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1. UVOD  

1.1. Poljoprivredna proizvodnja 

Tijekom posljednjih pedeset godina ljudska populacija se više nego udvostručila, a 

poljoprivredne površine su se povećale za svega 10% što za posljedicu ima porast intenzivne 

poljoprivrede i sve veću uporabu pesticida (Gaupp-Berghausen i sur., 2015). Proizvodnja hrane 

svakako je najvažnija preokupacija suvremene civilizacije u čemu poljoprivredna proizvodnja 

predstavlja najznačajniju granu gospodarstva odgovornu za osiguravanje potrebnih količina 

hrane (Baličević i sur., 2014). Sve usjeve prate i karakteristični štetni organizmi pa je nužno 

provoditi odgovarajuće mjere zaštite. Suvremena poljoprivredna proizvodnja, osim ekološke, 

nezamisliva je bez uporabe pesticida. Primjena pesticida spada u kemijske mjere suzbijanja 

štetnih organizama. Pesticidi su kemijske tvari sintetičkog ili biološkog porijekla koje služe za 

suzbijanje, reguliranje rasta, te za kontrolu neželjenih učinaka ciljnih organizama. Pesticidi se 

mogu klasificirati na različite načine ovisno o ciljanim skupinama na koje djeluju, kemijskoj 

prirodi i načinu djelovanja (Ware i Whitacre, 2004). Tako ih ovisno o ciljanim skupinama na 

koje djeluju možemo podijeliti na insekticide, fungicide, herbicide, akaricide, moluscide, 

rodenticide. Pesticidi mogu biti sintetičke kemijske tvari ili pak prirodnog podrijetla. Pesticidi 

su uglavnom toksične tvari kojima je namjena selektivno suzbijanje štetnika. Široke primjena 

pesticida u poljoprivrednoj proizvodnji dovodi do zagađenja okoliša. Pesticidi ili njihovi ostaci 

su sveprisutni kontaminanti u ekološkim medijima, zraku, tlu, vodi te u ljudima, biljnim i 

životinjskim tkivima (Otitoju i Onwurah 2011). Među svim kategorijama pesticida smatra se 

da su insekticidi najviše toksični, dok su fungicidi i herbicidi drugi i treći na listi toksičnosti. 

Pesticidi ulaze u prirodne ekosustave na dva različita načina ovisno o njihovoj topivosti. 

Pesticidi topivi u vodi otapaju se i na taj način ulaze u podzemne vode, potoke, rijeke i jezera, 

što uzrokuje štetu neciljanim organizmima. S druge strane, pesticidi topivi u mastima ulaze u 

tijela životinja procesom bioakumulacije. Oni se apsorbiraju u masna tkiva životinjskih 

organizama procesima biomagnifikacije, stoga rezultiraju postojanjem pesticida u hranidbenim 

lancima dulje vrijeme (Mahmood i sur., 2016). 

1.2. Herbicidi 

Herbicidi su kemijska sredstva sposobna suzbiti ili zaustaviti rast pojedinih biljaka. U 

razvijenim zemljama, herbicidi čine više od 70% ukupnih pesticida dostupnih u prodaji 

(Muthukaruppan i sur., 2005). Herbicidi mogu imati selektivno, uništavanju samo pojedinih 

vrste korova, i neselektivno djelovanje da uništavaju sve vrste korova. Herbicidi su sposobni 

zaustaviti ili usporiti neke životno važne fiziološke procese biljaka kada dospiju do mjesta 
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molekularnog djelovanja. S gledišta utjecaja na fiziološke procese mogu se podijeliti u različite 

grupe poput inhibitora acetolaktat sintaze (ALS), inhibitora fotosinteze u sustavu I, inhibitora 

biosinteze karotenoida, inhibitora glutamin sintetaze i druge. Herbicidi su prema kemijskoj 

pripadnosti, građi, strukturi i zajedničkim svojstvima razvrstani u trideset skupina, bez obzira 

na način djelovanja i vrijeme i način primjene. Razvrstavanje herbicida u skupine po kemijskoj 

pripadnosti zasniva se na kemijskoj sličnosti pojedinih herbicidno aktivnih molekula pa tako 

razlikujmo derivate fenoksi karboksilnih kiselina, nitrile, dipiridile, karbamate, amide, uracile 

i druge.  

Perzistentnost herbicida u okolišu ovisi o brojnim čimbenicima poput njihove stabilnosti, 

koncentracije, tipa tla, mikroorganizama, temperature, klime. Perzistentnost predstavlja trajanje 

sredstva u aktivnoj formi na mjestu tretiranja ili u okolišu. Period kroz koji herbicidi ostaju 

aktivni u tlu je različit. Duljina poluživota parakvata iznosi i 1000 dana dok je duljina poluživota 

glifosata od 10 do 100 dana (Hornsby i sur., 1996). Ostaci perzistentnijih herbicida poput 

atrazina, metribuzina i trifluralina mogu ostati u tlu i više godina nakon primjene (Piotrowicz-

Cieslak i Adomas, 2012). 

1.3.Sudbina herbicida u okolišu 

Ulaskom herbicida u okolišu oni se raspodjeljuju između četiri glavna kompartmenta: vode, 

zraka, tla i živih organizama. Kao i ostali pesticidi, herbicidi su česti kontaminanti površinskih 

voda i tla. Stoga organizmi u terestričkim i akvatičkim ekosustavima, od mikroorganizama do 

biljaka i životinja, mogu biti izloženi velikom broju tih zagađivala i njihovih metabolita. 

Postojanost herbicida u okolišu, povezana je s njihovom lipofilnošću, što ih čini prihvatljivima 

za progresivnu akumulaciju u biološkim tkivima (bioakumulaciju) i koncentriranju duž 

hranidbenih lanaca, povećavajući tako koncentraciju kontaminanta prema vrhu lanca kroz 

proces biomagnifikacije (Kortekamp 2011). S druge strane, kontaminacija vode 

poljoprivrednim otpadom i zračnim raspršivanjem herbicida može također imati opasne 

posljedice na javno zdravlje čak i na udaljenim područjima. Kada se primjenjuju na 

poljoprivredna područja herbicidi mogu imati različite sudbine. Herbicidi koji dospiju u tlo 

podliježu različitim procesima razgradnje (slika 1), a o kojima u velikoj mjeri ovisi 

perzistentnost herbicida. 
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Slika 1. Procesi razgradnje herbicida (foto – Baličević i sur., 2014). 

Kod gubitka herbicida, molekule zadržavaju svoj prvobitni oblik, no nedostupne su biljkama. 

Procesi gubitka herbicida nastaju uslijed ispiranja u dublje slojeve kada herbicidi postaju 

nedostupni biljkama, isparavanjem tijekom i nakon primjene herbicida, što može ovisiti o 

meteorološkim čimbenicima i kemijskim svojstvima herbicida, apsorpciji od strane biljke, 

adsorpcije na minerale i organske koloide tla koja ovisi o tipu tla (Baličević i sur., 2014). 

Prilikom procesa razgradnje molekule herbicida prelaze u inaktivne sastojke te počinju gubiti 

na svojoj toksičnosti. U procese razgradnje ubrajamo: kemijsku razgradnju, fotodegradaciju i 

razgradnju mikroorganizmima. Fotodegradacija se odvija na površini, ovisi o intenzitetu 

svjetlosti, karakteristikama tla, vegetaciji te kemijsko-fizikalnim osobinama herbicida. 

Fotodegradacija je razgradnja herbicida UV ili vidljivim svjetlom. Svi pesticidi su podložni 

fotodegradaciji u određenoj mjeri. Kemijska razgradnja uključuje kemijske reakcije razgradnje 

kao što su oksidacija, redukcija i hidroliza. Na kemijsku razgradnju utjecaj ima pH, vlažnost 

tla, adsorpcijski potencijal molekule i brzina kemijskih reakcija. Brzina kemijske razgradnje 

može se prikazati vremenom poluživota, odnosno vremenom koje je potrebno da se polovica 

pesticida razgradi, te njegova koncentracija padne na polovicu početne razine (Pierzynski i sur., 

2000). Razgradnja mikroorganizmima najvažniji je proces razgradnje herbicida. 
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Mikroorganizmi svojim metabolizmom razgrađuju herbicide i pretvaraju ih u manje toksične 

spojeve. Mikrobiološka razgradnja se pojačava pri višim temperaturama, pri odgovarajućem 

pH tla, vlažnosti i prisutnosti kisika (Singh i Singh, 2016). 

1.4. Molekularni biomarkeri 

Biomarker je definiran kao biokemijska, stanična, fiziološka ili bihevioralna promjena koja se 

može procijeniti iz uzoraka tkiva ili cjelokupne jedinke te služi za procjenu izloženosti ili 

utjecaja jednog ili više toksičnih spojeva (Depledge 1994). Danas se biološki markeri koriste 

za analizu toksičnosti onečišćujućih tvari te za otkrivanje i procjenu zagađivača koji utječu na 

modifikacije u okolišu (Gastaldi i sur., 2007). Za razliku od standardnih mjerenja koncentracija 

štetnih tvari u zraku, vodi i tlu, prednost biomarkera je u tome što oni kvantitativno ukazuju na 

status organizma čime dobiveni rezultati imaju veći biološki značaj (Stepić 2010). Biomarkeri 

predstavljaju biološki odgovor na toksičnu kemikaliju izmjeren unutar organizma ili u produktu 

organizma (urinu, fecesu, kosi, peru, itd.) ukazujući na odstupanje od normalnog statusa koje 

ne može biti otkriveno u intaktnom organizmu (Van der Oost 2004). Biomarkeri predstavljaju 

koristan dijagnostički alat u kliničkim ispitivanjima u procjeni zdravstvenog rizika, ali i kao 

alat za predviđanje, te monitoring. Općenito gledano odgovor biomarkera smatra se 

međuproduktom između izvora onečišćenja i učinka više razine (Suter 1990). Biomarkeri daju 

integrirani pogled na koji su način organizmi pogođeni bioraspoloživom frakcijom zagađivača 

prisutnih u okolišu. Ti se biomarkeri smatraju signalima ranog upozorenja koji se mogu koristiti 

pri procjeni rizika od onečišćenja okoliša (Gastaldi i sur., 2007). Biomarkeri imaju primarnu 

ulogu u karakterizaciji to jest procjenjivanju ekološkog učinka. Procjenjivanje vjerojatnosti 

nepovoljnih ekoloških učinaka koji se mogu pojaviti ili se pojavljuju kao rezultat izloženosti 

jednom ili više štetnih čimbenika predstavlja značajan korak u zaštiti okoliša. Biomarkeri se 

sve više koriste u ekološkim procjenama rizika vodenih i kopnenih ekosustava kako bi se 

utvrdila učestalost i utjecaj izlaganja uzrokovanih ksenobioticima (Otitoju i Onwurah 2011). 

