UNIVERZITET CRNE GORE
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET

Drazana Radonji¢

DINAMIKA EMERGENTNIH SUPSTANCI U VODI (EmS)
I ENDOKRINO-UZNEMIRAVAJUCIH HEMIKALIJA
(EDCs) U EKOSISTEMIMA RIJEKE MORACE I
SKADARSKOG JEZERA

Doktorska disertacija

Podgorica 2021.



UNIVERSITY OF MONTENEGRO
FACULTY OF SCIENCE AND MATHEMATICS

Drazana Radonji¢

DYNAMICS OF EMERGING WATER SUBSTANCES (EmS)
AND ENDOCRINE-DISRUPTING CHEMICALS (EDCs)
IN RIVER MORACA AND SKADAR LAKE ECOSYSTEMS

Doctoral Dissertation

Podgorica 2021



DOKTORAND

Ime i prezime: MSc Drazana Radonji¢
Datum rodenja: 05.09.1973
Naziv zavr$enog studijskog programa i godina zavrsetka:
« Studijski program biologija, osnovne studije 1997 godina;
« Studijski program biologija — smjer mikrobiologija, specijalisticke studije,
2003. godina;
« Studijski program biologija - smjer ekologija, master studije, 2007. godina
UDK, OCJENA I ODBRANA DOKTORSKE DISERTACIJE
Datum prijave doktorske teze: godine

Datum sjednice Senata Univerziteta na kojoj je prihvacena teza: godine

Komisija za ocjenu podobnosti teze i kandidata:

Prof. dr Mira Petrovic,
Catalan Institute for Water Research, Spain, mentor

Dr Slavisa Stankovic,
redovni profesor Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

Dr Svetlana Perovic,
redovni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne Gore

Dr Sladana Krivokapic,
vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne Gore

Dr Danilo Mrdak
vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne Gore

Komisija za ocjenu doktorske disertacije:

Prof. dr Mira Petrovic,
Catalan Institute for Water Research, Spain, mentor

Dr Slavisa Stankovic,
redovni profesor Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,

Dr Svetlana Perovic,
redovni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne Gore

Dr Sladana Krivokapic,
vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne Gore

Dr Danilo Mrdak,
vanredni profesor Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta Crne Gore



REZIME

Prisustvo tragova emergentnih supstanci (EmS), kao $to su PhACs farmaceutski spojevi, endokrino uznemi-
rajuce hemikalije (EDCs), (npr. prirodni i sinteticki estrogeni i njihovi konjugati, bisphenol A, alkilfenoli), kao
ijedinjenja za koje se sumnja da mogu da budu EmS (antimikrobna sredstva, benzotriazoli i organofosforna
protivzapaljiva sredstva) postalo je predmet posebnog interesovanja u posljednjoj deceniji s obzirom na to da
niske koncentracije ovih analita ranije nisu mogle biti detektovane. U postrojenjima za preci§¢avanje otpadnih
voda mnogi farmaceutici (PhACs) se ne uklanjanju efikasno, zbog ¢ega dospevaju u prirodne vode. Zbog
ogranic¢enog znanja o koncentraciji, degradaciji i posledicama prisustva u zivotnoj sredini, tragovi PhACs u

vodi jo§ uvek nisu zakonski regulisani.

Ovom studijom, po prvi put u Crnoj Gori su opisani i objasnjeni pojmovi EmS i EDCs , izvr$eno “skrining
istrazivanje” lokaliteta donjeg toka rijeke Morace i na nekim lokalitetima sliva Skadarskog jezera, utvrdene
koncentracije EmS i EDCS u najznadjnijih Sest predstavnika ribljeg fonda pomenutog sliva, po prvi put u
Crnoj Gori izvedeno utvrdivanje prisustva PhACs i EDCs u uzorcima voda na lokalitetima Zlatica, Vukovci,
Lijevi i Desni krak rijeke Morace, “Kraljeva glavica’-Vranjina i “Tanki rt”-Skadarsko jezero u toku perioda
velikih voda-zima proljece, i niskih voda- ljeto jesen u toku 2017-2018. godine. Uporedo sa ovim rezultati
pracene su i mikrobiolo8ki parametri lokaliteta fizioloske grupe mikroorganizama, heterotrofne, oligotrofne,
koliforme grupe bakterija i njihova identifikacija, izvrSena je procjena fizioloskog profila mikrobioloskih
zajednica CLPP, izracunat prosjecni metabolicki odgovor AMR i diverzitet metabolizma zajednice mikro-
organizama CMD. Izvrsena je procjena ekoloskog opterecenja sistema pomocu procjena rizika koji moze

nastati djelovanjem PhACs na organizme u vodi izra¢unavanjem HQ koli¢nika stete.

Na osnovu prvih ,,Skrining analiza” povrsinskih voda rijeke Morace i Skadarskog jezera utvrdeno je prisusutvo
velikog broja organskih jedinjenja i to 528, od kojih je identifikovano 119. Ustanovljeno je da se fenotipski
mikroorganizmi mijenjaju, ali da je za te promjene potrebno vrijeme i generacijske promjene mikroorganizama.
Od svih ispitanih EDCs i PhACs, ¢ije smo prisusto pokusali da utvrdimo u tkivima riba, jedino je utvrdena
koncentracija Triclosan od 14,1+1,3 ng g—1, i to samo misi¢nom tkivu ribe Alburnus alburnus. U uzorcima
voda zabiljezeno prisusto NSAID-Nesteroidnih antiinflamatornih ljekova, sa izuzetno niskim koncentraci-

jama za koji je HQ- rizik opterecenosti ekosistema iznosi 0,01 te stoga ne postoji potencijalni ekoloski rizik.

Klju¢ne rije¢i: emergentne supstance (EmsS), farmaceutski spojevi (PhACs), endokrino uznemirajuce hemi-
kalije (EDCs), procjena fizioloskog profila mikrobioloskih zajednica CLPP, prosje¢ni metaboli¢ki odgovor
AMR, diverzitet metabolizma mikroorganizama CMD, HQ-potencialni ekoloski rizik, prisusto NSAID-Ne-

steroidnih antiinflamatornih ljekova.

Naucna oblast: Biologija
Uza naucna oblast: ekologija voda i primijenjena mikrobiologija

UDK broj:




ABSTRACT

The presence of emergent substances (EmS), such as pharmaceutics (PhACs), endocrine disrupting substances
(EDCs) (e.g. natural and synthetic oestrogens and their conjugates, bisphenol A, alkyl phenols) as well as
compounds that are suspected to be EmS (antimicrobial agents, benzotriazoles and organophosphorus flame
retardants) became the interest of many in the past decade, because low concentration of these analytes could
not have been detected before. In water purification plants, many pharmaceutics (PhACs) are not eliminated
properly, and therefore end up polluting natural waters. Because the knowledge about concentration, degrada-

tions and consequences they have on the environment is limited, PhACs presence is still not regulated by law.

This study, for the first time in Montenegro, describes and explains the terms EmS and EDCs, performed
“screening research” of the lower reaches of the Moraca River and some localities of the Skadar Lake basin,
determined the concentrations of EmS and EDCS in the six most important fish stocks. For the first time
in Montenegro, the presence of PhACs and EDCs in water samples was determined at the sites of Zlatica,
Vukovci, Left and Right branches of the Moraca River, “Kraljeva glavica” - Vranjina and “Tanki rt” -Skadarsko
Lake during the period of high water-winter spring, and low waters- summer autumn during 2017-2018.
years. Along with these results, microbiological parameters of the physiological group of microorganisms,
heterotrophic, oligotrophic, coliform groups of bacteria and their identification were monitored, the physi-
ological profile of CLPP microbiological communities was assessed, the average metabolic response AMR
and the diversity of CMD community metabolism were calculated. An assessment of the ecological load of
the system was performed using risk assessments that may arise from the action of PhACs on organisms in

water by calculating the HQ damage coefficient.

Based on the first “Screening analyses” of river Moraca and Skadar lake’s surface waters, high number of present
organic compounds has been assessed, and out of the 528 of them being present, 119 have been identified.
Phenotypic organisms are changing, but for those changes to happen both time and generational alteration
are needed. Presence of EDCs and PhACs has been researched in fish tissue. Triclosan in the concentration
of 14,1+1,3 ng g—1 has been detected in the muscle tissue of the fish Alburnus alburnus. In water samples, the
presence of NSAID-nonsteroidal anti-inflammatory drugs has been detected, but in concentrations so small,

they do not present as potential ecological risk (HQ-risk of ecological overload was 0,01).

Based on everything presented, we can conclude that river Moraca and Skadar lake remain “unpolluted”
aquatic ecosystems, thanks to the dominant autotrophic microorganisms, as well as the presence of physio-

logical group of microorganisms.

