegovom citotoksi¢nosti. Dakle,
uzorci vode koji posjeduju citotoksi¢no djelovanje izazivaju¢i smanjeno preZivljenje stanica,
mogu inducirati 1 genotoksicni u¢inak te tako uzrokovati pove¢anu migraciju DNA, medutim,
to je moguce tvrditi samo u situacijama kada je postotak prezivljenja stanica veci od 75 %. U
suprotnom, rezultati komet testa nisu valjani (Henderson i sur., 1998). Tako je kod uzorka
procjedne vode pri koncentracijama 0,1;1 i 5x zabiljezeno smanjeno prezivljenje te za stani¢nu
liniju Hep G2 iznosi 46 % za koncentracije 0,1 i 1x, te 20% za koncentraciju 5x, odnosno za
stani¢nu liniju Cal 27 postotak preZivljenja iznosi redom 14, 0 i 0 % u odnosu na negativnu
kontrolu. 1z navedenog se moze zakljuciti da uzorak procjedne vode djeluje toksi¢no i moguce
da je inducirao povec¢anu migraciju DNA, medutim, zbog vrlo malog postotka prezivljenja
stanica to nije moguce izri€ito tvrditi jer su takvi rezultati komet testa lazno pozitivni i ne
smatraju se valjanima. S druge strane, kod uzoraka podzemnih voda te povrSinske vode pri svim
koncentracijama u obje stani¢ne linije takoder nije bilo prisutno statisti¢ki znac¢ajno povecanje
duzine repa u odnosu na negativnu kontrolu, ali tu se postotak prezivljenja kre¢e oko 75 % na
vise, ¢ime rezultate komet testa smatramo valjanima. Na osnovu toga, te provedene fizikalno -

kemijske analize gdje uzorci povrsinske 1 podzemne vode odgovaraju grani¢nim vrijednostima
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za ispitivane parametre mozemo =zakljuCiti da isti ne induciraju genotoksi¢ni ucinak u

ispitivanih stani¢nih linija.

Unato¢ tome S$to radi smanjenog stupnja prezivljenja stani¢nih linija izazvanog utjecajem
sastojaka procjednih voda nije bilo moguce potvrditi genotoksi¢ni u¢inak istih, postoje brojne
studije koja su istrazivanjem dokazale suprotan ishod. Naime, Sang i Li (2005) su pokazali da
procjedne vode prikupljene s odlagalista otpada dovode do povecanja koli¢ine DNA u repu u
stanicama kosStane srzi miSeva uzrokujuc¢i kromosomske lomove, pri ¢emu su uzrok nastalih
lomova pripisali djelovanju slobodnih radikala oslobodenih samooksidacijom ili oksidacijom
organskih spojeva topljivih u vodi. Takoder, prisutnost razli¢itih metala u procjednoj vodi
smatra se jednim od ¢imbenika koji mehanizmom indukcije nastanka reaktivnih Kisikovih
spojeva (ROS) moze dovesti do oksidativnog osteéenja genetickog materijala. Tako je nekoliko
autora na humanim 1 zivotinjskim stani¢nim linijama dokazalo toksi¢nost zeljeza (Pra i sur.,
2008), bakra (Gabbianelli i sur., 2003), kroma (Trzeciak i sur., 2000), olova (Martinez-Alfaro
i sur., 2012), i nikla (Cavallo i sur., 2003; Wozniak i sur., 2004). Nadalje, nekoliko navedenih
istrazivanja takoder je potvrdilo genotoksi¢ni potencijal procjednih voda, gdje su prijavili
znacajan porast frekvencije mikronukleusa, razmjene sestrinskih kromatida te kromosomskih
aberacija na razli¢itim vrstama stanica i model sustava (Donnelly i sur., 1990; Ernst i sur., 1994;
Monarca i sur., 2002; Sang i Li, 2004; Bakare i sur., 2005; Chandra i sur., 2005; Tewari i sur.,
2005; Sang i sur., 2006; Feng i sur., 2007; Li i sur., 2008; Amahdar i sur., 2009; Gajski i sur.,
2011).

Medutim, osim navedenih studija vazno je spomenuti onu provedenu od strane Garaj — VVrhovac
i sur. (2013) u sklopu koje se pomocu fluorescentne mikroskopije i komet testa ispitivao utjecaj
procjednih voda upravo odlagalista otpada PiSkornica na humane i biljne test sustave prije i
nakon proc¢isc¢avanja istih. Pritom, kod neprociséene procjedne vode uoceno je kako ista dovodi
do znacajnog povecanja parametara komet testa u usporedbi s negativnom kontrolom nakon 24
sata izlaganja, dok je primjena kemijskog i elektrokemijskog pro¢i§¢avanja znac¢ajno umanjila

izmjerene parametre i tako smanjila genotoksi¢ni u¢inak procjednih voda.

