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1. UVOD

Tlo je rastresiti sloj na povrSini Zemlje, smjesten izmedu litosfere i atmosfere, nastao od
mati¢ne stijene pod utjecajem Cimbenika pedogeneze djelovanjem procesa pedogeneze.
Tlo nastaje pod utjecajem mnogobrojnih ¢imbenika od kojih su najbitniji: mati¢ni supstrat,
temperatura, voda, vjetar, kemijski agensi, biljke, Zivotinje i sam covjek. RazliCite
znacajke tla vazne su za njegovu plodnost, odnosno sposobnost da osigura biljkama kljuéni

proces a to je proizvodnja organske tvari (Sofili¢, 2014).

Tlo je staniSte mnogih biljnih i Zivotinjskih organizama i temelj bioloSke raznolikosti,
izvor vode 1 hrane, glavni medij kruZenja elemenata u prirodi, a s obzirom da je u izravnom
kontaktu s biosferom takoder je i akumulator razli¢itih one¢is¢ujuéih tvari koje u njega
dospijevaju iz atmosfere ili pod utjecajem ¢ovjeka. Nagla industrijalizacija, urbanizacija i
porast ljudske populacije i ljudske aktivnost utjecali su na proces oneciS¢enja i osteéenja
tla. Velik broj zagadivala nakuplja se i zadrzava u tlu, te na taj na¢in mogu imati negativan
utjecaj na organizme koji zive u tlu ili su usko vezani uz tlo, a posljedi¢no tome i na
hranidbene lance. Razli¢ita zagadivala procjedivanjem kroz tlo mogu vrlo lako dospjeti i

do podzemnih voda. Zagadenje tla predstavlja Sirok ekoloski problem (Sofili¢, 2014).

1.1. Tlo i oneciséenje tla

Tlo je rastresiti sloj Zemljine povrSine nastao kombiniranim djelovanjem pedogenetskih
Cinitelja kao $to su klima, reljef, vrijeme, organizmi, mati¢ni supstrat i pedogenetskih
procesa koji obuhvacaju troSenje primarnih minerala, utjecaj sinteze i razgradnje organske
tvari, stvaranje sekundarnih minerala (Loncari¢, 2014). Tlo se sastoji od organske tvari,
vode, zraka 1 minerala, a udio tih komponenti utjece na fizikalna svojstva tla, ukljucujuci
teksturu, poroznost, boju tla i strukturu. Slika 1. prikazuje mehanicki sastav tla odnosno
kvantitativni odnos pojedinih sastavnica tla. Kemijska svojstva tla definirana su njegovim
kemijskim sastavom, pH, sorpcijom i salinitetom. Tlo je prirodni sustav sastavljen od
krute, tekuce 1 plinovite faze, odreden je fizikalnim, kemijskim i biolo§kim svojstvima te je

prirodni izvor vode 1 hrane, a takoder i medij filtracije i kruZenja elemenata u prirodi.



Slika 1. Tlo je trofazni sustav sastavljen od krute, tekuce i plinovite komponente (Web 1)

Oneciscenje tla znacajno se povecalo u posljednjem desetljecu kao posljedica prekomjerne
upotrebe pesticida i herbicida u poljoprivredi, industrijske aktivnosti i nekontroliranog
odlaganja urbanog otpada. Takva pojava povezana je sa stupnjem industrijalizacije
pojedinih zemalja. Oneciscenje tla uzrokuje smanjenje plodnosti tla, promjenu strukture
tla, poremecaj ravnoteze izmedu flore i faune, zagadenje podzemne vode te je konstantna
prijetnja zivim organizmima (Lionetto i sur., 2002). Takoder se naruSavaju vazne ekoloske
funkcije tla kao $to su raspad organske tvari, mineralizacija nutrijenata i sinteza humusne
tvari. Stoga se javila potreba za iznalaZzenje metoda za procjenu i pracenje posljedica

utjecaja takvih spojeva na ekosustave tla.