Keywords: emergent substances (EmS), pharmaceutics (PhACs), endocrine disrupting substances (EDCs),
HQ- potential ecological risk, NSAID-nonsteroidal anti-inflammatory drugs, physiological profile of CLPP
microbiological communities, average metabolic response AMR, the diversity of CMD community meta-

bolism, HQ- as potential ecological risk, the presence of NSAID-nonsteroidal anti-inflammatory drugs.

Scientific area: Biology
Special scientific area: water ecology and applied microbiology
UDK number:
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1. UVOD

Zagadenje zivotne sredine postalo je jedan od najizazovnijih, svakodnevnih problema. S
razvojem industrijalizacije i urbanizacije, zabrinjavajuce je evoluirala degradacija kvaliteta
zivotne sredine. Razlicite kategorije zagadivaca, postali su ozbiljan problem na globalnom
nivou, jer ulaskom u vodene ekosisteme mogu uticati na floru i faunu, kao i na ljude i
njihovo zdravlje (Bunke et al., 2019). Voda, kao bitan resurs za zivot na Zemlji, jedan je
interesa i zabrinutosti u cijelom svijetu. Posebno prisustvo tragova emergentnih supstanci
(EmS) kao $to su farmaceutici, endokrino uznemirajuce supstance (EDCs) kao $to su npr.
prirodni i sinteticki estrogeni i njihovi konjugati, bisphenol A, alkilfenoli, kao i jedinjenja
za koje se sumnja da mogu biti antimikrobna sredstva, benzotriazoli i organofosforna
zapaljiva sredstva, postalo je predmet posebnog interesovanja naucnika i istrazivaca u po-
sljednjoj deceniji, s obzirom na to da niske koncentracije ovih jedinjenja ranije nisu mogle

biti detektovane.

Odlaganjem ljekova kojima je prosao rok upotrebe na nekontrolisane deponije moze
dovesti do zagadenja podzemnih voda usljed spiranja poroznog zemljista (Jorgensen &
Halling-Serensen 2000). Jasno je prepoznat veliki problem koji EmS izazivaju u vodenim
ekosistemima, narocito $to se njihovo uklanjanje u procesu precis¢avanja voda odvija izu-
zetno slabo, a zavisi od mnogih faktora, kao $to su npr. priroda aktivne supstance lijeka,
sastav otpadnih voda, tehnologija prerade otpadnih vodai dr. (Carballa et al. 2004; Roberts
& Thomas 2006). Poznato je, na primjer, da je procenat uklanjanja kiselih jedinjenja, kao sto
su ljekovi diklofenak i acetilsalicilna kiselina, prilicno nizak (Petrovi¢ et al. 2003). Ukoliko
je Covjek, npr., putem vode za pice, neprekidno izlozen izuzetno niskim koncentracijama
raznovrsnih ljekova, moze do¢i do povecanja toksicnosti lijeka, tj. gubitka tolerancije covjeka
prema toj hemijskoj supstanci i pojave negativnih simptoma. Ove karakteristike zabiljezene
su i za antiinflamatorne ljekove i regulatore masti u vodi, zbog ucestalosti njihovog kori-
$¢enja (Petrovic et al. 2005). Zbog velike rastvorljivosti u vodi, polarnosti i otpornosti na
degradaciju, ove supstance se tesko apsorbuju ilako prolaze kroz procese precis¢avanja, ali i
procese prirodne filtracije, dospijevaju do podzemnih voda i vode za pice (Buser et al. 1998;
Ternes et al. 2002a). Problemi vezani za prisustvo ljekova u zivotnoj sredini, prije svega u
vodi, povezani su sa poremecajima fizioloskih procesa i reproduktivne funkcije kod razli-
Citih organizama, ukljucujuci ¢ovjeka (Kolpin et al. 2002). Stoga znacajnost detekcije ovih
supstanci u vodenim ekosistemima i detekcija njihovog prisustva u tkivima zivih bica je od
velikog znacaja. Znacajniji su i podaci o njihovom transportu kroz procese preci§¢avanja i

konac¢noj degradaciji ljekova u zivotnoj sredini. Nazalost ovi podaci su prilicno ograniceni.




Razlog tome je Cinjenica da je ranije postojalo svega nekoliko analitickih metoda koje su, sa
ograni¢enom sigurnos$¢u, mogle da detektuju niske koncentracije ljekova u vodi (Jorgensen
& Halling-Serensen 2000).

Cinjenica da hemijskim analizama nije moguée izmjeriti bioloki odgovor, odnosno ne
mozemo determnisati njihov efekat na zive organizme, neophodno je zbog cjelishodnije
dijagnostike stanja vodenih ekosistema ukljuciti i bioloske analize koje ¢e ukazati na
promjene u strukturi zivotnih zajednica, njihovom odnosu i diverzitetu. Integralni pristup koji
obuhvata kombinaciju bioloskih tehnika i hemijskih analiza postao je globalno prepoznatljiv
1jasno se istiCe (Cespedes et al. 2004) u determinaciji EDCs u povrsinskim vodama. Kao
veoma osjetljiva zivotna zajednica na uticaj razli¢itih zagadivaca u vodenim ekosistemima
su svakako mikroorganizmi, pa upravo utvrdivanje fizioloskih grupa mikroorganizama
(proteolitskih i lipolitskih) u vodi i1 njihova struktura su dobar pravac za objasnjenje uticaja

razli¢itih zagadivaca na zivotnu sredinu.

U Crnoj Gori ne postaje dostupni nauc¢ni podaci o ovoj problematici ispitivanja EmS i
EDCs, tako da ova ispitivanja predstavljaju osnovu za buduca istrazivanja slicnog tipa
kao i osnova za predlaganja odredenog modela monitoringa kojim bi se unaprijedilo rano
dijagnostikovanje vodenih ekosistema i preduzele mjere zastite istih.

1.1 VODA KAO PRIRODNI RESURS

Prirodni resursi znacajni su s dva aspekta: s aspekta opstanka covjecanstva i ljudskog drustva
i s aspekta ekonomskog razvoja i prosperiteta covjecanstva i ljudskog drustva (Dimkic et al.
2015). Istorijski posmatrajudi, ljudsko drustvo i ekosistemi povezani s vodom uvijek su bili
suoceni s nepovoljnim uticajem klimatskih promjena i zagadujuc¢ih materija. Zato je veoma
vazno unaprijediti sistem pracenja i upravljanja kvaliteta vodenih sistema, imajuci u vidu
da opstanak na Zemlji zavisi od tri osnovna prirodna resursa - vode, vazduha i zemljista,

medu kojima je voda najvaznija komponenta.

Svjetska komisija za vodu procjenjuje da na plavoj planeti imamo oko 1,4x10° km® vode
i da od te koli¢ine na slatku vodu otpada 2,5%. Medutim, procenat dostupne slatke vode
(atmosferske, podzemne i povrsinske vode) iznosi samo 0,26%, $to priblizno iznosi 3,64x10°
km’. Iz ovoga proizilazi potreba zastite voda. Ocuvanje, odrzavanje i unapredenje zdravlja
svakog pojedinca i ljudske populacije u direktnoj je zavisnosti od kvaliteta vode za pice i
njene higijenske ispravnosti (Radonji¢, 2006)

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je u 12 osnovnih pokazatelja zdravstvenog stanja
stanovnistva jedne zemlje svrstala i kvalitet vode za pice. Stoga je neophodno razviti bolji

sistem upravljanja vodenim resursima da bi se ublazio negativni uticaj covjeka na zivotnu




sredinu. U tom smislu treba integrisati nauku, politicku akciju i reakciju javnosti u logican

okvir rada.

Konferencija Ujedinjenih Nacija o zivotnoj sredini i razvoju odrzana u Rio de Zeneiru (1992.
godine) deklarisala je principe o zivotnoj sredini i razvoju, popularno nazvana “Agenda
217, kojima su odredeni pravci i ciljevi, koji se odnose na uspostavljanje novog i pravednog
globalnog partnerstva, putem stvaranja novih nivoa saradnje medu drzavama sa novim

jedinstvenim pogledom na zastitu zivotne sredine.

U skadu s tim jasno se mora ostvariti skladna medusobna zavisnost izmedu ekonomskog

razvoja i zastite zivotne sredine, s druge strane, upravo radi efikasne zastite zivotne sredine.

Jedan od najznacajnijih zakonskih instrumenata jeste Okvirna direktiva EU o vodama
(2000/60/EC). Okvirna direktiva ima za cilj da zastiti fizicki i bioloski integritet akvati¢nih

ekosistema, a time i osnovne covjekove resurse za kvalitetno vodosnabdijevanje.