1.4.1 Acetilkolinesteraza 

Enzim acetilkolinesteraza (AChE) važan je molekularni biomarker. S obzirom na podjelu 

biomarkera prema WHO (1993) na biomarkere izloženosti, biomarke učinka i biomarkere 

osjetljivosti, AChE pripada biomarkerima izloženosti. Enzim acetilkolinesteraza pripada 

porodici enzima kolinesteraza (ChE) to su specijalizirane hidrolaze koje sudjeluju u razgradnji 

kolinskih estera. Fiziološka funkcija AChE je hidroliza neurotransmitera acetilkolina (ACh) u 

sinapsama, na acetat  i  kolin, čime  je  omogućen  normalan  prijenos  živčanih  impulsa. 
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Primarna uloga acetilkolinesteraze jest završetak sinaptičkog prijenosa impulsa, sprječavajući 

kontinuirano podražavanje receptora na živčanim završetcima 

Acetilkolinesteraza se nalazi prvenstveno u  mišićnom  tkivu  gdje  sudjeluje  u  prijenosu  

živčanog impulsa  u  živčanim  i živčano-mišićnim sinapsama. AChE je enzim veličine 75 kD. 

AChE pripada skupini serinskih esteraza, tj. esteraza koje u aktivnom centru imaju serin. 

Aktivno mjesto AChE čini katalitička trijada koja se sastoji od Ser 200, His 440 i Glu 327. Ova 

skupina enzima snažno se inhibira organofosfornim i karbamatnim  spojevima. Mehanizam 

inhibicije acetilkolinesteraze sastoji se u vezanju organofosfornih i karbamatnih pesticida na 

estersko mjesto enzima te reakcijama fosforilacije ili dekarbamilacije inaktiviraju enzim AChE 

jedan od najistraživanijih biomarkera kod gujavica. Ribera i sur., (2001) pratili aktivnost AChE 

nakon izlaganja gujavice Eisenia andrei insekticidu karbarilu zabilježena je inhibicija enzima 

nakon 14 dana izlaganja 77% u odnosu na kontrolu kod doze 50 mgkg-1 tla. Gambi i sur., (2007) 

na istoj vrsti gujavice i istom ineskticidu također zabilježili inhibiciju AChE. Inhibiciju AChE 

uočili su također u svojim istraživanjima nakon izlaganja gujavica klorpirofos-etilu, metaksilu, 

miklobutanilu (Schreck i sur., 2008), atrazinu, ciazinu i klorpirifosu (Lydy i Linck, 2004), 

klorpirifosu i diazinonu (Booth i sur., 1998), klorpirifosu, butolakloru, diazinonu (Rodriguez-

Castellanos i sur., 2007).  Mekahlia i sur., (2016) zabilježili inhibiciju AChE nakon izlaganja 

herbicidu Sekator OD. 

1.4.2. Katalaza  

Katalaza je hematin-sadržavajući enzim prisutan u peroksisomima gotovo svih aerobnih stanica 

i služi za zaštitu stanica od toksičnih učinaka vodik peroksida, katalizirajući njegovu razgradnju 

u molekularni kisik i vodu bez nastajanja slobodnih radikala. 

2H2O2 → 2H2O + O2 

Vodik peroksid je nusprodukt koji nastaje oksidacijom masnih kiselina, taj reaktivni spoj kisika 

utječe na pomicanje ravnoteže oksidacijsko-redukcijskih procesa što rezultira oksidativnim 

stresom. Katalaza kao enzim koji katalizira razgradnju vodikova peroksida je mjerljivi 

pokazatelj oksidativnog stresa te ju možemo nazvati biomarkerom oksidativnog stresa. S 

obzirom na građu katalaza je tetramer izgrađena od četiri polipeptidna lanca, a svaki sadrži više 

od 500 aminokiselina. Unutar  ovog  tetramera  nalaze  se  i  četiri porfirinske  hem  skupine  

koje  su  odgovorne za enzimatsku aktivnost katalaze. Katalaza je važan biomarker izloženosti 

organizama pesticidima i metalima (Antunes i sur., 2008). Wang i sur. (2012) zabilježili prvo 

porast zatim pad aktivnosti katalaze nakon izlaganja gujavice Eisenia fetida pesticidima 
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klorpirifosu i fanvaleratu. Smanjenje aktivnosti katalaze kod vrste Lumbriculus variegatus 

nakon izlaganja atrazinu do 65 % u odnosu na kontrolu zabilježili su Contardo-Jara i sur. 

(2008). Brown i sur., (2004) također zabilježili smanjenje aktivnosti CAT nakon izlaganja vrste 

Lumbricus rubellus pirenu. 

1.4.3. Glutation-S-transferaza 

Glutation-S-transferaza je važan detoksikacijski enzim prisutan u velikom broju biljnih i 

životinjskih organizama (Bompart i sur., 2000).  Glutation-S-transferaze (GST) čine skupinu 

citosolnih enzima, te imaju veliku važnost zbog svoje uloge u kataliziranju konjugacije 

različitih endogenih i egzogenih elektrofilnih supstrata sa tripeptidom gluationom (Clark i sur., 

1986). Glutation (GSH) je endogeni tiolni antioksidant koji ima višestruku ulogu u 

ksenobiotičkom metabolizmu i prva je linija obrane (Palmeira, 1999). Konjugacija se odvija 

adicijom glutation iona na dvostruku vezu, cijepanjem epoksidnog mosta ili supstitucijom 

halogena ili drugih odlazećih skupina (Stenersen, 1984). GST pripada biomarkerima II faze 

metabolizma ksenobiotika. Enzimi faze II imaju vrlo važnu ulogu u održavanju homeostaze 

kao i u detoksikaciji i ekskreciji mnogih ksenobiotika. Contardo-Jara i sur., (2008) zabilježili 

su značajan porast GST nakon 1 dana izlaganja atrazinu u odnosu na kontrolu. Schreck i sur., 

(2008) kod vrste Aporrectodea caliginosa nocturna bilježe prvo porast aktivnost GST kod 

izlaganja različitim insekticidima, dok nakon 14 dana aktivnost GST je značajno inhibirana u 

odnosu na kontrolu. Ribera i sur., (2001) bilježe pad aktivnosti GST nakon izlaganja insekticidu 

karbamilu i nakon 48 h i nakon 14 dana. Mekahlia i sur., (2016) bilježe porast aktivnosti GST 

nakon izlaganja herbicidu Sekator OD. 
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1.5. CILJ ISTRAŽIVANJA 

Utvrditi utjecaj različitih okolišno relevantnih koncentracija četiri različita herbicida, 

tembotriona, dikvata, glifosata i nikosulfurona na metabolizam gujavice vrste Dendrobaena 

veneta (Rosa, 1886) kroz promjene aktivnosti mjerenih molekularnih biomarkera 

acetilkolinesteraze (AChE), glutation-S-transferaze (GST) i katalaze (CAT) tijekom vremenski 

različitih (48h, 7 dana, 28 dana) izlaganja herbicidima. Utvrditi utjecaj navedenih herbicida na 

reproduktivni uspjeh gujavica. 
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2. MATERIJALI I METODE 

2.1. Eksperimentalni organizmi 

2.1.1. Sistematika eksperimentalnog organizma 

Carstvo: Animalia 

Koljeno: Annelida 

Razred: Clitellata 

Podrazred: Oligochaeta 

Red: Haplotaxida 

Porodica: Lumbricidae 

Rod: Dendrobaena 

Vrsta: Dendrobaena veneta (Rosa, 1886) 

2.1.2. Biologija i ekologija eksperimentalnog organizma 

Tijelo gujavice je bilateralno simetrično, izvana i iznutra jasno kolutićavo. Izvana tijelo obavija 

jednoslojna epiderma koja je prekrivena tankom albuminoznom kutikulom. Ispod epiderme 

nalazi se sloj prstenastih i uzdužnih mišića. Tjelesna šupljina je celom u kojoj je celomska 

tekućina koja ima funkciju hidroskeleta, a služi i kao oslonac prstenastim i uzdužnim mišićima 

Probavilo se pruža duž cijele dužine tijela, a probavni sustav se sastoji od usta, ždrijela, 

jednjaka, volje, želuca, crijeva i analnog otvora. Probava je ekstracelularna. Optjecajni sustav 

je zatvoren. Disanje se odvija preko kože. Funkciju ekskrecije su preuzeli protonefridiji i 

metanefridiji. Živčani sustav je ljestvičast. Gujavice su dvospolci, na trbušnoj strani 15. kolutića 

su muški, a na 14. kolutiću ženski spolni otvor. Oplodnja je vanjska. 

S obzirom na načinu života te morfološke i fiziološke značajke gujavice prema Bouché, (1977) 

možemo svrstati u tri ekološke kategorije: epigejne, endogejne i anecične. Epigejne gujavice 

žive iznad mineralnog sloja tla, a ispod biljnih ostataka. Veličinom su male, tamno su 

pigmentirane i vrlo mobilne. Hrane se raspadnutim biljnim materijalom ili drugom organskom 

tvari. Endogejne gujavice kopaju plitke vodoravne hodnike u tlu koji nisu trajni. Uglavnom nisu 

značajnije pigmentirane, sporo se kreću, a mogu biti različitih veličina. Anecične gujavice žive 

u trajnim okomitim hodnicima u mineralnom sloju tla, do 3 m dubine. Vrste iz ove skupine su 

tamno pigmentirane na dorzalnoj strani tijela. Dendrobaena veneta (slika 3) je epigejna vrsta 

Slika 2. Dendrobaena veneta (Rosa 1886.) foto – 

N.Stjepanović 
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koja živi u površinskim slojevima tla bogatim organskom materijom. Ima kratak životni ciklus, 

izlijeganje iz kokona traje tri do četiri tjedna, a spolnu zrelost postižu sa sedam do osam tjedana. 

 

Slika 3. Vrsta Dendrobaena veneta (Rosa 1886.) - foto: N. Stjepanović 

Gujavice čine važnu komponentu tla, poboljšavaju rast biljaka povećavanjem plodnosti tla i 

kruženjem nutrijenata (Lee 1985). Imaju sposobnost povećati infiltraciju tla te smanjiti 

otjecanje vode. Mogu stimulirati mikrobnu aktivnost u tlu tijekom prolaska kroz njihov 

probavni sustav (Binet i sur., 1998). Gujavice povećavaju mineralizaciju organske tvari u tlu 

što povećava dostupnost hranjivih tvari, posebice dušika koji je glavni limitirajući nutrijent u 

terestričkim ekosustavima (Subler i sur., 1997). Gujavice modificiraju poroznost i agregaciju 

tla što poboljšava dostupnost vode i kisika biljkama. Također sudjeluju u proizvodnji regulatora 

rasta kroz simulaciju mikrobne aktivnosti te sudjeluju u kontroli štetnika i parazita (Zarea i 

Karimi 2012). Gujavice posjeduju niz ekoloških i fizioloških značajki koje ih čine izvrsnim 

biološkim indikatorima zagađenja tla (Sanchez-Hernandez, 2006). Prednosti gujavica kao 

povoljnih organizama u proučavanju toksikologije tla uključuju i jednostavan uzgoj u 

laboratoriju te lako mjerenje reprodukcije, rasta, akumulacije i ekskrecije tvari kao i 

biokemijskih odgovora (Lukkari i sur., 2004). 