Zbog slozenog sastava procjedna voda moze biti toksi¢na putem brojnih mehanizama pri cemu
neki sastojci mogu biti prisutni u tragovima te moguce da pojedinacno nemaju veliki uc¢inak
medutim, moguce je pretpostaviti da upravo visestruke interakcije sastojaka poput organskih
spojeva, metala i suspendiranih krutina mogu imati sinergisticki u¢inak na molekulu DNA

(Garaj — Vrhovac i sur., 2013).
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Dobiveni rezultati upucuju na Cinjenicu da bi ispustanje procjednih voda odlagalista u okoli$
bez postojecih sustava upravljanja koja ukljucuju i prethodnu obradu iste, moglo predstavljati
znaajan izvor oneciS¢enja podzemnih i povrSinskih voda pri ¢emu konzumacija tako
onecis¢ene vode moze dovesti do ostecenja stani¢nih makromolekula i time doprinijeti razvoju
razli¢itih bolesti. Zato, unato¢ provedenoj sanaciji, treba ukazivati na vaznost redovite kontrole
kvalitete i sastava procjednih, ali i ostalih voda koje se nalaze pod neizravnim utjecajem
odlagalista otpada, koja se u konacnici smatra temeljnom i neophodnom za zastitu okolisa te

javnog zdravlja.
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5. ZAKLJUCCI

1. Procjedna voda s podruc¢ja odlagaliSta otpada PiSkornica ima citotoksi¢ni uéinak te izaziva
oksidacijsko ostecenje proteina i lipida u obje stani¢ne linije.

2. Sve istrazivane koncentracije uzorka podzemne vode nizvodno od odlagalista (uzorak 2) te
koncentracije 0,1x i 1x podzemne vode uzvodno od odlagalista (uzorak 1) izazivaju lipidnu
peroksidaciju u stani¢noj liniji Hep G2 zbog poviSene koncentracije pojedinih anorganskih
pokazatelja. Unato¢ tome S$to se nalaze unutar granica minimalno dopustene koncentracije
uzorak 1 biljezi poveéane razine zive i mangana, a uzorak 2 povisenu koncentraciju arsena pri
¢emu bi sinergija navedenih pokazatelja s cinkom kod uzorka 1, odnosno barijem, cinkom i
manganom kod uzorka 2 mogla ispoljiti navedeni u¢inak.

3. Podzemne vode (nizvodno i uzvodno od odlagalista) te uzorak povrsinske vode nizvodno od
odlagalista nemaju genotoksi¢ni uéinak. Detekcija genotoksi¢nog ucinka procjedne vode nije
mogla biti izvrena zbog smanjenog postotka prezivljenja (<75 %).

4. Odlagaliste otpada PiSkornica nema nepovoljan utjecaj na okolis.
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/. PRILOZI

Prilog 1. Fizikalno — kemijski sastav voda s podrucja odlagali§ta otpada PiSkornica

a) Fizikalno — kemijski sastav podzemne vode uzorkovane uzvodno od odlagalista otpada

PiSkornica (uzorak 1)

Ekologija okolisa - fizikalno-kemijski pokazatelji

Jedinica
Parametar miere Rezultat MDK Odgovara
*Elektrovodljivost uS/cm 1494 2500 da
*pH - 6,6 (kod 25°C) -
*Suspendirana tvar mg /| 52 -
Ekologija okoli$a - metali
Jedinica
Parametar miere Rezultat MDK Odgovara
Arsen (As) pug /1 <1 10 da
Bakar (Cu) pug /1 <1 -
Barij (Ba) pug /1 118 -
Cink (Zn) pg /1 46,1 -
Kadmij (Cd) pug /1 <1 5 da
Krom (Cr) pug /1 <1l -
Mangan (Mn) pug /1 1733 -
Nikal (Ni) pug /1 <1 -
Olovo (Pb) ug /1 <1 10 da
Selen (Se) png /1 <1 -
Zeljezo (Fe) pg /1 <10 -
Ziva (Hg) ng /1 17,0 1 ne
*Krom (V1) mg /| <0,010 -
Ekologija okoliSa - rezim kisika
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
BPK5 mgO,/ | 6 -
*KPK mgO,/ | <15 -