U savremenim uslovima urbanog nacina zivota, industrijalizacije, demografske eksplozije,
moderne poljoprivrede i poljoprivredne tehnologije dolazi do koriS¢enja sve vecih koli¢ina
vode. Pod devizom "voda sve nosi“svakodnevno se ogromna koli¢ina otpadaka izbacuje

u rijeke, jezera i mora.

Rijeke su danas postale kolektori svih urbanih i industrijskih otpadnih voda. "Lakoc¢a®
odstranjivanja otpadaka na ovaj nacin dovela je do toga da su neke rijeke u svojim donjim
tokovima pretvorene u mrtvaje, a da je koriS¢enje vode sve skuplje zbog visoke cijene pre-
¢iS¢avanja.

Voda je neiscrpan resurs, ali uvek treba imati na umu da za prezivljavanje i opstanak nije
potrebna samo velika koli¢ina vode, nego je neophodno da kvalitet te vode bude takav da

ona moze da se koristi.

Ako se zna da su rezerve pitke vode u prirodi ogranicene problem zagadivanja voda i snab-
devanja slatkom vodom postaje jos ozbiljniji, jer voda moze da postane i limitirajuci faktor

daljeg opstanka i razvoja ljudske civilizacije.

1.2 ZAGADIVAN]JE VODA

Tehnoloski i socijalni razvoj je itekako postavio covjeka na mjesto jednog od najmocnijih
ekoloskih faktora, koji interveni$e u svim osnovnim procesima u okviru hidrosfere i bios-
fere u cjelini. Evropa je samo jedan od primjera promjena, koje je ovjek izazvao u svom
okruzenju. Intenzivna urbanizacija, industrijalizacija i razvoj poljoprivrede, uslovljavaju
sve vecu potrebu za vodom i rezultiraju zagadenjem povrsinskih i podzemnih voda, $to

predstavlja jedan od najaktuelnijih problema savremenog svijeta i faktor ogranic¢avanja raz-




voja gradova, pa i ¢itavih regiona. Covjek, svojom djelatnoscu, utice na promjene Zivotnih
uslova u vodenim biotopima i zagaduje ih otpadom iz industrijskih postrojenja i ljudskih
naselja (Radonji¢, 2006). U takvim vodama, po pravilu, uslovi zivota se pogorsavaju za zivi
svijet. Veliki broj hemikalija izaziva ogroman pritisak na zivotnu sredinu, javno zdravlje i

naravno biosferu (Miloradov et al., 2012).

Otpadne vode uti¢u na opste hemijske uslove zivota u recipijentu, jer povlace za sobom
smanjenje indeksa saturacije kiseonikom u vodi i obogacivanje mulja njihovim recidivimaili
pak produktima nepotpune biodegradacije (uz stvaranje vodoniksulfida, amonijaka i meta-
na), a pored toga, suspendovanim cesticama organskog ili neorganskog porijekla, zamucuju
vodu (Radonji¢, 2013). Toksikanti drasti¢no narus$avaju prirodnu ravnotezu u akvati¢nim
ekosistemima i remete (zaustavljaju ili usporavaju) procese samoprecis¢avanja. Zbog veoma
izrazenih problema rezervi Ciste sirove vode za pice, u posljednje vrijeme sve vise se kao

izvorista koriste povrsinske vode, ¢iji je kvalitet potrebno pobolj$anje (Radonji¢,2017).

EmS i EDCs nisu nuzno nove hemikalije. To su supstance koje su ¢esto dugo prisutne u
okolini, ali o ¢ijoj se prisutnosti i znacaju tek se u novije vrijeme govori. NORMAN (Net-
work of reference laboratories, research centres and related organisations for monitoring
of emerging environmental substances) identifikovali su listu emergentnih supstanci “LIST
OF EMERGING SUBSTANCES”. Sistematizovano su pristupili kvalifikaciji i uredivanju
liste o najéesce diskutovanim EmS, a prema NORMAN (https://www.norman-network.
net/?q=node/19) zadnji put korigovani podaci za ovu listu bili su u februaru 2016. godine.

Prema NORMAN-u otvorena je dinamicna lista-23 kategorije/klase EmS sa preko 300
subklasa EmS i 750 Em supstanci. Najvaznije kategorije su: toksini alga, sredstva protiv
stvaranja pjene, antioksidanti, sredstva protiv obrusavanja, bioteroristicka sredstva, de-
terdzenti sredstva za dezinfekciju (vode za pice), plastifikanti, sredstva za licnu higijenu,

pesticidi, farmaceutici i drugi.

EmS i EDCs, prema nekim naucnicima nazivaju se i "ksenobioticima” a u to ubrajaju:
sredstva za licnu higijenu, pesticide, farmaceutike, kozmeticke proizvode, usporivace
gorenja, hormonski aktivne supstance, dijetetske proizvode, industrijske hemikalije i sva
ostala jedinjenja koja nisu prirodno prisutna u zivotnoj sredini, ve¢ je njihovo prisustvo
posledica ljudskih aktivnosti.

Pod terminom “organski ksenobiotici” smatraju se organske zagadujuce supstance koje
nisu prirodno prisutne u organizmu ili Zivotnoj sredini. Rije¢ potice od grckih reci xenos-
stran i bios-zivot. Drugi izrazi koji se mogu naci u literaturi su: “organski mikropolutanti”,

“sintetske organske hemikalije” ili pak, u novije vreme, “emergentni polutanti”.

“Emergentni polutanti” prema NORMAN-u (htto://www.norman-network.net) su polutanti

koji trenutno nisu obuhvaceni rutinskim monitoring programima na evropskom nivou, a



httpS://www.norman-network
http://www.norman-network.net

koji su potencijalni kandidati za buduce regulative u oblasti voda, u zavisnosti od njihove

ekotoksi¢nosti, odnosno ponasanja u zivotnoj sredini (Tabela NORMAN; Prilog 1.)

EmS, predstavljaju grupu sintetizovanih ili prirodnih jedinjenja-molekula, supstanci koje
su pocetkom 21. vijeka prepoznate kao potencijalno hazardne. Mogu se posmatrati i kao
sve prisutne, pseudo perzistentne, bioloski aktivne hemikalije, polutanti, nastali kao rezultat

prirodnih, undustrijskih i ljudskih aktivnosti.

EmS se jo§ nazivaju i “trace “supstance, zbog izuzetno niskih koncentracija koje se krecu od
pg/L pa na nize, §to ovu vrstu polutanata izdvaja od konvencionalnih zagadujucih supstanci.
Moderna istrazivanja pokazuju da dugotrajna upotreba i izlozenost niskim dozama EmS
ili dugotrajno konzumiranje ovih jedinjenja ima razlicite i cesto veoma ozbiljne negativne
efekte na vecinu zivih organizama, pa i ¢oveka, pri koncentracijama od samo par pg/L.

Veoma je tesko predvideti i izolovati toksicne efekte koje EmS imaju na zdravlje coveka.

Prirodno hormoni oslobodeni iz zlijezda sa unutrasnjim lucenjem reguliSu tjelesne funkcije
kao §to su npr. metabolizam, seksualni razvoj. Hormonski sistem je povezan sa nervnim i
imunoloskim sistemom, njihova koncentracija u tjelesnim tecnostim kojom oni vrse svoju
funkciju je izuzetno niska i krece se od mikrograma po litru pa na nize. Upravo niske kon-
centracije prirodnih hormona i niske doze djelovanjalako su podrzane od strane EDCs, Cije
koncentracije pikomolarnog i nanomolarnog ranga, mimikruju¢i prave hormone, imitiraju

njihove funkcije i cikluse.

Prisustvo tragova emergentnih supstanci u nastavku EmS kao $to su farmaceutici, endokri-
no uznemirajuce supstance u daljem tekstu EDCs kao (npr. prirodni i sinteticki estrogeni
i njihovi konjugati, bisphenol A, alkilfenoli), kao i jedinjenja za koje se sumnja da mogu
biti, (antimikrobna sredstva, benzotriazoli i organofosforna zapaljiva sredstva) postalo je
predmet posebnog interesovanja u posljednjoj deceniji s obzirom na to da niske koncen-

tracije ovih analita ranije nisu mogle biti detektovane.

U postrojenjima za preci$¢avanje otpadnih voda mnoge EmS se ne uklanjanju efikasno,
zbog Cega dospijevaju u prirodne vode. Veliki broj hemikalija izaziva ogroman pritisak na
zivotnu sredinu, javno zdravlje i naravno biosferu (Miloradov et al., 2012). EmS i EDCs u
zivotnu sredinu dospijevaju najcesce kao posljedica intenzivnog i konstantnog koris¢enja
u humanoj medicini i veterini i kroz proizvode za li¢nu higijenu. Glavni izvori zagadenja
povrsinskih i podzemnih voda EmS i EDCs su gradske i poljoprivredne otpadne vode,
odnosno domacinstva, bolnice i poljoprivredna zemljista (Halling-Serensen et al. 1998;
Robinson et al. 2007).