Gujavice mogu biti izložene onečišćujućim tvarima na različite načine. Živeći u tlu u porama 

tla nalazi se voda u kojoj su otopljene onečišćujuće tvari s obzirom na iznimnu propusnost kože 

gujavica za vodu, ovaj način predstavlja glavni put ulaska onečišćujućih tvari u gujavice (Vijver 

i sur., 2003). Osim kroz kožu, onečišćujuće tvari ulaze u gujavice putem probave. Gujavice 
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ingestiraju veliku količinu tla na čije čestice mogu biti vezane onečišćujuće tvari (Morgan i 

sur., 2004). 

Gujavice služe kao izvor hrane za brojne životinje, vodozemce, gmazove, ptice i sisavce. Stoga 

bioakumulacija kemijskih onečišćenja od strane gujavica implicira rizik prijenosa zagađivača 

na višu trofičnu razinu (Marino i sur., 1992). Zbog njihove ekološke važnosti, gujavice su 

korištene kao indikatori za procjenu potencijalnog utjecaja kemikalija na organizme tla (Arnold 

i Hodson, 2007). 

2.2. Fizikalna i kemijska svojstva herbicida 

U ovome radu korištena su četiri komercijalna pripravka herbicida (tablica 1). 

Tablica 1. Popis pripravaka herbicida korištenih  u radu 

Komercijalni pripravak Aktivni sastojak 

Koncentracija aktivnog 

sastojka 
Vrsta spoja 

Laudis  (Bayer d.o.o 

Zagreb) 
Tembotrion 44 g/L Triketon 

Reglone forte ( Syngenta 

agro d.o.o Zagreb) 
Dikvat 150 g/L Dipiridil 

Boom efekt ( Pinus agro 

d.o.o Osijek) 
Glifosat 360 g/L  Aminofosfonat 

Samson extra (Agro 

chem d.o.o Zagreb) 
Nikosulfuron 60 g/L Sulfonil-ureja 

 

2.2.1. Tembotrion (TBT) 

Prema kemijskoj pripadnosti tembotrion pripada grupi triketona, grupa slične kemijske 

strukture u kojoj dominiraju tri keto grupe, po kojoj je i dobila ime.  S obzirom na fiziološke 

procese u biljkama pripada skupini inhibitora biosinteze karotenoida. Izaziva inhibiciju enzima 

hidroksi fenil piruvat deoksigenaze (HPPD). Dolazi do destrukcije klorofila, listovi su bijele ili 

svijetlo žute boje što rezultira blijeđenjem biljaka, zaostajanje u rastu i ugibanjem. Kod sisavaca 

enzim hidroksi fenil piruvat deoksigenaza sudjeluje u katabolizmu tirozina, inhibicija HPPD 

dovodi do povećanja koncentracije tirozina u krvi. Tembotrion najnoviji je herbicid iz skupine 

triketona. Na tržištu se pojavio 2007. godine pod komercijalnim nazivom Laudis (proizvođač 

Bayer) u obliku uljne koncentrirane suspenzije. Uvođenje supstituenta -O-CH2-CF3 u položaju 

3 na aromatskom prstenu daje nova svojstva topljivosti molekuli čime se olakšava prolaz kroz 

hidrofilne i lipofilne barijere. Vrijeme poluraspada u okolišnim uvjetima je 4 do 56 dana ovisno 
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o tipu tla (Tarara i sur., 2009).  Preporučena doza je 75-100 g ha-1. Sintetički triketoni su slabo 

kisele molekule (pKa ~ 3,1 na 20 ° C), visoko topljive i stabilne u vodi (Dumas i sur., 2016).  

Tembotrion se koristi za tretiranje korova u kukuruzu. Pokazuje nisku akutnu toksičnost za 

oralne, dermalne i inhalacijske puteve. Pripada trećoj i četvrtog kategoriji toksičnosti (O=III, 

IV). Rezultati akutne toksičnosti istraživanja na štakorima, oralno LD50>2000 mg/kg (O=III), 

dermalno LD50>2000 mg/kg (O= III), inhalacijski  LC50>5.03 mg/L (O=IV). Rađena su 

istraživanja prenatalna i postnatalne osjetljivosti postoje dokazi o povećanoj osjetljivosti fetusa 

štakora i zečeva nakon izlaganja tembotrionu. Javlja se zastoj u rastu, sporiji razvoj kostiju te 

anomalije pri dozi od 1 mg/kg dnevno. Kod većih doza (100 mg/kg dnevno) dolazi do kasnih 

pobačaja, smanjene tjelesne težine majki i gubitka apetita (Wason 2003). Istraživanja su 

pokazala da tembotrion nema mutagen karakter. 

Kemijska formula: C17H16ClF3O6S 

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 2-(2-klor-4-metilsulfonil-3-(2,2,2-trifluoroetoksimetil) 

benzoil)cikloheksan-l, 3-dion 

Strukturna formula:  

 

Molekularna masa: 440,814 g/mol 

Topivost u vodi: 0,22mg/L (20°C  pH 4);  

      28,3 mg/L (20°C  pH 7)  

      29,7 mg/L (20°C pH 9) 

Konstanta disocijacije: pKa = 3,2 

CAS broj: 335104-84-2 

Talište: 117°C 

Gustoća: 1,56 g/mL 
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2.2.2. Dikvat (DIQ) 

Dikvat je neselektivni kontaktni herbicid. Prema kemijskom pripadnosti pripada skupini 

dipiridila. Dipriridili su mala, ali vrlo značajna grupa herbicida. Odlika ove grupe je brza 

inaktivacija u kontaktu s tlom. Vrlo su topljivi u vodi, snažno se vežu na čestice glinasto 

ilovastih tala. Razgradnja se najvećim dijelom odvija uz pomoć UV zračenja, a utjecaj 

mikroorganizama je neznatan. S obzirom na fiziološke procese dikvat pripada grupi inhibitora 

fotosinteze u fotosustavu I. Ometa prijenos elektrona, dolazi do oslobađanja visoko aktivnih 

slobodnih radikala i razaranja stanične stijenke, iz stanice curi sadržaj i dolazi do pojave prvih 

(oku) vidljivih simptoma u vidu žućenja i pada turgora.  

Dikvat je u kategoriji toksičnosti dva za akutnu toksičnost kože i iritaciju oka (O=II), kategoriji 

tri za akutnu oralnu i akutnu inhalacijsku toksičnost (O=III) i kategoriju četiri za iritaciju kože 

(O=IV). Dikvat se klasificira kao kancerogen skupine E. 

Kemijska formula: C12H12N2
 

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 6,7-dihidrodipiriod [1,2-b:1',2'-e] pirazin-5,8-diium;dibromid 

Strukturna formula: 

 

Molekularna masa: 184,242 g/mol 

Topivost u vodi: pH 5,2: 712 g/l na 20 °C 

                          pH 7,2: 718 g/l na 20 °C 

                           pH 9,2: 713 g/l na 20 °C 

CAS broj: 85-00-7 

Talište: 325°C 

Gustoća: 1,22 – 1,27  na 20°C 

2.2.3. Glifosat (GLF) 

Glifosat je herbicid koji spada u skupinu aminofosfonata. U biljkama djeluje kao inhibitor EPSP 

sintaze. Inhibicijom enzima 5-enolipiruvil šikimat-3-fosfat sintaze sprječava se sinteza 
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aromatskih aminokiselina  (fenilalanin, triptofan, tirozin) što zaustavlja rast, uzrokuje klorozu 

listova te ugibanje biljke. Glifosat je neselektivni izrazito sistemični - translokacijski pripravak. 

Najčešće korišteni herbicidi na globalnoj razini su upravo herbicidi na bazi glifosata. Prema 

istraživanjima godišnja globalna potrošnja herbicida na bazi glifosata procjenjena je na 650 000 

t (Woodburn 2000). Na tržištu se pojavio u obliku koncentrata za otopinu i tableta. Herbicidi 

na bazi glifosata su tako široko korišteni jer su vrlo učinkoviti, neselektivno djelujući na biljke 

inhibirajući metabolički put koji se nalazi isključivo u biljkama i nekim mikroorganizmima 

(Franz i sur., 1997). Dakle, primjena glifosata teoretski ne bi trebala utjecati na životinje. 

Štoviše, glifosat se smatra ekološki prihvatljivim zbog svoje brze razgradnje i snažne adsorpcije 

na čestice tla (Vereecken 2005). Ipak, postoje dokazi da herbicidi na bazi glifosata mogu 

naštetiti neciljnim organizmima, osobito vodozemcima (Brühl i sur., 2013) simbiotičkim 

mikorizalnim gljivama  i gujavicama (Pelosi i sur., 2013).  Prema otrovnosti svrstan je u treću 

kategoriju (O=III). 

Kemijska formula: C3H8NO5P  

Kemijski naziv prema IUPAC-u:N-(fosfonometil)-glicin 

Strukturna formula: 

 

Molekularna masa: 169,073 g/mol 

Topivost u vodi: 10,5 g/L (pH 1,9 i 20°C) 

Konstanta disocijacije: 2,34 

CAS broj:1071-83-6 

Talište: 189,5°C  

Gustoća: 1,7 g/cm3 

2.2.4.  Nikosulfuron (NCS) 

Nikosulfuron je selektivni translokacijski herbicid iz skupine sulfonil-ureja herbicida. Sulfonil 

ureja herbicidi su novija grupa herbicida, u praksi se nalaze od 1982. godine. U strukturi im 
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dominiraju sulfonil grupa i ureja, koji na svakoj strani mosta nose po jednu benzensku ili 

heterocikličku jezgru. S obzirom na fiziološke procese u biljkama nikosulfuron pripada grupi 

inhibitora acetolaktat sintaze (ALS). ALS sudjeluje u sintezi valina, izoleucina i leucina. 

Inhibitori ALS zaustavljaju sintezu proteina i nukleinskih kiselina te uzrokuje prestanak rasta i 

klorozu, nakon 1 do 4 tjedna dolazi do pojave nekroze. Čovjek i životinje ne posjeduju ovaj 

enzim što je i razlogom niske otrovnosti nikosulfurona za njih. Nikosulfuron je klasificiran 

prema otrovnosti u četvrtu kategoriju (O=IV) za oralne, inhalacijske i dermalne putove. Na 

osnovi bioloških testova na štakorima i miševima nije klasificiran kao kancerogen, nema 

mutagenih učinaka. Nema utjecaja na razvoj i reprodukciju kod štakora i zečeva. Također 

testovi na životinjama ne pokazuju naznake neurotoksičnosti nikosulfurona.  