wew 7

1.2. Izvori oneciSéenja tla

Pojava onecis¢enog tla posljedica je modernizacije 1 industrijalizacije druStva pa se izvori
oneci$éenja tla nalaze u poljoprivredi, prometu, industriji, urbanim podrucjima, odlaganju
otpada (Slika 2.) (Sofili¢, 2014). Mnogi razliciti poljoprivredni procesi doprinose
oneciscenju tla, a gnojiva i pesticidi, kojima je uloga suzbijanje Stetnih tvari, imaju i
odredene prednosti i nedostatke povezane s njihovom uporabom. Oba tipa kemijskih
sredstava imaju tendenciju povecanja prinosa, i time znacajno doprinose procesima

proizvodnje hrane. S druge strane, mogu prouzrociti oneciS¢enje vode kada erozija nosi



kemikalije zajedno s erodiranim tlima nakon oborina. Prekomjerno koristenje umjetnih
goriva, za razliku od prirodnih, iscrpljuje organsku tvar tla te se gubi sposobnost
zadrZzavanja vode, uklanja mikroorganizme koji stvaraju humus i pomazu truljenju tvari, a
ispiranje gnojiva s obradivih povrSina uzrokuje onecis¢enje vodenih tokova (McCauley i

sur., 2005).

Neki od glavnih zagadivaca koji stvaraju zabrinutost zbog svoje uloge u oneciséenju tla,
pogotovo s obzirom na njihovu perzistentnost u okoliSu, su policiklicki aromatski
ugljikovodici ( engl. polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHS). To su organski spojevi
koji nastaju nepotpunim izgaranjem fosilnih goriva i drugih organskih spojeva ili kao
posljedica ljudske aktivnosti te vezanjem na Cestice prelaze iz atmosfere u tlo. lako se
nalaze u niskim koncentracijama, zbog kancerogenog djelovanja i vrlo dugog zadrzavanja
u okoliSu, posvecuje im se sve vise paznje. Postoji nekoliko skala kancerogenosti (Tablica
1.) ¢ija se procjena aktivnosti temelji na postotku zivotinja i ljudi kod kojih je doSlo do
pojave tumora. Koncentracija policiklickih aromatskih ugljikovodika u tlu smanjuje se
djelovanjem mikroorganizama. Njihovim djelovanjem dolazi do transformacije u

jednostavne organske spojeve, ugljikov dioksid (COz2) i vodu(H20) (Lugonié¢ i sur., 2015).

PAU NAY {rer, ) Lee (ref. 3) |AQ {ref. 5) IARC {re! 8)
benze(a)p Ba 20
antantren (Ant * -
EnZob anten (BbF ++
bonzo(lfiuoranton (DAS - .e e
benzo(fiucranten (BjF .o ++ ‘e -
benzo(ght)perden (BghiP . N 3

Tablica 1. Skala kancerogenosti pojedinih policiklickih aromatskih ugljikovodika. Preuzeto

i prilagodeno prema (Sisovi¢, 1995)

Iz zraka za tlo opasnost predstavljaju kisele kise, oborine Cija pH vrijednost iznosi u

prosjeku 4 do 4,5. Znanstvenici su otkrili da je izgaranje fosilnih goriva glavni uzrok
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nastanka kiselih kisa (Web 2). Pri procesima izgaranja nastaju sumporov dioksid (SO.),
dusikovi oksidi i drugi kemijski spojevi. Ekoloski ucinci kiselih kiSa najjasnije se
odrazavaju u vodenim ekosustavima, kao Sto su potoci, jezera i mocvare gdje mogu biti
Stetni za ribu i druge vodene organizme. Dok prolazi kroz tlo, kisela kiSa moze ispirati
aluminij sa estica glinenih tla i onda teéi u potoke i jezera. Sto je vise kiseline koja ulazi
u ckosustav, vise se aluminija oslobada. Aluminij koji se oslobada ima Stetan ucinak na
biljke, zivotinje i podzemnu vodu, takoder aluminij uklanja minerale i nutrijente iz tla koji
su potrebni biljkama za rast. Oslobadanjem teSkih metala u tlo, podzemnu vodu pa i pitku

vodu ¢ovjek se izlaze pojacanom unosenju teskih metala u organizam (Web 2).