WHO je objavila nekoliko publikacija, koje su radene u saradnji s UNEP-om i klju¢nim
naucnim stru¢njacima i donijela je “Rezoluciju o uklju¢ivanju EDCs kao novog pitanja” u

okviru Strateskog pristupa u medunarodnom upravljanju hemikalijama (SAICM). Rezolucija




je usvojena u septembru 2012. godine na trecoj Medunarodnoj konferenciji o upravljanju
hemikalijama (ICCM3) u Najrobiju.

1.3 PUTEVI KOJIMA EMS I EDCS DOSPEVAJU U VODENE
EKOSISTEME

Supstance kao $to su EmS i EDCs dospijevaju u vodene sisteme razli¢itim putevima, npr.
ispustanjem otpadnih voda i ispustanjem ostataka pesticida iz poljoprivrednih aktivnosti.
Ribe i divlje Zivotinje mogu biti direktno izlozene, a ljudi mogu biti izlozeni unosom kon-
taminirane vode i preko raznih proizvoda. Ove materije, nije lako ukloniti iz vode konven-
cionalnim postupcima obrade koje nude postrojenja za preci§¢avanje vode ili kanalizacije
(Pironti et al. 2021). Ipak, jedan od najznacajnijih puteva kojim ljekovi dospijevaju u Zivotnu
sredinu su komunalne otpadne vode. Nakon konzumiranja, u ljudskom organizmu lijek
podlijeze nizu metabolickih reakcija, pri ¢emu nastaju metaboliti koji su Cesto polarniji od
od polazne supstance (Petrovi¢ et al., 2005). Ljekovi se izlu¢uju djelimi¢no transformisani,
pri cemu se jedan procenat lijeka izluci u neizmijenjenom obliku, taj procenat je za svaki
lijek specifican (Hirsch et al. 1999; Heberer 2002).

Na Slici 1, prikazani su putevi kojim je moguce opisati kretanje EmS preko ispustanja opad-
nih voda direktno u recipijent, njihove transformacije, moguce depozicije i akumulacije

ili biokoncentracije.

Slika 1: Moguci putevi EmS, preuzeto iz
http://ambassadars-env.com/wp-content/uploads/EMERGENTNE-SUPSTANCE pdf




Domacinstva na kojima se vrsi uzgoj ili tretman stoke i zivine vazni su izvori kontami-
nacije povrsinskih voda, prvenstveno antibioticima, koji se koriste za lijecenje infekcija i
preventivno, ali i kao dodatak hrani radi pospijesivanja rasta zivotinja (Hirsch et al. 1999).
Upotrebom stajskog dubriva, antibiotici se dalje mogu prenijeti na poljoprivredno zemlji-
Ste, a ispiranjem zemljiSta i u podzemne vode (Hartig et al. 1999; Heberer 2002). Ispiti-
vanje prisustva bakterija u komunalnim otpadnim vodama je pokazalo da se vide od 95%
bakterija ukloni tokom procesa preci$¢avanja, ali da vecina preostalih bakterija ispoljava
rezistentnost na ostatke antibiotika u vodi (Radtke & Gist 1989; Malik & Ahmad 1994).
Ispitivana je kontaminacija rijeka i jezera koliformnim bakterijama 2utvrdeno je da i ako
je kolic¢ina bakterija mnogo manja nego u otpadnim vodama, izolovani sojevi pokazuju
gotovo identi¢nu rezistentnost kao sojevi iz otpadnih voda (Alvero 1987; Al-Ghazali et al.
1988; Campeau et al. 1996). Poznato je, na primjer, da se u bolnicama cesto javljaju infekcije
izazvane Klebsiellae sojem bakterija. Istrazivanja su pokazala da je 90% soja otporno na

antibiotik ampicilin, a da 6% soja ispoljava viSestruku rezistentnost (Hirsch et al. 1999).

Odlaganjem ljekova kojima je prosao rok upotrebe na nekontrolisane deponije moze do¢i do
zagadenja podzemnih voda usljed spiranja ovakvog zemljista (Jorgensen & Halling-Seren-
sen 2000).

Jasno je prepoznat veliki problem koji EmS izazivaju na vodeni ekosistem narocito §to se
njihovo uklanjanje u procesu precis¢avanja odvija izuzetno slabo, a zavisi od mnogih faktora,
kao $to su npr. priroda aktivne supstance lijeka, sastav otpadnih voda, tehnologija prerade
otpadnih voda, tip i vrijeme korisc¢enja aktivnhog mulja, temperatura, i dr. (Carballa et al.
2004; Roberts & Thomas 2006). Zbog velike rastvorljivosti u vodi, polarnosti i otpornosti
na degradaciju, ove supstance se tesko apsorbuju i lako prolaze kroz procese preciS¢avanja,
ali i procese prirodne filtracije, dospijevaju do podzemnih voda i vode za pice (Buser et al.
1998; Ternes et al. 2002a).

U procesu biodegradacije, koji je svakako efikasniji od procesa talozenja, ukloni se manje
od 10% karbamazepina i trimetoprima (Clara et al. 2004) dok je efikasnost biodegradacije
diklofenaka, 10-39% (Hernando et al. 2006). Na Slici 2. prikazani su moguc¢i izvori zaga-

denja i putevi kojima lekovi dospevaju u povrsinske i podzemne vode.




Water bodies

Liv:&éstgck Q,,

Water treatment plan

l

Consumers’ |g—— | Ground water | €=\ Surface water
reuse

Slika 2: Mikropolutanti i moguci nacin dospijevanja u vode

httos://www.aooale.com/search?a=pathway+of+emeraent+supstances

Poznato je, na primer, da je procenat uklanjanja kiselih jedinjenja, kao npr. diklofenak,
ibuprofen i acetilsalicilna kiselina, prilicno nizak (Petrovi¢ et al. 2003). Ove karakteristike
zabiljezene su i za identifikaciju koncentracija antiinflamatornih ljekova i regulatora masti
u vodi, zbog ucestalosti njihovog koriS¢enja (Petrovic et al. 2005). Kao dinamicna i funci-
onalna struktura na ekosistem se lako utice aktivno§¢u coveka i/ili prirode, narusi home-
ostaza sistema, unosom EmS i EDCs, posljedice mogu biti ispoljene na razli¢itim nivoima
organizacije (molekul, ¢elija, jedinka, populacija, zajednica... itd). Slozenost ovog fenomena
iziskuje holisticki pristup, jer ima vise mogucih nacina interakcije zagadujucih supstanci
i ekosistema, $to znaci da postoje razlicite tehnike kojima mozemo posmatrati prisustvo
organskih ksenobiotika u zivotnoj sredini (Shema 1.) na razli¢itim “nivoima organizacije”
(Landis & Yu, 1995; Markovi¢, 2015).



http://www.qooqle.com/search?a=Dathwav+of+emerqent+suDStances
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Shema 1: Interakcija zagadujucih supstanci i razlicitih nivoa organizacije, modifikovano iz (Landis

& Yu, 1995)

Kada EmS i EDCs dospiju u zivotnu sredinu, bivaju usvojene na nivou jedinki, pokrecu se
razliciti biohemijski i fizioloski procesi i interakcije, pa se mogu biti ocekivane subletalne ili
letalne posljedice. To pokrece promjene na populacionom nivou, $to prouzrokuje promjene
u karakteristikama ali i dinamici odnosa u strukturi zajednice, $to na kraju produkuje pro-

mjenu u kruzenju nutrijenata i energije, odnosno u efikasnosti ekosistema (Markovi¢, 2015).

Bez obzira $to su mnoge EmS nativne (teSki metali, mikotoksini, alkaloidi, radionuklidi....),
njihova koli¢ina i diverzitet se antropoloskim aktivnostima povecava, samim tim proizvod-
nja, koris¢enje i odlaganje EmS (komunalni, industrijski, poljoprivredni otpad, hemijski
akcidenti, farmaceutski metaboliti...itd.) (Markovi¢, 2015).

Sve zagadujuce supstance imaju svoj zivotni vijek i put, Sto znaci da podlezu fizicko-hemij-
skim procesima promjene, ali ujedno postaju i dio bioloskog matriksa (mikrooganizmi)
$to moze dovesti do “ravnoteznog “ stanja. Svrstavanje EmS kroz razlicite medije zivotne
sredine zavisi prvenstveno od fizicko-hemijskih osobina (molekulska struktura, molekulska
masa, rastvorljivost u vodi, napon pare, veli¢ina Cestice...itd ), raspodjela zavisi i od procesa
transporta u vodenoj sredini (disperzije, sedimentacije, difuzije, protoka i stepena mijesa-
nja vode, brzine sedimentacije Cestica temperature, pH vrednosti, koli¢ine suspendovane
materije, prirode sedimenta, kao i mikrobioloskih (aerobna biodegradacija i anaerobna

biodegradacija) zajednica i sadrzaja nutrijenata.