Kemijska formula: C15H18N6O6S 

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 2-[(4,6-dimetoksipirimidin-2-il)karbamilsulfamil]-N,N-

dimetilpiridin-3-karboksamid  

Strukturna formula: 

 

Molekularna masa: 410, 405 g/mol 

Konstanta disocijacije: 4,60 

CAS broj: 111991-09-4 

Talište: 172 °C  

Gustoća: 9,53 g/mL 
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2.3. Izlaganje gujavica herbicidima 

Korištene metode su tri testa toksičnosti: kontakt test sa filter papirom, test sa umjetnim tlom 

(OECD 1984) i reprodukcijski test (OECD 2004). Priređene su četiri okolišno relevantne 

koncentracije svakog herbicida (tablica 2). C1 – 100x manja od okolišno relevantne 

koncentracije; C2 – 10x manja od okolišno relevantne koncentracije;  C3 – okolišno relevantna 

koncentracija; C4 – 10x veća koncentracija od okolišno relevantne. Gujavice su izlagane kroz 

različite vremenske periode:  48h (filter papir test), 7 dana (test sa umjetnim tlom) i 28 dana 

(reprodukcijski test). 

Tablica 2. Priprema koncentracija herbicida 

Naziv 

herbicida 
Laudis (TBT) Reglone forte (DIQ) Boom efekt (GLF) Samson ekstra (NCS) 

STOCK 
1mL pesticida + 

9mL vode 

4 mL pesticida + 16 

mL vode 

4mL pesticida + 16 

mL vode 

0,4mL pesticida + 

19,6 mL vode 

C1 
4,5uL STOCK + 

64,1 mL vode 

6 uL STOCK + 64,1 

mL vode 

9uL STOCK 

+ 64,1 mL vode 

7,5 uL STOCK + 64,1 

mL vode 

C2 
45uL STOCK + 

64,1 mL vode 

60 uL STOCK + 

64,1 mL vode 

90uL STOCK + 

64mL vode 

75uL STOCK + 64,1 

mL vode 

C3 
450 uL STOCK + 

63,7 mL vode 

600 uL STOCKx+ 

63,5 mL vode 

900 uL STOCK + 

63,2mL vode 

750 uL STOCK + 

63,4mL vode 

C4 
4500 uL STOCK + 

59,6 vode 

6000 uL STOCK + 

58,1 mL vode 

9000 uL STOCK + 

55,1 vode 

7500 uL STOCK + 

56,6mL vode 

 

2.3.1. Kontakt test na filter papiru  

Kontakt test na filter papiru je akutni test toksičnosti koji se izvodi prema OECD 207 protokolu 

(OECD, 1984), a princip testa se sastoji u tome da se gujavice nakon provedenog postupka 

čišćenja probavila, pojedinačno izlažu ispitivanoj tvari i to u staklenim posudicama ravnog dna 

čija se površina obloži filter papirom bez preklapanja. U kontaktnom filter papir testu 

zagađivalo se nanosi na filter papir, te su gujavice izložene samo dermalno. U svaku posudu 

stavi se jedna gujavica, posude se zatvore i stave u komoru na temperaturu od 20 ± 2°C. 

Napravljeno je 6 replikata po koncentraciji. Test traje 48 sati, a mortalitet se utvrđuje nakon 48 

sati. Gujavice se smatraju mrtvima ako ne odgovaraju na blagi mehanički podražaj na prednjem 

dijelu tijela. Preživjele gujavice nakon izlaganja ostavljaju se na čišćenju u petrijevim 

zdjelicama odgovarajućih oznaka (slika 4). 
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Slika 4. Gujavice na čišćenju probavila u petrijevim zdjelicama nakon 48h izlaganja (foto: N. Stjepanović) 

2.3.2. Test sa umjetnim tlom  

Test s umjetnim tlom (engl. artificial soil test) akutni je test toksičnosti i izvodi se prema OECD 

207 protokolu (OECD, 1984), a uključuje izlaganje gujavica testnoj tvari u umjetnom tlu u 

trajanju od sedam dana.  

Priprema umjetnog tla uključuje miješanje sastojina umjetnog tla: 

 10% treseta 

 20% gline (udio kaolinita veći od 30%) 

 69% industrijskog pijeska,  

 1 % čini (CaCO3) 

Kalcijev karbonat se dodaje za podešavanje pH vrijednosti tla, potreban pH tla je 6 (±0,5). 

Pripremljeno tla stavljeno je u staklenke (u svaku staklenku 200g umjetnog tla). Staklenke su 

označene odgovarajućim oznakama i zatvorene plastičnim poklopcima s otvorima za 

ventilaciju (slika 5). 
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Slika 5 (a) i (b) Staklenke sa umjetnim tlom – foto: N. Stjepanović 

 

Gujavice su prije postavljanja eksperimentalne postavke bile 24h na čišćenju probavila na 

vlažnom filter papiru. U staklenke sa umjetnim tlom umiješane su odgovarajuće koncentracije 

herbicida. U svaku staklenku stavljeno je po 7 gujavica. Staklenke su zatim stavljene u 

inkubator na 20°C na izlaganje u trajanju od sedam dana.  

Nakon sedam dana preživjele gujavice su izvađene iz tla, isprane i stavljene u petrijeve zdjelice 

odgovarajućih oznaka te ostavljene ondje na čišćenju. 

 

2.3.3. Reprodukcijski test 

Reprodukcijski test je test toksičnosti i izvodi se prema OECD 222 protokolu (OECD, 2004), a 

koristi se za procjenu utjecaja kemikalija u tlu na reproduktivni uspjeh gujavica. Uključuje 

izlaganje gujavica testnoj tvari u umjetnom tlu u trajanju 28 dana, nakon čega se odrasle 

gujavice vade iz staklenki i broje se kokoni. Nakon brojanja kokoni se vraćaju u staklenke sa 

tlom i ostaju tako još 4 tjedna nakon čega se broje juvenilne gujavice.  

Prije postavljanja eksperimenta gujavice su bile 24h na čišćenju probavila na vlažnom filter 

papiru. Pripremljeno je umjetno tlo. 

Priprema umjetnog tla uključuje miješanje sastojina umjetnog tla: 

 10% treseta 

 20% gline (udio kaolinita veći od 30%)  

 69% industrijskog pijeska,  

 1 % čini (CaCO3) 

Kalcijev karbonat se dodaje za podešavanje pH vrijednosti tla, potreban pH tla je 6 (±0,5). 

Pripremljeno tla stavljeno je u staklenke u svaku staklenku 400 g umjetnog tla. Staklenke su 

označene odgovarajućim oznakama i zatvorene plastičnim poklopcima s otvorima za 

ventilaciju. U svaku staklenku stavljeno je 6 odraslih gujavica. Gujavice su izvagane prije 
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postavljanja eksperimenta i nakon 28 dana izlaganja.  Rađen je po jedan replikat za svaku 

koncentraciju (slika 6). Uzete su tri koncentracije herbicida C1 - 100x manja od okolišno 

relevantne koncentracije; C2 – 10x manja od okolišno relevantne koncentracije;  C3 – okolišno 

relevantna koncentracija. C4 koncentracija nije uzeta u obzir zbog velikog mortaliteta gujavica 

na toj koncentraciji u prethodnim testovima toksičnosti. Vlaga je podešena na 50%. 

 

 

Slika 6. Staklenke sa umjetnim tlom za reprodukcijski test – foto: N. Stjepanović 

 

Nakon postavljanja eksperimenta staklenke su stavljene u inkubator na 20°C na izlaganje u 

trajanju od 28 dana. Dan nakon izlaganja gujavice su nahranjene sa 3 g konjskog stajnjaka. 

Hranjenje se ponavljalo svakih 7 dana sa istom hranom. U slučajevima kad je hrane ostalo 

previše, dodana je samo po potrebi voda radi vlage, a hranjenje je odgođeno za 7 dana. 

Staklenke su svaki puta vagane radi provjere vlage. 

Nakon dvadeset osam dana odrasle gujavice su izvađene iz tla, isprane i stavljene u petrijeve 

zdjelice odgovarajućih oznaka te ostavljene ondje na čišćenju te su brojani kokoni (slika 7).  
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Slika 7. Kokoni gujavice vrste Dendrobaena veneta (Rosa 1886) – foto: N. Stjepanović 

 

Nakon brojanja kokoni su ponovo vraćeni u staklenke sa tlom te su ostavljeni tako još 4 tjedna. 

Jednom tjedno provjeravana je vlaga. Nakon 4 tjedna vađene su juvenilne gujavice (slika 8). 

 

 

Slika 8. Juvenilne gujavice vrste Dendrobaena veneta (Rosa 1886.) – foto: N. Stjepanović 
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2.3.4. Priprema postmitohondrijske (S9) frakcije  

Nakon izlaganja i čišćenja gujavica kod sva tri testa toksičnosti, priprema se postmitohondrijska 

ili S9 frakcija. Gujavice su izvagane i homogenizirane u fosfatnom puferu (pH=7,2) u omjeru 

1:5 (masa tkiva : volumen pufera). Nakon homogeniziranja homogenata centrifugirali 30 

minuta na 9000 x g na +4°C. Nakon centrifugiranja odvajanje supernatanta odnosno S9 frakcije  

u Eppendorf epruvetice na – 80°C do analize (slika 9). 

 

 

Slika 9. Pohranjivanje uzoraka u eppendorf epruvetice nakon centrifugiranja – foto: N. Stjepanović 

2.4. Mjerenje aktivnosti 

Nakon izlaganja gujavica u trajanju od 48h (filter papir test), 7 dana (test sa umjetnim tlom) i 

28 dana (reprodukcijski test) pripremljena je postmitohondrijska frakcija preživjelih gujavica 

te su mjerene aktivnosti tri molekularna biomarkera: acetilkolin esteraze (AChE), katalaze 

(CAT) i glutation-S-transferaze (GST) te  je određena količina proteina.  

2.4.1. Acetilkolin esteraza (AChE) 

Mjerena je aktivnost acetilkolin esteraze metodom prema Elliman i sur. (1961) u S9 frakciji 

homogenata gujavica. Mjerenje se zasniva na slijedećem principu: acetiltiokolin (ATCh) se 

enzimatski hidrolizira pri čemu nastaje acetat i tiokolin. Nastali tiokolin reagira sa Ellmanovim 

reagensom 5,5'-Ditio-bis-(2-nitrobenzojevim) anionom (DTNB), a kao produkt nastaje žuto 

obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB).  
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acetilkolin → tiokolin + acetat 

tiokolin + ditiobisnitrobenzoat → anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline 

Reakcija se odvija pri neutralnom ili alkalnom pH. Maksimum apsorbance TNB je na 412 nm. 

Volumen reakcijske smjese iznosio je 1,5 mL od čega 1,4 mL fosfatnog pufera (0,1 M, pH=7.2), 

25 µL DTNB, 40 µL S9 i 35 µL acetiltiokolin jodida. Apsorbancija je mjerena na 412 nm u 

staklenoj kiveti tijekom 30 sekundi. Referentna kiveta sadrži samo fosfatni pufer. 