Ekologija okolisa - hranjive tvari
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Jedinica

Parametar . Rezultat MDK Odgovara
mjere
Fosfor, ukupni mg /| <0,050 0,35 da
Dusik, ukupni mg /| <1l -
Ekologija okoli$a - organski spojevi
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Teskohlapljive lipofilne mg /1 <0,1 -
tvari (ukupna ulja i masti)
*Ugljikovodici (C10-C40) ug /1 <20 -
Adsorbilni organski mg /1 <0,050 -
halogeni (AOX)
*Fenoli mg /| <0,050 -
Ekologija okolisa - ioni
Parametar Je_dlnlca Rezultat MDK Odgovara
mjere
Nitriti mgNO-/ | <0,015 0,5 da
Ekologija okoli$a - organski spojevi, plinska kromatografija
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Lakohlapljivi aromatski nug /1 <1 -
ugljikovodici, BTEX
(zbroj)°
*Benzen ug /1 <1 -
*Etilbenzen ug /1 <1 -
*0-ksilen ug /1 <1 -
*p+m-ksilen ug /1 <1 -
*Toluen ug /1 <1 -

°Lakohlapljivi aromatski ugljikovodici (BTX) predstavljaju zbroj benzena, toluena,
etilbenzena i i orto-, meta — i paraksilena.
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b) Fizikalno — kemijski sastav podzemne vode uzorkovane nizvodno od odlagalista otpada

PiSkornica (uzorak 2)

Ekologija okolisa - fizikalno-kemijski pokazatelji

Jedinica
Parametar miere Rezultat MDK Odgovara
*Elektrovodljivost uS/cm 1516 2500 da
*pH - 7,2 (kod 25,0°C) -
*Suspendirana tvar mg /| 3 -
Ekologija okolisa - metali
Parametar Jegﬂmca Rezultat MDK Odgovara
mjere
Arsen (As) pug /1 2,13 10 da
Bakar (Cu) pug /1 <1 -
Barij (Ba) ng /1 44,8 -
Cink (Zn) pug /1 54,8 -
Kadmij (Cd) pug /1 <1 5 da
Krom (Cr) pug /1 <1 -
*Krom (V1) mg /| <0,010 -
Mangan (Mn) pug /1 342 -
Nikal (Ni) pug /1 <1 -
Olovo (Pb) pug /1 <1l 10 da
Selen (Se) pg /1 <1 -
Zeljezo (Fe) pg /1 <10 -
Ziva (Hg) ng /1 <0,1 1 da
Ekologija okoli$a - rezim kisika
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
BPK5 mgO,/ | 5 -
*KPK mgO2/ | <15 -
Ekologija okoli$a - hranjive tvari
Parametar Je_dlmca Rezultat MDK Odgovara
mjere
Fosfor, ukupni mg /| <0,050 0,35 da
Dusik, ukupni mg /| <1 -

Ekologija okolisa - organski spojevi
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Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Teskohlapljive lipofilne mg /1| <0,1 -
tvari (ukupna ulja i masti)
*Ugljikovodici (C10-C40) ug /1 <20 -
Adsorbilni organski mg /1 <0,050 -
halogeni (AOX)
*Fenoli mg /| <0,050 -
Ekologija okolisa - ioni
Parametar Jephmca Rezultat MDK Odgovara
mjere
Nitriti mgNO2/ | <0,015 0,5 da
Ekologija okolisa - organski spojevi, plinska kromatografija
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Lakohlapljivi aromatski ug /1 <1l -
ugljikovodici, BTEX
(zbroj)°
*Benzen ug /1 <1 -
*Etilbenzen ug /1 <1 -
*0-ksilen ug /1 <1 -
*p+m-ksilen ug /1 <1 -
*Toluen ug /1 <1 -

°Lakohlapljivi aromatski ugljikovodici (BTX) predstavljaju zbroj benzena, toluena,
etilbenzena i i orto-, meta — i paraksilena.
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c) Fizikalno — kemijski sastav procjedne vode s odlagaliSta otpada Piskornica (uzorak 3)