Znacajnu ulogu u zagadenju tla imaju metali i metaloidi, i to putem emisija iz brzo rastuc¢ih
industrijskih podrué¢ja, minskih polja, podru¢ja zbrinjavanja metalnog otpada, olovnog
benzina i boje, pesticida, gnojiva, kanalizacijskog mulja, navodnjavanja otpadnom vodom,
ostacima izgaranja ugljena i prolijevanja petrokemikalija (Khan i sur., 2008). Teski metali
predstavljaju skupine opasnih anorganskih kemijskih spojeva, a oni koji se mogu naci na
zagadenim mjestima su olovo (Pb), krom (Cr), arsen (As), cink (Zn), kadmij (Cd), bakar
(Cu), ziva (Hg), te nikal (Ni). Tlo je glavni odvod teskih metala koji su oslobodeni u okoli§
kao posljedica ljudskih aktivnosti. Za razliku od organskih zagadivaca koji se oksidiraju u
ugljikov dioksid mikrobioloskom djelovanjem, ve¢ina metala ne prolazi mikrobiolosku ili
kemijsku degradaciju, a njihova ukupna koncentracija u tlima ostaje dugo vremena (Wuana
i Okieimen, 2011). Teski metali prirodno nastaju u tlu procesom pedogeneze, a njihova
koli¢ina mjeri se u tragovima i rijetko su toksi¢ni. Teski metali vazni Su jer su sposobni
smanjiti proizvodnju usjeva, zbog rizika od bioakumulacije i biomagnifikacije u
prehrambenom lancu. Postoji 1 rizik od oneciS¢enja povrSinskih 1 podzemnih voda.
Sudbina i transport teSkih metala u tlu znacajno ovise o kemijskom obliku i vrsti metala.
Kad su u tlu, teski metali se u pocetku adsorbiraju brzim reakcijama, nakon ¢ega slijede
spore adsorpcijska reakcija, stoga se redistribuiraju u razli¢ite kemijske oblike s razli¢itom

bioraspolozivosti, mobilnosti i toksi¢nosti (Buekers i sur., 2007).
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Slika 2. Izvori onecisc¢enja tla (Preuzeto i prilagodeno prema: Sofili¢ 2014)




2. METODE PRACENJA ZAGADPENJA U TLU

2.1. Kemijske metode

Pri pracenju i procjeni zagadenja tla, vode ili zraka kemijskim metodama se myjeri
koncentracija kemijskih ili toksi¢nih tvari prisutnih u tlu. lako pruzaju vazne informacije,
nedostatak im je $to daju smo trenutacan uvid o koncentracijama pojedinih zagadivala
prisutnih u tlu. Takoder je nedostatak visoka cijena i manjak instrumenata (Slika 3.),
odnosno nizak prag osjetljivosti pojedinih instrumenata za provodenje analize, te kao
najvazniji nedostatak je izostanak informacija o moguéem utjecaju na biolosku
komponentu. Ove metode obuhvacaju mjerenja uz pomoc¢ razli¢itih instrumentalnih

tehnika kao $to su plinska kromatografija, masena spektrometrija, atomska adsorpcijska

spektrofotometrija, fluorescentna spektroskopija i nuklearna magnetska rezonancija
(NMR).