2.4.2. Katalaza (CAT) 

Aktivnost katalaze mjerena metodom prema Claiborne i sur., (1985). Metoda se zasniva na 

mjerenju razgradnje vodikovog peroksida, odnosno prati se opadanje apsorbancije tijekom 30 

sekundi na 240 nm.  

(katalitička aktivnost) H2O2 → O2 +2H2O 

Mjerenje se vrši u kvarcnoj kiveti, ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 1,5 mL od čega 

780 µL fosfatnog pufera (0,1 M, pH=7,2), 20 µL S9 i 700 µL H2O2. Referentna kiveta sadrži 

samo fosfatni pufer. 

2.4.3. Glutation-S-transferaza (GST) 

Aktivnost glutation S-transferaze (GST) mjerena je metodom prema Habigu i sur., (1974). 

Princip metode zasniva se na sljedećem: GST katalizira konjugaciju L-glutationa sa 1-kloro-

2,4-dinitrobenzenom (CDNB) kroz tiolnu skupini L-glutationa.  

GSH + CDNB → GS-DNB konjugat + HCl 

Brzina porasta apsorbancije direktno je proporcionalna aktivnosti GST u uzorku. Mjerenje se 

vrši u kvarcnoj kiveti na 340 nm tijekom 30 sekundi. Ukupni volumen reakcijske smjese je 1,5 

mL od čega 1 mL CDNB, 250 µl GSH i 25µl S9. Referentna kiveta sadrži samo fosfatni pufer. 

2.4.4. Proteini 

Proteini su određivani metodom prema Lowry-u (1951). Metoda prema Lowry-u temelji se na 

reakciji bakrenih iona vezanih na amino skupinu peptidne veze i fenolne skupine bočnog 

ogranka aminokiseline Tyr u proteinu sa Folin-Ciocalteau reagensom, pri čemu nastaje 

kompleks plavo-ljubičastog obojenja  (slika 10) sa apsorpcijskim maksimumom pri 750nm. 
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Slika 10. Kompleks plavo-ljubičastog obojenja prilikom dobivanja proteina metodom prema Lowry- u – foto: N. 

Stjepanović 

2.5. Statistički obrada podataka 

Podatci su analizirani koristeći statistički softver R verzija 3.4.0 (R Core Team 2016). 

Normalnost distribucije testirana je Shapiro-Wilk-sovim testom. Ovaj test testira nultu hipotezu 

da je distribucija podataka normalna. Za testiranje homogenosti varijanci korišten je Barlett-ov 

test. On se može primijeniti samo ako su podatci normalno distribuirani.  S obzirom na 

normalnu distribuciju i homogenost varijanci korištena je jednofaktorska analiza varijance 

(engl. One-way ANOVA) za utvrđivanje razlika između različitih skupina uzoraka gdje postoji 

samo jedna nezavisna varijabla u podatcima. Analizom varijance moguće je ustvrditi postoji li 

razlika između različitih uzoraka, međutim ANOVA ne pokazuje između kojih uzoraka ta 

razlika postoji. Iz tog  izvode se post hoc testovi, testovi višestruke usporedbe. Korišten je 

Dunett-ov test koji predstavlja  modificirani t-test koji je dizajniran za uspoređivanje svake 

eksperimentalne skupine sa kontrolnom skupinom. Pri ovakvoj analizi broj usporedbi je 

značajno manji pa se ovaj test smatra pri ovakvom dizajnu eksperimenta snažnijim u odnosu 

na ostale. Ovaj test također zahtjeva podjednake veličine uzoraka po skupinama. Grafički 

prikazi izrađeni su u programu Excel 2016 (MS Office 2016). 
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3. REZULTATI 

3.1. Tembotrion (TBT) 

U tablici 3. prikazan je broj preživjelih gujavica nakon izlaganja tembotrionu 48h i 7 dana. Kod 

kratkotrajnog izlaganja (48h) broj gujavica po koncentraciji na početku eksperimenta bio je 

šest. Mortalitet je zabilježen samo na C4 koncentraciji (10x veća od okolišno relevantne). Kod 

izlaganja u trajanju od sedam dana broj gujavica na početku eksperimenta je bio sedam po 

koncentraciji, mortalitet nakon izlaganja tembotrionu zabilježen je samo na C4 koncentraciji.  

Tablica 3. Broj preživjelih gujavica nakon izlaganja tembotrionu 

 48h 7 dana 

C1 6 7 

C2 6 7 

C3 6 7 

C4 2 0 

 

3.1.1. Aktivnost acetilkolin esteraze (AChE) nakon izlaganja tembotrionu 48 h, 7 dana, 

28 dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE nakon izlaganja tembotrionu prikazani su na slici 11. Na 

slici 11 (a) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja tembotrionu 48h. Iz rezultata je 

vidljiva razlika aktivnosti enzima pri različitim koncentracijama. Između kontrole i svih 

koncentracija vidljiva je statistički značajna razlika (p<0,05). Izračunata je specifična enzimska 

aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti TBT_C1 (53,66 nmolmin-1mgprot
-

1), TBT_C2 (61,76 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C3 (54,43 nmolmin-1mgprot

-1), TBT_C4 (47,40 

nmolmin-1mgprot
-1). 

Na slici 11 (b) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja tembotrionu 7 dana. Iz rezultata je 

vidljiva razlika u aktivnosti enzima pri različitim koncentracijama. Statistički značajna razlika 

vidljiva je samo između C3 koncentraciji u odnosu na kontrolu (p<0,05). Izračunata je 

specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti TBT_C1 

(51,21 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C2 (41,42 nmolmin-1mgprot

-1), TBT_C3 (33,73 nmolmin-

1mgprot
-1). 

Na slici 11 (c) vidimo prikaz aktivnosti AChE nakon izlaganja tembotironu 28 dana. Nema 

statistički značajne razlike u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska aktivnost 

za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti TBT_C1 (68,70 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C2 

(53,30 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C3 (76,65 nmolmin-1mgprot

-1). 
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Slika 11. Aktivnost AChE nakon izlaganja tembotrionu (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 

3.1.2. Aktivnost katalaze (CAT) nakon izlaganja tembotrionu 48h, 7 dana, 28 dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze nakon izlaganja tembotrionu prikazani su na slici 12. Na 

slici 12 (a) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja tembotrionu 48h. Iz rezultata je vidljiva 
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je statistički značajna razlika (p<0,05) u odnosu na kontrolu pri C3 i C4 koncentraciji. Izračunata 

je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti TBT_C1 

(21,89 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C2 (27,38 nmolmin-1mgprot

-1), TBT_C3 (33,48 nmolmin-

1mgprot
-1), TBT_C4 (34,17 nmolmin-1mgprot

-1). 

Na slici 12 (b) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja tembotrionu 7 dana. Iz rezultata nije 

vidljiva statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska 

aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti TBT_C1 (24,08 nmolmin-1mgprot
-

1), TBT_C2 (18,54 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C3 (21,36 nmolmin-1mgprot

-1). 

Na slici 12 (c) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja tembotrionu 28 dana. Iz rezultata je 

vidljiva statistički značajna razlika koncentracije C2 i C3 u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

TBT_C1 (54,81 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C2 (66,27 nmolmin-1mgprot

-1), TBT_C3 (67,56 

nmolmin-1mgprot
-1). 
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Slika 12. Aktivnost CAT nakon izlaganja tembotrionu  (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 

3.1.3. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) nakon izlaganja tembotrionu 48 h, 7 

dana, 28 dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti glutation-S-transferaze nakon izlaganja tembotrionu prikazani su 

na slici 13. Na slici 13 (a) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja tembotrionu 48h. Iz 

rezultata je vidljiva statistički značajna razlika C3 i C4 koncentracije u odnosu na kontrolu. 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

TBT_C1 (271,39 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C2 (299,03 nmolmin-1mgprot

-1), TBT_C3 (281,98 

nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C4 (263,90 nmolmin-1mgprot

-1).  

Na slici 13 (b) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja tembotrionu 7 dana. Nije vidljiva 

statistički značajna razlika u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska aktivnost 
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za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti TBT_C1 ( 164,99 nmolmin-1mgprot
-1), 

TBT_C2 (158,14 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C3 (153,09 nmolmin-1mgprot

-1). 

 Na slici 13 (c) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja tembotrionu 28 dana. Nema 

statistički značajne razlike u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska aktivnost 

za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti TBT_C1 (79,79 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C2 

(87,83 nmolmin-1mgprot
-1), TBT_C3 (88,19 nmolmin-1mgprot

-1). 
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Slika 13. Aktivnost GST nakon izlaganja tembotrionu  (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 

3.2. Dikvat  (DIQ) 

U tablici 4. prikazan je broj preživjelih gujavica nakon izlaganja dikvatu 48h i 7 dana. Kod 

kratkotrajnog izlaganja (48h) broj gujavica po koncentraciji na početku eksperimenta bio je 

šest. Mortalitet je zabilježen samo na C3 i C4 koncentraciji. Kod izlaganja u trajanju od sedam 

dana broj gujavica na početku eksperimenta je bio sedam po koncentraciji, mortalitet nakon 

izlaganja tembotrionu zabilježen je ponovo na C3 i C4 koncentraciji.  

Tablica 4. Broj preživjelih gujavica nakon izlaganja dikvatu 

 48h 7 dana 

C1 6 7 

C2 6 7 

C3 5 0 

C4 0 1 

 

3.2.1. Aktivnost acetilkolin esteraze (AChE) nakon izlaganja dikvatu 48h, 7 dana, 28 

dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE nakon izlaganja dikvatu prikazani su na slici 14. Na slici 

14 (a) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja dikvatu 48h. Iz rezultata je vidljiva 

statistički značajna razlika (p<0,05) svih uzoraka u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična 

enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti DIQ_C1 (52,37 

nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C2 (79,37 nmolmin-1mgprot

-1), DIQ_C3 (73,11 nmolmin-1mgprot
-1).  

Na slici 14 (b) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja dikvatu 7 dana. Vidljiva je 

statistički značajna razlika između kontrole i C1 te kontrole i C2 koncentracije (p<0,05). 
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Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

DIQ_C1 (42,83 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C2 (32,92 nmolmin-1mgprot

-1), DIQ_C4 (26,83 

nmolmin-1mgprot
-1). 

Na slici 14 (c) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja dikvatu 28 dana. Vidljiva je 

statistički značajna razlika između svih koncentraciju u odnosu na kontrolu (p<0,05). Izračunata 

je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti DIQ_C1 

(114, 95 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C2 (97,21 nmolmin-1mgprot

-1), DIQ_C3 (86,96 nmolmin-

1mgprot
-1). 
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Slika 14. Aktivnost AChE nakon izlaganja dikvatu (a) 48h, (b) 7 dana  i (c) 28 dana 

3.2.2. Aktivnost katalaze (CAT) nakon izlaganja dikvatu 48h, 7 dana, 28 dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze nakon izlaganja dikvatu prikazani su na slici. Na slici 15 

(a) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja dikvatu 48h. Iz rezultata je vidljiva statistički 

značajna razlika (p<0,05) svih uzoraka u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska 

aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti DIQ_C1 (33,22 nmolmin-1mgprot
-

1), DIQ_C2 (35,37 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C3 (37,35 nmolmin-1mgprot

-1). 