Prisustvo organskih ksenobiotika u hidroloskom ciklusu je dobro poznata ¢injenica (Bester
et al., 2008), medutim $to se desava sa njima u vodenim ekosistemima, kakve efekte izazi-
vaju, kao i uklanjane iz vodenih ekosistema, duzi niz godina izuzetno je interesantno polje
istrazivanja. Prisustvo organskih zagadujucih supstanci u akvati¢noj sredini predstavlja
jedan od najvecih izazova za odrzivo upravljanje vodama, narocito u susnim regionima,

gde se namece potreba ponovne upotrebe vode.

Problemi vezani za prisustvo EmS i EDCs u zivotnoj sredini ukljucuju poremecaje fiziolos-
kih procesa i reproduktivne funkcije organizama, povecanje toksicnosti nekih farmaceutski
aktivnih supstanci (Kolpin et al., 2002). Prisustvo hormona, ili supstanci, koje mogu podrzati
njihovu funkciju, u vodenoj sredini izaziva ozbiljne posljedice kod raznih vodenih organi-
zama. UocCene su promjene u razvoju i reproduktivnim funkcijama riba i vodozemaca, kao
$to su smanjenje plodnosti i feminizacija muzjaka, pri koncentracijama od nekoliko pg/
dm“(Jorgensen & Halling-Serensen 2000). Podaci o transportu kroz procese precis¢avanja
i konacnoj degradaciji ljekova u zivotnoj sredini su prilicno ograniceni. Razlog je ¢injenica
da je ranije postojalo svega nekoliko analitickih metoda koje su, sa ograni¢enom sigurno-
$¢u, mogle da detektuju niske koncentracije ljekova u vodi (Jergensen & Halling-Serensen
2000). Kombinacija bioloskih tehnika i hemijskih analiza postala je globalno prepoznatljiva

i jasno se istice (Céspedes et al., 2005) u determinaciji EDCs u uzorcima povrsinskih voda.

Upravo je utvrdivanje fizioloskih grupa mikroorganizama (proteolitskim, amilolitskih i
lipolitskih) u vodi dobar pravac, uz to i objasnjenje mnogobrojnim jedinjenjima koji su

istrazivanjima kvantitativno detektovani.

Analizom i interpretacijom mikrobioloskih zajednica mogu se optimalno odrediti nivoi
fizioloskih profila na odredenim lokacijama (Radonji¢, 2016). Identifikaciju i klasifikaciju
bakterija do nivoa vrste, iz razli¢itih vodenih ekosistema (rijeke, jezera, mora, otpadne
vode), vr§imo koristeci se fenotipskim ili genotipskim identifikacionim tehnikama. Feno-
tipske modifikacije organizama nastaju interakcijama genotipa i faktora spoljasnje sredine.
Fenotipske modifikacije mikrobioloskih zajednica moguce je dokazati Eco Plate Biolog
softverom. To ih ¢ini vrlo korisnom informacijom u vezi sa promjenom zivotne sredine,
uzrokovane prisustvom EmS u vodi (Radonji¢, 2016). Kombinacija metoda omogucava

razlicita istrazivanja na akvaticnim ekosistemima.

1.4 MIKROORGANIZMI U VODENIM EKOSISTEMIMA

U prirodnoj akvati¢noj sredini deSavaju se fizicki, hemijski i bioloski procesi, koji uti¢u na
sadrzaj, transformaciju i kretanje konstituenata u vodi (Radonji¢, 2016). Ovo saznanje se
moze vezati za i sadrzaj EmS i EDCs, koje dospijevaju u vodene sisteme i uticu na strukturu

zivotnih zajednica u vodi.
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Transformacioni procesi u vodenoj sredini su:

 biorazgradnja (biodegradacija), mikroorganizmi koriste polutante za svoj me-

tabolizam mijenjajuci time njihove osobine;

« fotoliza-apsorpcija sunceve svjetlosti (energije) od strane polutanata, $to dovodi

do hemijskih reakcija, a iste do promjene stepena toksi¢nosti;

« hidroliza-oksidacija, koju ¢ine reakcije organskih polutanata i metala, dovodeci
do nastanka manjh prostih jedinjenja;

« redukcija-oksidacija, koju ¢ine reakcije organskih polutanata i metala, dovodi
do otpustanja ili primanja elektrona, $to utice na njihove osobine i toksi¢na
svojstva. Mikroorganizmi bitno uticu na odvijanje mnogih biohemijskih procesa
u vodama, narocito hemijskih, koji ukljucuju organske i neorganske materije
i oksido-redukticione procese. Alge se smatraju primarnim proizvodacima
bioloske organske materije u vodi, za razliku od bakterija, koje se smatraju
reducentima, koji “cijepaju” hemijska jedinjenja na prostija i iz toga koriste

energiju i nutrijente za rast i razvoj.

Pregled vode, posmatran sa aspekta sanitarne bakteriologije, koji se rutinski i sva-
kodnevno vrsi u gotovo svim laboratorijama za ocjenu higijensko-epidemioloskog stanja
vode, Cesto biva poistovjecen sa hidromikrobiologijom kao naukom (Radonji¢ 2006).
Povrsinske vode predstavljaju vodene ekosisteme u kojima vladaju odnosi interakcije sre-
dine i organizama, pa se i samo na osnovu njih moze suditi o stanju i kvalitetu vode. Zato
je paznja biologa i mikrobiologa danas sve vide usmjerena na mikroorganizme kao realan
faktor razgradnje organskih materija u vodama, a time i sposobnosti autopurifikacije vode,

Sto je i od osobitog znacaja za ocuvanje kvaliteta povrsinskih voda (Radonji¢, 2006).
Glavni pravci istrazivanja povrsinskih voda s mikrobioloskog aspekta su:

« utvrdivanje kvantitativnog i kvalitativnog sastava bakterioplanktona u povrsin-

skim vodama u §to svrstavamo:

1. istrazivanje heterotrofnih bakterija (saprofita) u vodi;

2. istazivanje fizioloSkih grupa mikroorganizama;

3. istrazivanje bakterija indikatora fekalnog zagadenja voda;

4. dokazivanje prisustva patogenih bakterija u vodama.
Istrazivanje bakterioplanktona u vodama obuhvata izuc¢avanje autohtonih i alohtonih
bakterija razlicitih metabolickih tipova, kao i povezivanje dobijenih rezultata s ekoloskim

uslovima sredine, posebno organskim opterec¢enjem alohtone prirode.

Najrasprostranjenija grupa bakterija po tipu metabolizma u prirodi su heterotrofi, odnosno

grupa hemoorganotrofa (ili samo organotrofa). Naziv heterotrofija (gr¢. heteros-drugi i
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trophein-hraniti se) znaci da ovi mikroorganizmi koriste materiju, koju je proizveo neki
drugi organizam, a u mogucnosti su da metaboliziraju organsku materiju u aerobnim i
anaerobnim uslovima (Petrovi¢, 1998, Radonji¢, 2006). Odredivanje broja heterotrofnih
bakterija u vodi jedan je od osnovnih parametara mikrobioloskih laboratorija, koje se bave
istrazivanjima kvaliteta vode (Tumpling, 1969; Sladacek, 1973; Kohl, 1975; Ishida et al., 1980).

Heterotrofne bakterije indikatori su prisustva lako razgradivih materija u vodi, tj. dobrim
dijelom, pokazatelj svjezeg organskog opterecenja, pa je zato u postojecim sistemima za
utvrdivanja kvaliteta vode broj grupe mikroorganizama u vodi uzet kao jedan od glavnih
parametara (Tumpling, 1969; Sladacek, 1973; Kohl, 1975; Radonji¢, 2006).

Oligotrofne bakterije nasuprot tome naseljavaju sredine, sa vrlo niskim koncentracijama
organskih materija, ali kao fakultativni organizmi oni se mogu nalaziti i u sredinama sa
ve¢im koncentracijama tih materija. Ovo je grupa bakterija, manje je zahtjevna u pogledu
hranjivih materija (gr¢. oligos-mali, trophein-hraniti se). Kada ove vrste bakterija domi-
niraju u vodi, voda je malo ili gotovo uopste neopterecena zagadenjem, odnosno, pripada
oligotrofnom tipu vode i u tom ekosistemu procesi autopurifikacije su izrazeni (Petrovic,
1998; Radonji¢, 2006).