Ekologija okolisa - fizikalno-kemijski pokazatelji

Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*pH - 7,6 (kod 25,0°C) -
*Suspendirana tvar mg /| 24 -
*Temperatura (na terenu) °C 20,0 -
Ekologija okolisa - metali
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
Arsen (As) mg /| 0,105 -
Bakar (Cu) mg /I 0,451 -
Barij (Ba) mg /| 0,775 -
Cink (Zn) mg /| 0,599 -
Kadmij (Cd) mg /| <0,001 -
Krom (Cr) mg /| 11,2 -
*Krom (V1) mg /I <0,010 -
Mangan (Mn) mg /| 1,69 -
Nikal (Ni) mg /1 0,342 -
Olovo (Pb) mg /| <0,001 -
Selen (Se) mg /| 0,007 -
Zeljezo (Fe) mg /1| 18,3 -
Ziva (Hg) mg /1 <0,0001 -
Ekologija okolisa - reZim kisika
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
BPK5 mgO2/ | 2025 -
*KPK mgO2/ | 4366 -
Ekologija okoli$a - hranjive tvari
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
Fosfor, ukupni mg /| 15,7 -
Dusik, ukupni mg /| 135 -
Ekologija okoli$a - organski spojevi
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
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*Teskohlapljive lipofilne mg /1 290 -
tvari (ukupna ulja i masti)
*Ukupni ugljikovodici mg /1| 10,7 -
(FTIR)
Adsorbilni organski mg /1 0,286 -
halogeni (AOX)
*Fenoli mg /I 118 -
Ekologija okolisa - ioni
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
Nitriti mgN /I <0,015 -
Ekologija okoli$a - organski spojevi, plinska kromatografija
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Lakohlapljivi aromatski mg /1 0,007 -
ugljikovodici, BTEX
(zbroj)°
*Benzen mg /| 0,005 -
*Etilbenzen mg /| <0,001 -
*0-ksilen mg /| <0,001 -
*p+m-ksilen mg /| <0,001 -
*Toluen mg /I 0,001 -

°Lakohlapljivi aromatski ugljikovodici (BTX) predstavljaju zbroj benzena, toluena,
etilbenzena i i orto-, meta — i paraksilena.
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d) Fizikalno —kemijski sastav povrSinske vode uzorkovane nizvodno od odlagalista otpada

Piskornica (uzorak 4)

Ekologija okolisa - fizikalno-kemijski pokazatelji

Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Elektrovodljivost uS/cm 559 -
*pH pH 7,2 (kod 25,0°C) 70-74 da
*Suspendirana tvar mg /| 5 -
Ekologija okolisa - metali
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
Arsen (As) mg /| 0,003 -
Bakar (Cu) mg /| <0,001 -
Barij (Ba) mg /| 0,028 -
Cink (zn) mg /| <0,001 -
Kadmij (Cd) mg /I <0,001 -
Krom (Cr) mg /I <0,001 -
*Krom (V1) mg /I <0,010 -
Mangan (Mn) mg /| <0,001 -
Nikal (Ni) mg /| <0,001 -
Olovo (Pb) mg /| <0,001 -
Selen (Se) mg /| <0,001 -
Zeljezo (Fe) mg /1| <0,010 -
Ziva (Hg) mg /1 <0,0001 -
Ekologija okoli$a - rezim kisika
Parametar Je_dlnlca Rezultat MDK Odgovara
mjere
*KPK(Mn) mgO,/ | 0,89 1,8 da
BPK5 mgO2/ | 0,40 1,2 da
Ekologija okoli$a - hranjive tvari
Parametar Je_dlnlca Rezultat MDK Odgovara
mjere
Fosfor, ukupni mg /| <0,050 0,05 da
Dusik, ukupni mg /| <1 1,1 da

Ekologija okolisa - organski spojevi
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Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Fenoli mg /| <0,050 -
*Teskohlapljive lipofilne mg /1| <0,1 -
tvari (ukupna ulja i masti)
*Ukupni ugljikovodici mg /1 <0,1 -
(FTIR)
Adsorbilni organski mg /1 <0,050 -
halogeni (AOX)
Ekologija okolisa - ioni
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Nitriti mgNO2/ | 0,10 -
Ekologija okolisa - organski spojevi, plinska kromatografija
Parametar Jedinica Rezultat MDK Odgovara
mjere
*Lakohlapljivi aromatski ug /1 <1 -
ugljikovodici, BTEX
(zbroj)°
*Benzen ug /1 <1 -
*Etilbenzen ug /1 <1 -
*0-ksilen ug /1 <1 -
*p,m-ksilen ug /1 <1 -
*Toluen ug /1 <1 -

°Lakohlapljivi aromatski ugljikovodici (BTX) predstavljaju zbroj benzena, toluena,

etilbenzena i i orto-, meta — i paraksilena.