 Na slici 15 (b) prikazana je aktivnost katalaze nakon izlaganja dikvatu 7 dana. Nema statistički 

značajne razlike u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i 

utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti DIQ_C1 (23,80 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C2 (19,87 

nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C4 (19,35 nmolmin-1mgprot

-1). 

Na slici 15 (c) prikazana je aktivnost katalaze nakon izlaganja dikvatu 28 dana. Nije vidljiva  

statistički značajna razlika između koncentracije i kontrole. Izračunata je specifična enzimska 

aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti DIQ_C1 ( 23,80 nmolmin-1mgprot
-

1), DIQ_C2 (19,87 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C4 (19,35 nmolmin-1mgprot

-1). 
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Slika 15. Aktivnost CAT nakon izlaganja dikvatu (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana  
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3.2.3.Aktivnost glutation-S-transferaze  (GST) nakon izlaganja dikvatu 48h, 7 dana, 28 

dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti glutation-S-transferaze nakon izlaganja dikvatu prikazani su na 

slici 16. Na slici 16 (a) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja dikvatu 48h. Iz rezultata 

nije vidljiva statistički značajna razlika koncentracija u odnosu na kontrolu. Izračunata je 

specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti DIQ_C1 

(381,25 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C2 (362,06 nmolmin-1mgprot

-1), DIQ_C3 (389,23 nmolmin-

1mgprot
-1).  

Na slici 16 (b) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja dikvatu 7 dana. Iz rezultata je 

vidljiva statistički značajna razlika  između kontrole i C1 te kontrole i C2 (p<0,05). Izračunata 

je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti DIQ_C1 

(144,04 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C2 (154,47 nmolmin-1mgprot

-1), DIQ_C4 (135,39 nmolmin-

1mgprot
-1). 

Na slici 16 (c) prikazana je aktivnost glutation-S-transferaze nakon izlaganja dikvatu 28 dana. 

Iz rezultata je vidljiva statistički značajna razlika svih uzoraka u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

DIQ_C1 (69,50 nmolmin-1mgprot
-1), DIQ_C2 (60,68 nmolmin-1mgprot

-1), DIQ_C3 (51,44 

nmolmin-1mgprot
-1). 
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Slika 16. Aktivnost GST nakon izlaganja dikvatu (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana  

 

 

 

 

 

 

 

 

0

50

100

150

200

250

K DIQ_C1 DIQ_C2 DIQ_C4

A
kt

iv
n

o
st

  G
ST

 n
m

o
lm

in
-1

m
g p

ro
t-1

Koncentracije

b)

0

20

40

60

80

100

120

K DIQ_1 DIQ_2 DIQ_3

A
kt

iv
n

o
st

 G
ST

 n
m

o
ln

im
-1

m
g p

ro
t-1

Koncentracije

c)

** * 

*** 
*** 

*** 



REZULTATI 

34 
 

3.3. Glifosat (GLF)  

U tablici 5. prikazan je broj preživjelih gujavica nakon izlaganja glifosatu 48h i 7 dana. Kod 

kratkotrajnog izlaganja (48h) broj gujavica po koncentraciji na početku eksperimenta bio je 

šest. Kod izlaganja u trajanju od sedam dana broj gujavica na početku eksperimenta je bio 

sedam po koncentraciji. Mortalitet nije zabilježen. 

Tablica 5. Broj preživjelih gujavica nakon izlaganja glifosatu 

 48h 7 dana 

C1 6 7 

C2 6 7 

C3 6 7 

C4 6 7 

 

3.3.1. Aktivnost acetilkolin esteraze (AChE) nakon izlaganja glifosatu 48h, 7 dana, 28 

dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE nakon izlaganja glifosatu prikazani su na slici 17. Na slici 

17 (a) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja glifosatu 48h. Iz rezultata je vidljiva 

statistički značajna razlika svih uzoraka u odnosu na kontrolu (p<0,05). Izračunata je specifična 

enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti GLF_C1 (125,72 

nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 (143,55 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C3 (134,63 nmolmin-1mgprot
-1), 

GLF_C4 (137,05 nmolmin-1mgprot
-1).  

Na slici 17 (b) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja glifosatu 7 dana. Statistički 

značajna razlika vidljiva je samo između kontrole i C3 koncentracije (p<0,05). Izračunata je 

specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti GLF_C1 

(62,13 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 (64,39 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C3 (98,89 nmolmin-

1mgprot
-1), GLF_C4 (64,44 nmolmin-1mgprot

-1). 

Na slici 17 (c) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja glifosatu 28 dana. Nije vidljiva 

statistički značajna razlika između uzoraka i kontrole. Izračunata je specifična enzimska 

aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti GLF_C1 (143, 27 nmolmin-1mgprot
-

1), GLF_C2 (173,21 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C3 (185,71 nmolmin-1mgprot

-1). 
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Slika 17 Aktivnost AChE nakon izlaganja glifosatu (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

K GLF_C1 GLF_C2 GLF_C3 GLF_C4

A
kt

iv
n

o
st

 A
C

h
E 

n
m

o
lm

in
-1

m
g p

ro
t-1

Koncentracije

a)

0

20

40

60

80

100

120

140

K GLF_C1 GLF_C2 GLF_C3 GLF_C4

A
kt

iv
n

o
st

 A
C

h
E 

n
m

o
lm

in
-1

m
g p

ro
t-1

Koncentracije

b)

0

50

100

150

200

250

K GLF_C1 GLF_C2 GLF_C3

A
kt

iv
n

o
st

 A
C

h
E 

n
m

o
lm

in
-1

m
g p

ro
t-1

Koncentracije

c)

*** 
*** *** *** 

** 



REZULTATI 

36 
 

3.3.2. Aktivnost katalaze (CAT) nakon izlaganja glifosatu 48h, 7 dana, 28 dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze nakon izlaganja glifosatu prikazani su na slici 18. Na slici 

18 (a) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja glifosatu 48h. Iz rezultata je vidljiva 

statistički značajna razlika  između C2, C3, i C4 koncentracija u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

GLF_C1 (56,84 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 (67,66 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C3 (68,63 

nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C4 (71,88 nmolmin-1mgprot

-1). 

Na slici 18 (b) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja glifosatu 7 dana. Nema statistički 

značajne razlike u odnosu uzoraka i kontrole. Izračunata je specifična enzimska aktivnost za 

uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti GLF_C1 (45,09 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 

(47,58 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C3 (49,03 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C4 (45,54 nmolmin-

1mgprot
-1). 

Na slici 18 (c) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja glifosatu 28 dana. Statistički 

značajna razlika utvrđena je između C3 koncentracije i kontrole (p<0,05). Izračunata je 

specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti GLF_C1 ( 

114,75 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 (139,89 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C3 (146,19 nmolmin-

1mgprot
-1). 
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Slika 18. Aktivnost CAT nakon izlaganja glifosatu (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 

3.3.3. Aktivnost glutation-S-trensferaze nakon izlaganja glifosatu 48h, 7 dana, 28 dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti glutation-S-transferaze nakon izlaganja glifosatu prikazani su na 

slici 19. Na slici 19 (a) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja glifosatu 48h. Iz rezultata 

je vidljiva statistički značajna razlika svih koncentracija u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

GLF_C1 (502,74 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 (560,35 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C3 (499,88 

nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C4 (504, 86 nmolmin-1mgprot

-1). 

Na slici 19 (b) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja glifosatu 7 dana. Nema statistički 

značajne razlike između uzoraka i kontrole. Izračunata je specifična enzimska aktivnost za 

uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti GLF_C1 (302,86 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 
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(358,16 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C3 (362,64 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C4 (340,99 nmolmin-

1mgprot
-1). 

Na slici 19 (c) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja glifosatu 28 dana. Vidljiva je  

statistički značajne razlike između C3 i C4 koncentracije u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

GLF_C1 (219,90 nmolmin-1mgprot
-1), GLF_C2 (279,51 nmolmin-1mgprot

-1), GLF_C3 (279,80 

nmolmin-1mgprot
-1). 
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Slika 19. Aktivnost GST nakon izlaganja glifosatu (a)  48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 

3.4. Nikosulfuron (NCS) 

U tablici 6. prikazan je broj preživjelih gujavica nakon izlaganja nikosulfuronu 48h i 7 dana. 

Kod kratkotrajnog izlaganja (48h) broj gujavica po koncentraciji na početku eksperimenta bio 

je šest. Mortalitet je zabilježen samo na C4 koncentraciji (10x veća od okolišno relevantne). 

Kod izlaganja u trajanju od sedam dana broj gujavica na početku eksperimenta je bio sedam po 

koncentraciji, nema zabilježenog mortaliteta. 

Tablica 6. Broj preživjelih gujavica nakon izlaganja nikosulfuronu 

 48h 7 dana 

C1 6 7 

C2 6 7 

C3 6 7 

C4 3 7 

 

3.4.1. Aktivnost  acetilkolin esteraze (AChE) nakon izlaganja nikosulfuronu 48h, 7 dana, 

28 dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE nakon izlaganja nikosulfuronu  prikazani su na slici 20. Na 

slici 20 (a) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja nikosulfuronu 48h. Iz rezultata je 

vidljiva statistički značajna razlika samo C1 koncentracije u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

NCS_C1 (129,76 nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C2 (83,82 nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C3 (77,77 

nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C4 (73,58 nmolmin-1mgprot

-1).  
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Na slici 20 (b) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja nikosulfuronu 7 dana. Iz rezultata 

vidljiva je statistički značajna razlika samo C2 koncentracije u odnosu na kontrolu (p<0,05).  

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

NCS_C1 (57,48 nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C2 (47,07 nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C3 (50,79 

nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C4 (68,97 nmolmin-1mgprot

-1). 

Na slici 20 (c) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja nikosulfuronu 28 dana. Statistički 

značajna razlika vidljiva je između C1 i C2 koncentracije u odnosu na kontrolu (p<0,05).  

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

NCS_C1 (209,95 nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C2 (174,68  nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C3 (132,84 

nmolmin-1mgprot
-1). 
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Slika 20. Aktivnost AChE nakon izlaganja nikosulfuronu (a)  48h,(b) 7 dana i (c) 28 dana 

3.4.2. Aktivnost  katalaze (CAT) nakon izlaganja nikosulfuronu 48h, 7 dana, 28 dana  

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze nakon izlaganja nikosulfuronu prikazani su na slici 21. 

Na slici 21 (a) prikazana je aktivnost CAT nakon izlaganja nikosulfuronu 48h. Iz rezultata je 

vidljiva statistički značajna razlika  između C1 i C2 koncentracije u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

NCS_C1 (63,83 nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C2 (64,07 nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C3 (59,56 

nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C4 (49,54 nmolmin-1mgprot

-1).  