Slika 3. Kromatograf (Web 3)



2.2. Bioloske metode

Za razliku do kemijskih metoda kojima se mjere koncentracije razli¢itih zagadivala u
okoliSu, bioloskim analizama mjere se reakcije organizama na zagadenje, a razliita
raspolozivost kemijskih tvari u razli¢itim medijima moze dovesti do drukcijih reakcija
organizma, bez obzira §to su koncentracije u mediju iste. Takoder bioloske metode daju
informaciju nakon duzeg izlaganja organizma, a odgovor je naj¢e$e proporcionalan
koli¢ini zagadivala. Danas postoji velik broj razli¢itih laboratorijskih testova kojima se
mogu pratiti ucinci i djelovanje zagadivala na stanice, tkiva, organe ili organizme u

kontroliranim uvjetima.

2.2.1. Bioindikatori

Bioindikatori se definiraju kao organizmi koji svojom prisutno$cu ili odsutno$éu te svojim
ponasanjem pruzaju informacije o uvjetima iz okoline. Prikladni su za dokazivanje

organizama (Hamza-Chaffai, 2014).

Gujavice su vazne komponente sustava tla, uglavnom zbog povoljnih utjecaja na strukturu
1 funkciju tla. Vrlo su vaZni organizmi u procesu stvaranja tla i raspada organske tvari, oni
pridonose pedogenezi i profilu tla, utjeu na fizicka, kemijska i mikrobioloska svojstva tla i
pridonose poboljSanju plodnosti tla formiranjem organske tvari u povrSinskom sloju tla
(Rao i sur., 2003; Hackenberger i sur., 2015). Takoder, gujavice se smatraju izvrsnim
bioloskim pokazateljima oneciS¢enja tla i prikladni su organizmi za procjenu utjecaja
ljudskih aktivnosti na tlo. U laboratorijskim testovima naj¢esce koristene vrste gujavica su
Eisenia fetida (Slika 4.) i Eisenia andrei. (Weber, 2007).
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Slika 4. Prikaz vrste kompostne gujavice (Eisenia fetida) (Web 4)

Uloga gujavica u raspadanju organske tvari i ciklusu hranjivih tvari povecala je interes
njihove upotrebe kao indikatorskog organizma za bioloski utjecaj zagadivaca tla. Osim
toga, manipulacija i rad s gujavicama relativno je jednostavna, a time je olak$sano mjerenje
razli¢itih parametara zivotnog ciklusa, primjerice rast i reprodukcija, kao i nakupljanje i
izIu¢ivanje oneciS¢ujucih tvari, te pra¢enje biokemijskih parametara. Dakle, gujavice su
pogodni organizmi za ekotoksikoloSka istrazivanja. Zbog posebne interakcije s tlom,
znacajno su pogodene razli¢itim anorganskim i organskim zagadivacima prisutnim u tlu.
Takoder zahvaljuju¢i raznim mehanizmima mogu akumulirati i tolerirati visoke
koncentracije metala poput kadmija, bakra, cinka i olova u kloragogenom tkivu. S obzirom
da su gujavice izvor hrane za brojne Zzivotinje, osobito vodozemce, gmazove, ptice i
sisavce, nakupljanje kemijskih oneciS¢enja kod gujavica doprinosi riziku prijenosa

zagadivaca na visu troficku razinu (Lionetto i sur., 2002).
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2.2.2. Biomarkeri

Pojam biomarker ili bioloski biljeg (engl. biomarker) oznacava mjerljiv bioloski odgovor,
specificiran na stani¢noj ili molekularnoj razini, na izlozenost organizma zagadivalu
(Depledge, 1994; Kurelec, 1998). Biomarkeri koji odrazavaju zdravstveno stanje
organizama na nizim organizacijskim razinama (molekularni ili stani¢ni) brzo reagiraju na
stres, imaju visoku relevantnost i mogu se koristiti kao pokazatelji ranog upozorenja o
promjenama u okoliSu prije nego Sto se dogodi nepovratno oStecenje ekosustava. Oni koji
odrazavaju zdravlje na viSim organizacijskim razinama (populacije, zajednice, ekosustavi)
reagiraju puno sporije i imaju nizu toksikolosku relevantnost, ali su ekoloski vaznija
kategorija (Lopez-Barea, 1995). Za razliku od standardnih mjerenja koncentracija Stetnih
tvari u vodi, tlu ili zraku, prednost biomarkera je u tome $to oni kvalitativno i kvantitativno
ukazuju na status organizma ¢ime dobiveni rezultati imaju vec¢i bioloski znacaj. Biomarkeri
daju pregled na koji su na¢in organizmi pogodeni toksi¢nim tvarima prisutnim u okoliSu,
predstavljaju odgovor na ucinak razli¢itih zagadivala te se smatraju signalima ranog
upozorenja i mogu se uspjesno koristiti pri procjeni rizika od onec¢iséenja okolisa (Gastaldi
i sur., 2007).