- = analit nije pronaden u koncentraciji ve¢oj od granice odredivanja (GO)

MDK=maksimalno dopustena koli¢ina
Mjerna nesigurnost (U) izrazava se samo za rezultat ve¢i od MDK.
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Prilog 2. Fizikalno — kemijski sastav procjedne vode s odlagali$ta otpada PiSkornica
prema Pravilniku o grani¢nim vrijednostima emisija oneciS¢ujucih tvari otpadnih voda

(uzorak 3) (Pravilnik 2019)

Ekologija okolisa - fizikalno-kemijski pokazatelji

Rezultati MDK
Parametar - ” -
Jedinica Rezultat Povrsinske | Sustav javne |Odgovara
mjere vode odvodnje
*pH - 7,6 (kod 25,0°C) 6,5-9 6,5-95 |da
*Suspendirana tvar mg /| 24 25 - da
*Temperatura (na terenu) °C 20,0 30 40 da
Ekologija okolisa - metali
Rezultati MDK
Parametar - : :
Jedinica mjere Rezultat Povrsinske | Sustav javne |Odgovara
vode odvodnje
Arsen (As) mg /I 0,105 0,1 0,1 ne
Bakar (Cu) mg /I 0,451 0,5 0,5 da
Barij (Ba) mg /I 0,775 5 5 da
Cink (zn) mg /I 0,599 2 2 da
Kadmij (Cd) mg /1 <0,001 0,1 0,1 da
Krom (Cr) mg /1 11,2 0,5 0,5 ne
*Krom (V1) mg /1 <0,010 0,1 0,1 da
Mangan (Mn) mg /1 1,69 2 4 da
Nikal (Ni) mg /I 0,342 0,5 0,5 da
Olovo (Pb) mg /I <0,001 0,5 0,5 da
Selen (Se) mg /I 0,007 0,02 0,1 da
Zeljezo (Fe) mg /1 18,3 2 10 ne
Ziva (Hg) mg /I <0,0001 0,01 0,01 da
Ekologija okoli$a - rezim kisika
Rezultati MDK
Parametar - ” .
Jedinica Rezultat Povrsinske | Sustav javne |Odgovara
mjere vode odvodnje
BPK5 mgO2/ | 2025 20 100 ne
*KPK mgO,/ | 4366 100 700 ne

Ekologija okolisa - hranjive tvari
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Rezultati MDK
Parametar Jedinica Rezultat Povrsinske | Sustav javne |Odgovara
mjere vode odvodnje
Fosfor, ukupni mg /| 15,7 2 - ne
Dusik, ukupni mg /| 135 15 - ne
Ekologija okoli$a - organski spojevi
Parametar Rezultati MDK
Jedinica Rezultat Povrsinske | Sustav javne |Odgovara
mjere vode odvodnje
*Teskohlapljive lipofilne mg /1| 290 20 100 ne
tvari (ukupna ulja i masti)
*Ukupni ugljikovodici mg /1 10,7 10 30 ne
(FTIR)
Adsorbilni organski mg /1 0,286 0,5 0,5 da
halogeni (AOX)
*Fenoli mg /| 118 0,1 10 ne
Ekologija okolisa - ioni
Rezultati MDK
Parametar .. ” -
Jedinica Rezultat Povrsinska | Sustav javne |Odgovara
mjere voda odvodnje
Nitriti mg N /| <0,015
Ekologija okoli$a - organski spojevi, plinska kromatografija
Rezultati MDK
Parametar - " .
Jedinica Rezultat Povrsinska | Sustav javne |Odgovara
mjere voda odvodnje
*Lakohlapljivi aromatski mg /1 0,007 0,1 1,0 da
ugljikovodici, BTEX
(zbroj)°
*Benzen mg /| 0,005 - -
*Etilbenzen mg /| <0,001 - -
*0-ksilen mg /| <0,001 - -
*p+m-ksilen mg /| <0,001 - -
*Toluen mg /| 0,001 - -

°Lakohlapljivi aromatski ugljikovodici (BTX) predstavljaju zbroj benzena, toluena,
etilbenzena i i orto-, meta — i paraksilena.

- = analit nije pronaden u koncentraciji ve¢oj od granice odredivanja (GO)
MDK=maksimalno dopustena koli¢ina
Mjerna nesigurnost (U) izrazava se samo za rezultat ve¢i od MDK.
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1ZJAVA O I1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat moga rada te da se prilikom njegove

izrade nisam Koristila drugim izvorima osim onih navedenih u radu.
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