Na slici 21 (b) prikazana je aktivnost AChE nakon izlaganja nikosulfuronu 7 dana. Nema 

statistički značajne razlike koncentracija u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična 

enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti NCS_C1 (42,18 

nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C2 (41,11  nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C3 (38,56 nmolmin-1mgprot
-1), 

NCS_C4 (45,38 nmolmin-1mgprot
-1). 

Na slici 21 (c) prikazana je aktivnost katalaze nakon izlaganja nikosulfuronu 28 dana. Nema 

statistički značajne razlike u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska aktivnost 

za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti NCS_C1 (49,75 nmolmin-1mgprot
-1), 

NCS_C2 (58,74  nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C3 (63,59 nmolmin-1mgprot

-1). 
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Slika 21. Aktivnost CAT nakon izlaganja nikosulfuronu (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 
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3.4.3. Aktivnost  glutation-S-transferaze nakon izlaganja nikosulfuronu 48h, 7 dana, 28 

dana 

Rezultati mjerenja aktivnosti glutation-S-transferaze nakon izlaganja nikosulfuronu prikazani 

su na slici 22. Na slici 22 (a) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja nikosulfuronu 48h. Iz 

rezultata nije vidljiva statistički značajna razlika  koncentracija u odnosu na kontrolu. 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

NCS_C1 (960,50 nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C2 (834,82  nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C3 (756,94 

nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C4 (528,11 nmolmin-1mgprot

-1).  

Na slici 22 (b) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja nikosulfuronu 7 dana. Iz rezultata 

nije vidljiva statistički značajna razlika  u odnosu na kontrolu. Izračunata je specifična enzimska 

aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti NCS_C1 (358,45 nmolmin-1mgprot
-

1), NCS_C2 (276,86  nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C3 (272,96 nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C4 (263,14 

nmolmin-1mgprot
-1). 

Na slici 22 (c) prikazana je aktivnost GST nakon izlaganja nikosulfuronu 28 dana. Iz rezultata 

je vidljiva statistički značajna razlika svih koncentracije u odnosu na kontrolu (p<0,05). 

Izračunata je specifična enzimska aktivnost za uzorke i utvrđene su sljedeće srednje vrijednosti 

NCS_C1 (84,35 nmolmin-1mgprot
-1), NCS_C2 (127,31 nmolmin-1mgprot

-1), NCS_C3 (162,35 

nmolmin-1mgprot
-1). 
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Slika 22. Aktivnost GST nakon izlaganja nikosulfuronu (a) 48h, (b) 7 dana i (c) 28 dana 
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3.5. Reproduktivni uspjeh gujavica  

U tablici 7. prikazan je broj kokona nakon 28 dana. U tablici 8. prikazan je broj neizleženih 

kokona i juvenilnih jedinki nakon 56 dana. 

Tablica 7. Broj kokona nakon 28 dana 

 

 K GLF NCS TBT DIQ 

C1 

24 

28 20 23 28 

C2 14 22 19 14 

C3 19 21 16 19 

 

Tablica  8. Broj juvenilnih gujavica i neizleženih kokona nakon 56 dana 

 

 

  

 

 
Broj neizleženih kokona Broj juvenilnih gujavica 

K 6 17 

GLF_C1 0 25 

GLF_C2 3 15 

GLF_C3 3 20 

NCS_C1 2 21 

NCS_C2 1 23 

NCS_C3 3 27 

TBT_C1 4 26 

TBT_C2 2 23 

TBT_C3 3 14 

DIQ_C1 5 22 

DIQ_C2 2 16 

DIQ_C3 5 18 
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Na slici 23. prikazan je reproduktivni uspjeh gujavica nakon izlaganja herbicidima.  
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Slika 23. Reproduktivni uspjeh nakon izlaganja herbicidima (a) glifosat, (b) nikosulfuron, (c) tembotrion, (d) 

dikvat. 

U tablici 9. prikazan je broj juvenilnih gujavica po odrasloj jedinki. 

Tablica 9. Broj juvenilnih gujavica po odrasloj jedinki 

 K GLF NCS TBT DIQ 

C1 

2,83 

4,17 3,5 4,33 3,67 

C2 2,5 3,83 3,83 2,67 

C3 3,33 4,5 2,33 3 
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4. RASPRAVA 

Današnja poljoprivredna proizvodnja nezamisliva je bez uporabe pesticida. Uporaba pesticida 

najvažniji je čimbenik povećanja proizvodnje hrane koja je postala glavna preokupacija 

suvremene civilizacije. Povećane uporabe pesticida rezultira i većim onečišćenjem okoliša, 

stoga je  važno provoditi istraživanja utjecaja pesticida na ekološke sustave. Za učinkovitu 

zaštitu cjelokupnog sustava, potrebno je rano otkrivanje biološkog učinka na nižim razinama 

što onda omogućava pravovremeno uočavanje i reparaciju viših bioloških razina poput 

populacija i ekoloških sustava. Laboratorijski testovi imaju važnu ulogu u procesima procjene 

okolišnog rizika (Spurgeon i sur., 2002). Standardiziranim testovima poput onih korištenih u 

ovom radu moguće je procijeniti utjecaj različitih onečišćivaća na eksperimentalne organizme. 

U ovom radu kao eksperimentalni organizam korištena je gujavica vrste Dendrobaena veneta 

(Rosa 1886). Gujavice posjeduju niz ekoloških i fizioloških značajki koje ih čine izvrsnim 

biološkim indikatorima zagađenja tla (Sanchez-Hernandez, 2006). Korištenje molekularnih 

biomarkera omogućava rano otkrivanje biološkog učinka na organizme te analizu toksičnosti 

onečišćujućih tvari, stoga je u ovom istraživanju praćen utjecaj onečišćujućih tvari, herbicida 

na tri biomarkera: acetilkolin esterazu (AChE), katalazu (CAT) i glutation-S-transferazu (GST) 

kroz tri testa toksičnosti. Mjerenjem navedenih molekularnih biomarkera dobiveni su rezultati 

koju ukazuju na utjecaj herbicida tembotriona, dikvata, glifosata i nikosulfurona na 

metabolizam i reproduktivni uspjeh istraživanih gujavica. Rezultati istraživanja pokazali su 

različit utjecaj pojedinih herbicida na molekularne biomarkere ovisno o trajanju izlaganja. 

Acetilkolin esteraza jedan je od najistraživanijih biomarkera kod gujavica. AChE pripada 

skupini enzima koja je snažno inhibirana organofosfornim i karbamatnim spojevima. 

Mehanizam inhibicije acetilkolinesteraze sastoji se u vezanju pesticida na estersko mjesto 

enzima te reakcijama fosforilacije ili dekarbamilacije inaktiviraju enzim. Inhibicija aktivnosti 

AChE od preko 80 % nakon izlaganja organofosfatima može potencijalno dovesti do povećanja 

mortaliteta gujavica jer je AChE ključni enzim u prijenosu živčanog impulsa, a inhibicija ovog 

enzima uzrokuje nakupljanje neurotransmitera acetilkolina što u konačnici dovodi do paralize 

živčanog i mišićnog sustava (Velki 2014). Slabiji intenziteti inhibicije aktivnosti AChE ne 

dovodi nužno do mortaliteta, no može uzrokovati promjene na razini organizma poput 

histopatoloških, biometrijskih i anatomskih promjena. Inhibicija enzima AChE zabilježena je 

kod izlaganja tembotrionu nakon 48h i 7 dana, nakon izlganja od 28 dana nema značajnijih 

promjena u aktivnosti u odnosu na kontrolu. Wang i sur., (2015) su dobili slične rezultate  nakon 

izlaganja gujavice Eisenia fetida insekticidima iz grupe neonikotinoida. Nakon 3 dana izlaganja 
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zabilježili su značajnu inhibiciju acetilkolin esteraze sa porastom koncentracija u odnosu na 

kontrolu, dok nakon  7, 14 i 21 dana zabilježen oporavak aktivnosti AChE. Kod kratkotrajnog 

izlaganja dikvatu i glifosatu zabilježen je porast aktivnost AChE sa porastom koncentracija, 

najveća aktivnost AChE zabilježena je pri najvišoj koncentraciji što se može pripisati 

hormetičkom učinku. Hormeza ili hormetički učinak je pojava da određena tvar u pojedinom 

segmentu koncentracijskog gradijenta uzrokuje suprotan učinak od očekivanog. Hormeza je 

kod gujavica utvrđena kod utjecaja temefosa na AChE (Hackenberger i sur., 2007), kod utjecaja 

deltametrina i pirimifos-metila na AChE (Velki i Hackenberger 2013), kod utjecaja kadmija na 

aktivnost katalaze i superoksid dismutaze (Zhang i sur., 2009). Pojava hormeze pokazuje da je 

uslijed izloženosti niskim koncentracijama herbicida došlo do kompenzacijskog odgovora 

organizma (Calabrese i Baldwin, 2003). Aktivnost AChE nakon 7 i 28 dana je inhibirana, 

inhibicije acetilkolinesteraze se sastoji u vezanju herbicida na estersko mjesto enzima te 

reakcije fosforilacije ili dekarbamilacije inaktiviraju enzim. Kod izlaganja glifosatu u trajanju 

od 7 i 28 dana nema zabilježenih značajnih promjena u aktivnosti što se može pripisati oporavku 

aktivnosti enzima. Izlaganja nikosulfuronu nije pokazalo značajnije promjene u aktivnosti u 

odnosu na kontrolu, inhibicija enzima je zabilježena samo kod izlaganja u trajanju 28 dana. 

Sanchez–Hernandez i sur., (2014) izlagali gujavicu Aporrectodea caliginosa pirimifos-metilu 

u trajanju od 3 i 21 dan, inhibicija je također bila značajnije izražena nakon 21 dan izlaganja. 

Inhibicija aktivnosti AChE zabilježena je i na drugim organizmima nakon izlaganja herbicidima 

korištenim u ovom radu. Inhibiciju aktivnosti AChE od 27 % zabilježili su Glusczak i sur., 

(2007) u mozgu ribe Rhamdia quelen nakon izlaganja glifosfatu. Boyli i sur., (2013) zabilježili 

inhibiciju aktivnosti AChE nakon izlaganja pčele medarice (Apis mellifera L.) glifosatu. Utjecaj 

glifosata praćen i na vodozemcima, nakon izlaganja žabe Rhinella arenarum različitim 

komercijalnim pripravcima na bazi glifosata zapažena značajna inhibicija aktivnosti acetilkolin 

esteraze, čak 71,62 % u odnosu na kontrolu (Lajmanovich i sur., 2011). Istraživanja aktivnosti 

AChE u mozgu ribe Carassius auratus nakon izlaganja nikosulfuronu pokazala inhibiciju 

aktivnosti (Bretaud i sur., 2000).  