Jedan od najznacajnih parametara, koji se odreduje u vodi je Kohlov index (1975), koji je
odreden odnosom izmedu broja fakultativnih oligotrofa i heterotrofa, i koji daje stanje kva-
liteta vode sa Sireg ekoloskog aspekta. Odnos izmedu fakultativnih oligotrofa i heterotrofa
(index FO/H) predstavlja jedan od vaznih parametara za procjenu stanja vode sa ekoloskog
aspekta (Dukic et. al., 1991, Radonji¢, 2006), jer ukazuje na sposobnost samoprecis¢avanja
(Tabela 1)

Tabela 1: Kategorizacija voda u zavisnosti od indeksa FO/H (Kohl, 1975)

Vrijednost indeksa FO/H Sposobnost samopreciscavanja vode
<1 Slaba
>1 Zadovoljavajuca
>10 Dobra

Voda je za mnoge mikroorganizme prirodno boraviste, bilo one izvorske ili povrSinske Razne
grupe mikroorganizama nalaze se u vodama, kao sastavni dio njene autohtone mikroflore,
ali su mnoge, zbog nedostatka adekvatnih metoda, jo$ nedovoljno istrazene (Ishida et al.,
1982; Lafteva, 1987). Posebnu grupu mikroorganizama u vodenim sredinama predstavljaju
alohtoni mikroorganizmi, koji dospijevaju u vode iz razlicitih izvora (vazduha, zemlje, od
biljaka, Zivotinja i covjeka) (Leschine & Canale-Parola, 1983; Spino, 1985, Radonji¢, 2006).

Kvalitativna i kvantitativna zastupljenost populacija mikroorganizama, odgovornih za

pojedine faze transformacije materije, dobija sve veci znacaj u okviru hidrobioloskih pro-
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ucavanja (OECD, 1982; Dukic et al., 1991; Gajin et al., 1998).

Rijeke i jezera, prema nizu zajednickih osobina, predstavljaju specificne ekosisteme, a jedna
od najznacajnijih osobina je upravo ta $to im mikrooorganizmi ¢ine znacajnu biolosku
komponentu. Medutim, kvalitativni i kvantitativni sastav mikroorganizama odreduje niz
abiotickih i biotickih faktora: temperatura, hranjivi sastojci, koli¢ina padavina, koli¢ina
rastvorenih gasova, intezitet svjetlosti, mikroflora okolnog zemljista i razni zagadivaci,
kanalizacione i druge otpadne vode. U rijekama i jezerima se razvija mikroflora, koja
moze biti specifi¢na za istrazivanu rijeku ili jezero, u kojima moze duze ili krace opstajati
(Radonji¢, 2006).

Ekoloska istrazivanja populacija bakterija u vodama usmjerena na proucavanje autohtonih
i alohtonih bakterijskih populacija razlicitih metabolickih tipova, kao i na povezivanje
dobijenih rezultata sa ekoloskim uslovima sredine, posebno sa alohtonim organskim
opterecenjem (Albright & Mc Crae, 1987). Ovakav pristup trebalo bi da omoguci realniju

procjenu kvaliteta vode, bolju prognozu stanja i adekvatniju zastitu ispitivanih ekosistema.

1.5 BIOTICKI FAKTORI

Bioloska degradacija u vodenom stubu se odvija pod aerobnim i anaerobnim uslovima, a
pored kiseonika zavisi od supstrata, temperature, kao i dostupnosti nutrijenata. Supstance

koje ne podlezu promenama aktivno$¢u mikrobijalne zajednice, mogu biti perzistentne.

Stepen degradacije zavisi od: sternog efekata, gustina elektrona, redoks uslova ali i dostupno-
sti EmS i EDCs. Upravo je ovo i razlog Sto se na nivou fizioloskih grupa mikroorganizama

ocekuju i prve transformacije nastale navedenim procesima.

Dok sterni efekat ima uticaja na transport supstance preko membrane stepen degradacije se
povecava sa aerobnoscu, izuzetak su PCB supstance, koje se bolje degradiraju u anaerobnoj
sredini. Slatkovodni vodeni sistemi zbog obilnije organske materije imaju i raznovrsniju
mikrobiolosku zajednicu, §to daje mogucnost potencijalo bolje razgradnje EmS i EDCs.
Temperatura utice na sastav konzorcijuma pa samim tim i na sudbinu EmS i EDCs, vri-
jednost pH neutralna vrijednost pH vodene sredine ima najvise upliva na degradaciju.

Degradacijom organskih materija mikroorganizmi dolaze do ugljenika i/ili energije.

Mogucdi izvor kiseonika za prokariote su alifati¢ne supstance mada njihova razgranata
struktura moze umanjiti stepen ili brzinu degradacije. Molekule srednje molekulske veli-
¢ine (u aerobnoj sredini) karakteriSe najbolja razgradnja, ali ova karakteristika se smanjuje
sa povecanjem molekularne velicine, sa povec¢anjem molekulske mase, otezan je preko-
membranski transport i smanjena rastvorljivost, pa su ove supstance manje biodostupne.

Supstance manje molekulske mase imaju vecu rastvorljivost, mogu biti usvojene u vecoj
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koncentraciji pa na taj nacin, jer celija ne prepoznaje i ne razumije toksikoloske implikacije
mogu biti “toksi¢ne”.

Znacaj se naglasen na niske doze kojima EmS i EDCs u koncentracijama pikomolarnog
i nanomolarnog ranga, mimikruju¢i prave hormone imitiraju njihove funkcije i cikluse.
Zahvaljuju¢i kiseoniku u svojoj strukturi jedinjenja kao alkoholi, aldehidi, ketoni i kar-

boksilne kiseline ¢e lako podleci degradaciji i u anaerobnoj sredini (Nyholm et al.,1996+).

Za razgradnju alicikli¢nih jedinjenja Cesto su potrebni aerobni uslovi, pa se degradiraju
putem kometabolizma (oksidacija supstance, koja se ne koristi za bakterijski rast (Nyholm
etal.,1996) ili komensalizma (interspecijski odnos koji je pozitivan za komensala, a neutra-
lan po drugu vrstu) Stirling & Watkinson, (1977). Ovi interspecijski odnosi konzorcijuma
doprinose potpunoj mineralizaciji, ali je brzina degradacije ogranicena brojem alkil grupa.
Ako se metabolizam ili ekskrecija EmS odvija sporije od usvajanja dolazi do bioakumulaci-
jaje (8krge, dermalno, inhalacija ili ingestija), Sto inicira, biotransformacije, detoksifikacije,
akumulacije i ekskrecije (toksikokinetike) razlicitih supstanci izmedu organizma i Zivotne
sredine (Landis, 1995), moze da se desi da koncentracija neke supstance u organizmu

prevazilazi nivo iste u zivotnoj sredini.

Na bioakumulaciju ima uticaja, temperatura, pH, metabolizam, starost i pol organizma,
vrsta organizma, ponasanje, sezonski ciklus...itd. Endokrini sistem je u mogucnosti da
funkcioniSe na principu "niskih koncentracija“ hormona koji omoguc¢avaju hormonalno
aktivnih supstanci da cirkulisu i koegzistiraju (Welshons et al., 2003). Hormoni se preno-
se cirkulacijom do celija u cijelom tijelu a ponekada i u nervni sistem, gdje se vezuju za
receptore i zapocinju mnoge reakcije. Osnovna karakteristika hormona (polipetpidnih i
proteinskih) jeste da se deponuju u sekretornim vezikulama dok se ne pojavi potreba za
njima. Stimulacija receptora na povrsini endokrinih celija dovodi do povecanja koncen-
tracije cikli¢cnog adenozin monofosfata (CAMP) koji zatim aktivi§e protein-kinazu, ¢ime

zapocinje izlu¢ivanje hormona.

Za razliku od peptidnih hormona koji su rastvorljivi u vodi, $to im omogucava da lako udu
u vaskularni sistem i budu preneseni do ciljnih tkiva, steroidni hormoni se sintetisu iz hole-
sterola i rastvorljivi su u lipidima. Ne skladiste se. Koncentracija hormona koja je potrebna
za ve¢inu metabolickih i endokrinih funkcija je nevjerovatno mala. Njihova koncentracija
u krvi iznosi od samo 1 pikograma (10> g) do najvide nekoliko mikrograma (10°g) po 1
ml krvi. Veli¢ina izlu€ivanja razli¢itih hormona je izuzetno mala i obi¢no iznosi nekoliko
miligrama ili mikrograma na dan. Prvi korak u djelovanju hormona jeste njegovo vezivanje
sa specifi¢nim receptorom u ciljnom tkivu. Celije koje nemaju receptore za hormone ne
reaguju na njih. Receptori se mogu nalaziti u ¢elijskoj membrane ciljnih elija ili u citoplazmi

ili jedru. Svi hormoni djeluju na ciljno tkivo gradeci kompleks hormon-receptor, pri cemu
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se mijenja funkcija samog receptora pa tako aktivisan receptor izaziva hormonski efekat.
Ve¢ decenijama poznato je da postoje endokrino uznemiravajuce hemikalije (EDCs) koje
mogu da svojim izgledom ili funcionisanjem da podrzavaju prirodne hormone i mogu
da loge uticu na organizme zahvaljujuci efektima koji su poznati kao efekti niskih doza i

nenmonocidni odgovori.