Upotreba biomarkera kod gujavica postaje sve vaznija za procjenu i pracenje utjecaja
zagadenja na organizme tla. Acetilkolinesteraza, katalaza i glutation-S-transferaza najcesce
su koriSteni molekularni biomarkeri zbog kljuéne uloge u sprjeCavanju toksi¢nog
djelovanja kemikalija. Koristenje molekularnih biomarkera u praenju stanja okolisa
predstavlja vazan alat za procjenu oneciS¢enja u razli¢itim organizmima (Lionetto i sur.,
2002).

2.2.2.1. Acetilkolinesteraza

Acetilkolinesteraza (AChE) klju¢an je enzim u zivéanom sustavu, koji sudjeluje u
prijenosu zivcanih impulsa, a uloga mu je Kkataliziranje hidrolize neurotransmitera
acetilkolina. AChE se snazno inhibira spojevima kao §to su organofosforni pesticidi. Oni
inhibiraju enzimsku aktivnost fosforiliranjem serinskog ostatka unutar aktivnog mjesta.

Takoder, mogu nepovratno inhibirati AChE, $to rezultira prekomjernim nakupljanjem
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acetilkolina, $to dovodi do hiperaktivnosti i na kraju ostecenja zivéanog i misi¢nog sustava.

Acetilkolinesteraza predstavlja glavnu kolinesterazu gujavica (Lionetto i sur., 2002).

2.2.2.2. Biotransformacijski enzimi

Gujavice mogu biti izlozene razli¢itim zagadivalima kao $to su npr. PAH-ovi i pesticidi za
koje se zna da mogu djelovati (inducirati ili inhibirati) detoksikacijske enzime. U
eukariota, proces detoksikacije organskih spojeva odvija se u dvije faze. Faza I obuhvaca
enzimski sustav citokroma P450 i rezultira uvodenjem funkcionalne skupine, kao $to je
hidroksil ili sulfonil, u nepolarne spojeve. U nekim slucajevima metaboliti reakcije faze 1
(GST), vezu duge polarne, u vodi topljive molekule na produkte metabolizma faze | kako

bi pospjesili izlu€ivanje i uklanjanje toksi¢nih tvari (Lionetto i sur., 2002).

Glutation transferaze (GST) c¢ine skupinu multifunkcionalnih dimernih enzima, imaju
vaznu ulogu U ksenobiotiCkom metabolizmu, pruzaju zastitu od oksidativnog stresa i prva
su linija obrane organizma. GST neutralizira Sirok spektar egzogenih i endogenih
metaboli¢kih supstrata kataliziranjem konjugacije reduciranog glutationa (GSH) sa
spojevima koji sadrze elektrofilni centar formiranjem tioeterske veze izmedu atoma
sumpora GSH i supstrata (Hayes i sur., 2005). Konjugacija se odvija adicijom glutation
iona na dvostruku vezu, cijepanjem epoksidnog mosta ili supstitucijom halogena ili drugih
odlazecih skupina. Konjugiranjem glutationa s elektrofilnim supstratima, molekule postaju
manje reaktivne i viSe topljive u vodi, ¢ime se olakSava njihovo izlu¢ivanje iz stanica i
organizma. Istrazivanja su pokazala osjetljivost GST gujavica na metale i izloZenost
pesticidima. GST pripada biomarkerima faze Il i imaju ulogu u odrzavanju homeostaze

kao i u detoksikaciji i ekskreciji mnogih ksenobiotika (Modén i Mannervik, 2014).
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2.2.2.3. Antioksidacijski enzimi