Osim primarnog mehanizma djelovanja, toksičnosti herbicida može doprinijeti i poremećaju u 

ravnoteži oksidacijsko-redukcijskih procesa u stanicama. Poznato je da različite skupine 

pesticida induciraju oksidativni stres (Banerjee i sur., 2001). Aktivnost katalaze i glutation-S-

transferaze imaju veliku važnost u detoksikaciji različitih zagađivala.  

Katalaza (CAT) je enzim prisutan u peroksisomima gotovo svih aerobnih stanica i služi za 

zaštitu stanica od toksičnih učinaka vodik peroksida. Kao enzim koji katalizira peroksid 
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katalaza je mjerljivi pokazatelj oksidativnog stresa te ju možemo nazvati biomarkerom 

oksidativnog stresa. Porast aktivnosti katalaze nakon 48h i 28 dana izlaganja tembotrionu može 

se okarakterizirati kao metabolička prilagodba neprekidnoj izloženosti pesticida i odgovor na 

obranu protiv oksidativnih oštećenja. Nakon izlaganja dikvatu 48h vidljiv je značajan porast 

aktivnosti katalaze s povećanjem koncentracije. Međutim izlaganja dikvatu 7 dana rezultiralo 

je smanjenom aktivnosti katalaze u odnosu na kontrolu. Snižene vrijednosti katalaze mogu se 

pripisati velikoj proizvodnji superoksid anion radikala za kojeg se zna da inhibira CAT 

aktivnost u slučaju prekomjerne proizvodnje (Bagnyukova i sur., 2005). Stoga smanjena 

aktivnost je rezultat preopterećenja prirodne antioksidativne obrane organizma pri najvećim 

koncentracijama izlaganja. Dikvat pretvara molekularni kisik u superoksidni anion te redoks 

reakcijama nastaje vodikov peroksid (Osburn i sur., 2006). Dikvat se ne veže kovalentno s 

biološkim molekulama, ali potiče staničnu produkciju ROS-a. Iz tih razloga se dikvat često 

koristi kao djelotvorno kemijsko sredstvo za indukciju oksidativnog stresa (Slaughter i sur., 

2002; Osburn i sur., 2006). ROS se može neutralizirati s nekoliko antioksidansa u biološkom 

sustav. SOD, CAT i GPx glavni su antioksidativni enzimi biološkog sustava (Wozniak i sur., 

2004; Slavic i sur., 2006; Lestaevel i sur., 2009). CAT može pretvoriti vodikov peroksid u 

molekularni kisik i vodu. CAT može biti aktivirana i niskom koncentracijom H2O2 (Makino et 

al., 1994). Stoga, CAT igra važnu ulogu u odupiranju oksidativnom stresu (Mates i Sanchez-

Jimenez, 1999). Istraživanje provedeno na svinjama pokazalo smanjenu aktivnost CAT nakon 

primjene dikvata (Lv i sur.,2012). Također Gallagher i sur., (1995) zabilježili smanjenu 

ekspresiju CAT u jetri štakora nakon primjene dikvata. Prilikom izlaganja glifosatu zabilježen 

je značajan porast aktivnosti katalaze samo nakon kratkotrajnog izlaganja herbicidima, 

dugotrajna izlaganja nisu pokazala statistički značajnu razliku u aktivnosti katalaze u odnosu 

na kontrolu. Slične rezultate dobili Song i sur., (2009.) nakon izlaganja gujavice Eisenia fetida 

atrazinu nakon kraćeg izlaganja značajan porast aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu, dok 

nakon 14, 21 i 28 dana nema značajnijih promjenu u aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu.   

Izlaganje nikosulfuronu nije pokazalo značajan utjecaj na aktivnost katalaze, statistički 

značajan porast aktivnosti u odnosu na kontrolu zabilježen je nakon 28 dana izlaganja pri 

najvišoj koncentraciji. Sličan rezultat zabilježili su Ribera i sur., (2001) pri proučavanju učinaka 

karbarila na CAT, pri različitim koncentracijama i vremenima ekspozicije kod gujavica. Ribera 

i sur., (2001) nisu zabilježili nikakve značajne promjene u aktivnosti katalaze kada su gujavice 

bile izložene umjetnom tlu kontaminirane karbarilom (12, 25 i 50 mg / kg). S obzirom na to da 

nikosulfuron pripada skupini inhibitora acetolaktat sintaze u biljkama, a ljudi i životinje nemaju 

taj enzim to može biti jedan od razloga niske toksičnosti ovog herbicida na ljude i životinje. 
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CAT je jedan od glavnih enzima za uklanjanje slobodnih radikala, pa regulacija ovog enzima 

ponajviše ovisi o oksidativnom statusu stanice. Stoga praćenje aktivnosti ovog enzima kao 

biljega oksidativnog stresa može biti vrijedan instrument u praćenju utjecaja zagađenja. 

Glutation S-transferaza (GST) je citosolni enzim koji ima veliku važnost zbog svoje uloge u 

kataliziranju konjugacije različitih endogenih i egzogenih elektrofilnih supstrata s tripeptidom 

glutationom (GSH). GST je enzim faze II metabolizma, enzimi faze II imaju vrlo važnu ulogu 

u održavanju homeostaze kao i u detoksikaciji i ekskreciji mnogih ksenobiotika. Smanjenje 

aktivnost GST za značaj može imati umanjenu sposobnost izlučivanja metabolita, tj. produkata 

nakon I faze metabolizma (Stepić, 2010). Smanjena aktivnost GST zabilježena je kod 

sedmodnevnog izlaganja tembotrionu. Aktivnost GST nakon kratkotrajnog izlaganja dikvatu 

značajno je porasla. Porast aktivnosti GST nakon izlaganja dikvatu zabilježen kod puža 

barnjaka Lymnaea stagnalis. Puž barnjak kao herbivorna vrsta često izložena herbicidima kao 

neciljani organizam (Bouétard 2013). Nakon dugotrajnijeg izlaganja dikvatu vidljiva statistički 

značajna inhibicija aktivnosti GST s porastom koncentracija. Schreck i sur., (2008) izlagali su 

gujavicu Aporrectodea caliginosa nocturna smjesi šest različitih pesticida nakon 3 dana 

izlaganja zabilježili su značajan porast aktivnosti GST, nakon 7 dana nije bilo značajne razlike 

u aktivnost u odnosu na kontrolu dok je nakon 14 dana aktivnost GST bila značajno inhibirana.  

Smanjena aktivnost GST zabilježena je nakon 48h izlaganja glifosatu. Inhibicija aktivnosti GST 

bi mogla proizaći iz promjena enzimske sinteze, kao i inaktivacije GSH i glutation enzima, što 

dovodi do gubitka sposobnosti GST-a da uklone herbicid. Dugotrajno izlaganje glifosatu 

rezultiralo je porastom aktivnosti GST. Povećanu aktivnosti GST zabilježili Modesto i Maritnez 

(2010) u jetri ribe Prochilodus lineatus nakon 24h i 98 dana izlaganja glifosatu. Povećanje 

aktivnosti GST tijekom perioda oporavka ukazuje na to da GST oporavlja detoksikaciju i 

antioksidacijske kapacitete i igra važnu ulogu u uklanjanju herbicida ili njegovih metabolita. 

Zhang i sur., (2017) izlagali gujavicu Eisenia fetida insekticidu iz grupe neonikotinoida 

aktivnost GST je značajno inhibirana nakon 7 i 14 dana, dok je porast aktivnosti zabilježen 

nakon dužeg izlaganja 35, 42 i 56 dana izlaganja.  Izlaganje nikosulfuronu pokazuje opadanje 

aktivnosti GST sa porastom koncentracije. Smanjenu aktivnost GST zabilježili su Tejada i sur., 

(2016) nakon izlaganja gujavica Eisenia fetida, Lumbricus terrestris i Allolobophora molleri 

herbicidu oksifluorfenu.  

Ovisno o herbicidu kojem su gujavice bile izložene, o primijenjenom testu toksičnosti, kao i o 

vremenu izlaganja, postojale su razlike u promjeni aktivnosti ovih enzima, odnosno zabilježeno 
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je i povećanje i smanjenje aktivnosti. Zbog brojnih čimbenika koji utječu na aktivnost 

antioksidativnih enzima vrlo često je teško predvidjeti odgovor antioksidansa na izloženost 

zagađivalu (Regoli i sur., 2003; Van der Oost i sur., 2003). Iako nije detektirana jednoznačna 

promjena u mjerenim biljezima, izmjerene promjene u odgovoru biljega pokazuju da je 

oksidativni stres najvjerojatnije važan čimbenik toksičnosti istraživanih herbicida. 

Gubitak mase i smanjena reproduktivna sposobnost su osjetljivi parametri u praćenju učinaka 

pesticida i stoga se koriste u praćenju stanja okoliša i procjeni rizika (Edwards i Bater, 1992). 

Izlaganje herbicidima pokazalo je negativan utjecaj na reproduktivni uspjeh gujavice vrste 

Dendrobaena veneta (Rosa 1886). Kod svih herbicida (dikvat, tembotrion, glifosat) osim 

nikosulfurona zabilježen je smanjen reproduktivni uspjeh gujavice, smanjen je broj kokona i 

juvenilnih gujavica sa porastom koncentracije. Međutim na najmanjoj koncentraciji C1 

zabilježen je povećan broj juvenilnih gujavica u odnosu na kontrolu što se može pripisati 

hormezi. Hormetički učinak ili hormeza je definirana kao pojava da određena tvar, u pojedinom 

segmentu koncentracijskog gradijenta uzrokuje suprotan učinak od očekivanog (Calabrese i 

Baldwin 2003). Pad broja kokona zabilježili su Tejada i sur., (2016) nakon izlaganja gujavica 

Eisenia fetida, Lumbricus terrestris i Allolobophora molleri herbicidu oksifluorfenu. Yasmin i 

D'Souza (2007) nakon izlaganja gujavice Eisenia fetida pesticidima karbendazimu, dimetoatu 

i glifosatu isto zabilježili smanjen broj kokona i juvenilnih gujavica. Osim na smanjen 

reproduktivni uspjeh kod gotovo svih koncentracija zabilježen je i mortalitet juvenilnih jedinki.  
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5. ZAKLJUČAK 

Na temelju dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeći zaključci: 

• Herbicidi imaju značajan utjecaj na metabolizam i reproduktivnu sposobnost istraživane 

vrste gujavice Dendrobaena veneta (Rosa 1886). 

• Izlaganje istraživanim herbicidima uzrokovalo je promjene u aktivnosti enzima  AChE, 

CAT, GST.  

• Promjena u odgovoru molekularnih markera ovisila je o vrsti herbicida kojem su 

gujavice bile izložene i o vrsti primijenjenog testa toksičnosti. 

• Razina ekspresije biomarkera ovisi o vremenu izlaganja te koncentracijama. 

• Iz prirode promjena mjerenih biomarkera može se zaključiti da je oksidativni stres 

važan čimbenik toksičnosti istraživanih pesticida na gujavice. 

• Okolišno relevantne koncentracije uzrokovale mjerljiv toksikološki učinak na 

organizmima.  
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