Male doze su defisane od strane Nacionalno Toksikoloskog programa kao doze koje se jav-
ljaju u rasponu velic¢ina izlozenosti organizma a koji je po redu veli¢ine manji od poznatih
doza koje se koriste u “tradicionalnoj toksikologiji’, a za koje su poznati efekti (Vandenberg,
et al., 2012)
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2. PREGLED DOSADASN]JIH ISTRAZIVANJA

Na osnovu uvida u stru¢nu literaturu moze se konstatovati da su vodeni ekosistemi rijeke
Morace i Skadarskog jezera istrazivani sa razli¢itih aspekata (fizicko-hemijskih, ekotoksiko-
loskih, bioloskih itd.). Medutim, ovi akvati¢ni ekosistemi u pogledu ekoloske mikrobiologije

nedovoljno su izucavani.

Postojeci podaci o mikrobioloskom kvalitetu voda se uglavnom odnose na sanitarni as-
pekt i radeni su uglavnom u sklopu programa od strane institucija kao $to su Institut za
javno zdravlje Crne Gore za potrebe Ministarstva zdravlja ili Hidrometeoroloskog zavoda
za potrebe Ministarstva ekologije i turizma. Ne postoje podaci da su istrazivani akvaic¢ni
ekosistemi proucavani sa aspekta EmS, EDCs ili farmaceutika u vodi.

Radulovi¢, V. (1998) i Radulovi¢, M. (2000) detaljno su izvrsili istrazivanja povrsinskih voda
(rijeke Morace, Skadarskog jezera i rijeke Bojane) i utvrdili njihove hidrogeoloske karakte-
ristike. Jedno od najznacajnijih i najobimnijih istrazivanja Skadarskog jezera obavljeno je
u periodu od 1972 do 1977 godine, u okviru projekta ”Limnoloska istrazivanja Skadarskog
jezera“ iz kojeg je proizasla i publikovana monografija:The Biota And Limnology Of Lake
Skadar, (1981). Podatke o hemijskim karakteristikama vode Skadarskog jezera, i to vise
lokaliteta (Us¢e Morace, Vranjina, Rijeka Crnojevica i dr.) daju Petrovi¢ i Beeton (1981),
navodecdi da su hemijske karakteristike voda Skadarskog jezera, rezultat uliva voda iz glav-
nih pritoka, sublakustrickih izvora, kao i razmjene izmedu sedimenata vode i ekstenzivnih

poplava.

U toku trogodisnjeg perioda (od 1992 do 1995) Institut za javno zdravlje Crne Gore istrazivao
je kvalitet vode Skadarskog jezera, uklju¢ujudi stepen autopurifikacije po Kohlu i hlorofil a.

Kao dio integralnog monitoringa kvaliteta sedimenata, tzv. trijadnog pristupa (SQT),
organski ekstrakti sedimenata iz Skadarskog jezera istrazeni su kako bi se procijenila mo-
guca ekotoksikoloska kontaminacija organskim zagadiva¢ima i dobio sveobuhvatan uvid u
ekotoksikoloski hazard (Perovic et al. 2012). Trijadni pristup je obuhvatao tri komponente:
1) hemijsko opterecenje vode i sedimenata jezera; 2) bateriju biotestova na toksicnost (cito-
toksi¢nost, embriotoksi¢nost, genotoksi¢nost, mutagenost, pracenje dioksinu i estrogenu,
slicnih efekata) i 3) geneticki profil diverziteta mikrobnih zajednica (Kostanjsek et al. 2006).

Istrazivanja koja su sprovedena na $koljkama Unio pictorum kao test organizmu, kako bi
se utvrdilo moguce zagadenje rijeke Morace i Skadarskog jezera (Perovic et al, 2012) po-
kazala su ostecenje DNK na Zivim organizmima uzrokovana pritiskom zagadivaca i drugih

stresora rijeke Morace i Skadarskog jezera.
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Istrazivanja ukupnog azota, ukupnog fosfora i hlorofila a, uz bakterioloske analize voda
rijeke Morace, kao pritoka Skadarskog jezera pokazale su da postoji niska korelacija iz-
medu ukupnog fosfora i suspendiranih materija. To zapazanje, u kombinaciji s visokim
koncentracijama hranjivih materija i fekalnih bakterija tokom niskih protoka, sugerie da
bi nedovoljno precis¢avanje otpadnih voda mogla biti vazan izvor hranjivih materija za
jezero (Skarbovik et al, 2014.).

Istrazivanja bioakumulacije i translokacije razli¢itih teskih metala, osobito bakra, cinka,
kadmija i olova, u razlic¢itim biljnim organima Trapa natans L. (korijen, stabljika i list)
pokazalo se kao dobar indikator za procjenu ekoloskog kvaliteta voda Skadarskog jezera
(Kastartovic et al. 2020; Petrovic et al. 2020).
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3. CIL] RADA

U okviru ovih istrazivanja postavljeni su slede¢i glavni ciljevi:

Ispitati prisustvo EmS i EDCs supstanci u vodama rijeke Morace i Skadarskog jezera i

kvantitativno izmjeriti njihovo prisustvo.

Ispitati abudantnost fiziolokih grupa mikroorganizama i odrediti njihov diverzitet.
Takode, kvantitativno i kvalitativno odrediti prisustvo mikroorganizama kao indikatora

sanitarnog stanja voda rijeke Morace i Skadarskog jezera.

Odrediti uzro¢no-posljedi¢ne odnose izmedu fizioloskih grupa mikroorganizama i

prisustva EmS i EDCs supstanci, kao i utvrditi postoje li sezonske razlike u tom odnosu.

Testirati bioakumulaciju EmS i EDCs supstanci u tkivima razlicitih vrsta riba, kao
indikator koliko su dugo zivi organizmi izlozeni ovim supstancama u vodama rijeke

Morace i Skadarskog jezera.

Odrediti vrijednosti HQ - koeficijenta kao pokazatelja rizika opterecenosti vodenog

ekosistema rijeke Morace i Skadarskog jezera hemijskim zagadivacima.

Na osnovu dobijenih rezultata i integralne analize podataka istrazivanja predloziti do-
punu postojeceg programa monitoringa vodenih ekosistema rijeke Morace i Skadarskog

jezera, kao i eventualne mjere njegove zastite.

Hipoteza: Sa razvojem urbanizacije sve vise su vodeni ekosistemi rijeke Morace i Skadar-
skog jezera optereceni razli¢itim hemijskim supstancama koji mijenjajuci sastav sredine
uticu na zive organizme koji zive u tim ekosistemima. Pretpostavlja se da ti uticaji mogu
dovesti kroz odredeni vremenski period do promjene u strukturi mikrobne zajednice,

odnosno do promjene u brojnosti, diverzitetu mikroorganizama kao i njihovog fenotipa.

18



4. MATERIJAL I METODE

4.1 OPIS ISTRAZIVANIH LOKACIJA

Povrsinski tokovi Crne Gore pripadaju slivu Jadranskog i slivu Crnog mora. Od povrsinskih
vodotoka Jadranskog sliva najznacajniji su: Moraca sa svojim pritokama Zetom, Cijevnom,
i Malom rijekom, Crnojevic¢a rijeka, Bidevina, Orahovacka rijeka, Crmnicka rijeka, Gra-
hovska i Nudolska rijeka (Radulovi¢, 2000; Radonji¢, 2006, 2018).

Rijeka Moraca nastaje na koti 975 m od viSe potoka, koji se slivaju ispod padina Javorja i
Zebalaca, medu kojima su najveci Javorski i Rzavski potok. Izvorisno podrucje izgraduju
sedimenti Durmitorskog flisa u kojima je rijeka duboko urezala svoje korito. Od spajanja
Rzavskog i Javorskog potoka do mjesta Mioske Moraca ima pravac toka od sjeverozapada
prema jugoistoku, odakle skrece na jugozapad. Kad napusti fli$ni teren, od mjesta An-
drijevo, Moraca tece dalje kroz karstno podrucje kao rijeka probojnica, tj. pravac toka je
skoro, upravan na pravac pruzanja slojeva. Na ovom dijelu rijeka je, probijajuci se kroz
kre¢njake usjekla svoj duboki, impozantni kanjon zvani Platije. Kod Zlatice Moraca ulazi
u Zetsku ravnicu kroz koju tece sve do usc¢a u Skadarsko jezero. S desne strane najvece su
joj pritoke Poznja, Topli potok, Vrela, Zeta, Mareza i Sitnica. S lijeve strane njene najvece
pritoke su: Slatina, Kostanica, Krusevacki potok, Mala rijeka, Ribnica i Cijevna (Radulovi¢
1989; Radonji¢, 2006, 2018).

U izuzetno su$nim godinama korito Morace je suvo od Manastira Duge do us¢e Zete i od

Botuna do uspora voda Skadarskog jezera.

Skadarsko jezero nalazi se na krajnjem jugozapadnom dijelu Crne Gore. Napaja se vodom
iz prostornog sliva, povr$ine 5.490km?, od ¢ega je na teritoriji Crne Gore 4.460km?, a na
teritoriji Albanije oko 1.030km?. Povremeno Skadarsko jezero dobija vodu i od rijeke Dri-
ma Ciji je sliv oko 14.000km?. Najvaznije pritoke Skadarskog jezera su: Moraca, Karatuna,
Bazagurska matica, Crnojevica rijeka, Orahovstica i Crmnicka rijeka. Znacajne kolicine
vode jezero dobija preko vodotoka, koji dreniraju zbijenu izdan Zetske ravnice. To su Mala
Moraca, Plavnica, Zetica, Gostiljska rijeka, Pjavnik, Mala Mrka, Velika Mrka i Rujela. Osim
navedenih rijeka, sa karstnog dijela terena, na podrucju od albanske granice do Malog blata
doti¢u mnogobrojni povremeni vodotoci, kao oni $to su u Muri¢ima, Godinju, Komarnu,

Podseljanima i Sinjcu.

Skadarsko jezero vodom napajaju i brojni podvodni izdani-vrulje (Radulovi¢, 2000). Ska-

darsko jezero se odlikuje nizom specificnosti (Petrovi¢, 2017).
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U Malom blatu postoje brojni podjezerski izvori (“oka”), medu kojima su najznacajnije:
Biotsko oko, Brodi¢, Bolje sestre, Crno oko, Bivo, Donja Krakala, Mala Sujica, Krstato oko,
Bobovine i dr. Na podrucju Karuca najznacajnija su Purovo oko, Vola¢, Karu¢, Guseljevo,
Njivice i dr.

Skadarsko jezero otice rijekom Bojanom ¢iji je srednji protok preko 320 m?/s.

Danasnje korito Skadarskog jezera je dinarskog pruzanja. Njegovi najnizi djelovi nalaze se
ispod nivoa mora ¢inedi kriptodepresiju. Zapremina Skadarskog jezera varira od 1,76 km?,
pri najnizem vodostaju, do 4,06 km” pri najvi$em vodostaju. To je ujedno najveéa vodena

masa na teritoriji Crne Gore.

4.2. KLIMATSKE KARAKTERISTIKE

Klimatske karakterstike karstnih terena Crne Gore su slozene, $to je posljedica prije svega
blizine mora, geografske Sirine, velike ras¢lanjenosti reljefa, nadmorske visine, prostornog

polozaja visokih planina, rijeka, jezera i vegetacije.

Crna Gora je u pojasu koji predstavlja prelaz izmedu suptropskog podrucja, visinskog pritiska
i subpolarnih podrucja niskog vazdusnog pritiska. Iznad teritorije Crne Gore smenjuje se
tropski vazduh, koji cirkuli$e od pustinjskih krajeva Afrike i polarna strujanja sa ciklonskom

aktivnoscu, koja donosi obilne padavine u hladnijem periodu godine (Radulovi¢, 2000).

Klima istrazivanog podrucja je sredozemna i umjerena. Prema Statistickom godiSnjaku
Crne Gore iz 2017. godine sredi$nja godis$nja temperatura za opstinu Podgorica iznosi
18,74°C sa sredi$njom sumom padavina od 257,05/m? godisnje. Maksimalne izmjerene
temperature za opstinu Podgorica iznosile su 39,9°C. Uglavnom neuravnotezeni raspored
atmosferskih padavina i duzi periodi aridnosti uslovljavaju specifi¢nosti u klimatskim re-
zimima istrazivanih lokacija, odnosno samih vodenih stanista. Godisnji ciklus od toplog,
sudnog i niskovodostajnog perioda, zamjenjuje hladniji do hladni ciklus sa izrazajnim

obiljem atmosferskog taloga i visokog vodostaja.

4.3 ISTRAZIVANO PODRUCJE

Analizirani su uzorci vode uzorkovani zahvatom iz rijeke Morace i Skadarskog jezera
(Slika 4.) Istrazivanja su vrSena u dvije etape. Prva “Skrining™ analiza vrSena je vrdena na
pet lokacija: Vukovci, "Lijevi krak rijeke Morace®, "Desni krak rijeke Morace®, ”Kraljeva
glavica“-Vranjina, “Tanki rt“-ispod mosta-Jezero, a drugi dio istrazivanja na Sest lokacija

: Zlatica/Smokovac, iznad grada Podgorice, kao “nulta tacka“; Vukovci, “Lijevi krak rijeke
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Morace®, “Desni krak rijeke Morace®, “Kraljeva glavica“-Vranjina, “Tanki rt“ ispod mosta-Je-
zero. Istrazivanje je obavljeno u toku 2013-2018. godine. U toku 2013.-2014. godine uzorci
za analizu su uzimani jedanput u toku novemra 2013. godine i jedanput u toku septembra

2014. godine kako bi se izveo “skrining® istrazivanih lokacija na prisustvo “ksenobiotika®

Drugi dio eksperimenta izveden je mjese¢no, u toku 2017. godine (januar, maj, jun, avgust,
septembar, novembar i decembar) i januar 2018. godine. Prikazan je prolje¢no-ljetnji i
jesenjo-zimski aspekt voda na istrazivanim lokacijama na prisustvo EmS, upotpunjene

mikrobioloske analize opisane poglavljem 4.6.

4.3.1 PREGLED ISTRAZIVANIH LOKALITETA
Zlatica 42° 46'35“ N; 19° 29'36“ E

Vukovci 42° 20" 02“ N; 19° 11' 60“ E

“Lijevi krak rijeke Morace® 42°25' 84“ N; 19°13' 46“ E
"Desni krak rijeke Morace“ 42°27' 70 N; 19° 12" 32“E
"Kraljeva glavica“-Vranjina 42°27' 57“ N; 19° 12" 15 E
”Tanki rt“-ispod mosta 42° 27' 90“ N, 19° 13" 49“ E

N ki

Montenegro

sTankirt"- jjievi Desni" »Kraljeva Vukovei Zlatica/Smokovac
ispod mosta .k Kkrak glavica"

rijeke rijeke
Morace Morace

Slika 4: IstrazZivani lokaliteti

4.4 UZORKOVAN]JE UZORAKA NA TERENU

4.4.1 UZIMANJE UZORAKA ZA FIZICKO -HEMIJSKA ISPITIVANJA

Uzorci za hemijsku analizu uzimani su staklenim bocama (amber boce) od 1 jednog litra.
Za odredivanje koncentracije rastvorenog kiseonika u vodi koristene su Vinklerove bocice
sa §lifovanim zatvaracima, pri cemu je kiseonik odmah fiksiran dodavanjem 1 cm’ KJ plus 1
cm’ MgCl,. Uzorci za odredivanje bioloSke potro$nje kiseonika (BPK,), uzimani su takode

Vinklerovim bocicama.
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Standardnim metodama (Skunca-Milovanovi¢ i ostali, 1990) su odredeni i pH, koncentracija

rastvorenog kiseonika, BPK_ i utroSak KMnO,, nitriti, nitrati, fluoridi i hloridi.

4.4.2 UZORKOVANJE VODE ZA BAKTERIOLOSKE ANALIZE

Uzorci vode za bakteriolosku analizu uzimani su sterilnim bocama zapremine 1 dm’.

Fotografija 1: Uzorkovanje na lokalitetu “Desni* krak rijeke Morace (foto: iz sopstvene kolekcije)

Boca se otvara iznad povrsine vode, i boca se horizontalno potapa u vodu, puni se do 2/3
zapremine, zatim vadi iz vode, otvor se tretira plamenom i boca se zatvara. Uzorci su do
laboratorije transportovani u najkracem mogucem roku u terenskom frizideru sa patro-
nima leda. Po prispije¢u u laboratoriju uzorci su odmah mikrobioloski analizirani. Uzorci
za analizu fizioloskih grupa mikroorganizama uzimani su na isti nacin kao i za ostale

bakterioloske analize.

4.4.3 UZORKOVANJE ZA ?SKRINING“ ANALIZE

Boce za hemijsku “skrining” analizu su isprane s vodom s<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>