Poznato je da izlaganje bilo organskim ili anorganskim zagadivalima inducira oksidacijski
stres u stanicama. Produkti metabolizma ksenobiotika su slobodni radikali, s druge strane
izlozenost metalima dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen
species, ROS) kao §to je vodikov peroksid (H202), superoksid (02) i hidroksil (OH)
radikala (Dazy i sur., 2009). Medutim, ROS nastaju i u Zivim organizmima kao produkt
djelovanja stani¢nog metabolizma i okoli$a (Birben i sur., 2012), a neke od glavnih puteva
metabolizma spojeva kisika prikazuje Slika 5. U Kako bi se uklonile reaktivne kisikove
vrste 1 izbjegla oksidacijska Steta na bioloskim makromolekulama (lipidi, proteini ili
DNA), stanice se §tite enzimima i antioksidantima malih molekulskih masa, kao $to je
glutation (Valavanidis i sur., 2006). Superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza
1 glutation reduktaza vazni su enzimski antioksidansi u odgovoru na oksidacijski stres:
superoksid dismutaza metabolizira superoksidni anion (O2") u molekulski kisik i H202, koji
se zatim deaktivira katalazom, ¢ime se sprecava oksidacijsko ostecenje. Enzim glutation
reduktaza takoder igra vaznu ulogu u stani¢noj zastiti reduciranjem glutationa u
oksidiranom obliku (GSSG) u GSH (reduciran i aktivan oblik). IzloZenost organskim ili
anorganskim zagadiva¢ima moze izazvati reakciju na stres u antioksidacijskim enzimima,
Sto upucuje na njihovu mogucéu primjenu kao opée biomarkere za procjenu ucinaka
onecisc¢ujucih tvari u ekosustavu tla u ranoj fazi i pri niskim koncentracijama. Primjerice,
izlozenost toluenu, etilbenzenu i ksilenu kod gujavice Eisenia fetida rezultirala je
inhibicijom superoksid dismutaze i katalaze (Lionetto i sur., 2012).

0,

NAD(P)H \l ksantin oksidaza

|| NADPH oksidaza
NAD(P)* / mitohondrijski transportni

lanac elektrona

.
2

H* l superoksid dismutaza

H202
w"ohidua
H,0 /N THO

2GSH GSSG

glutation reduktaza
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Slika 5. Glavni putevi metabolizma spojeva kisika (Preuzeto i prilagodeno prema Atiken i

Shaun, 2008)
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3. ZAKLJUCAK

Zbog stalnog oslobadanja Stetnih tvari u okolis$, potrebno je detaljno poznavanje njihovog
djelovanja na prisutne organizme upotrebom niza metoda koje se koriste za procjenu i
pracenje zagadenja. Veliki broj metoda jos je uvijek slabo istrazen. Takoder, potrebno je
viSe znanja usmjerenog na proucavanje toksi¢nosti kada na tlo djeluje kombinacija
toksi¢nih tvari, jer su zagadivala u tlu prisutna najc¢esce, ne pojedina¢no, Nnego U smjesama.
Stovise, kombinirana upotreba morfoloskih, biokemijskih i genotoksiénih metoda u
procjeni utjecaja toksicnih tvari na promatrane vrste pruza potpunije razumijevanje
djelovanja oneciS¢enja na izloZzenim organizmima, osim §to osigurava veéu pouzdanost
rezultata dobivenih u istrazivanjima. Razumijevanje vaznosti kombiniranog koristenja
razli¢itih metoda u procjeni zagadenja tla ima neizostavnu ulogu u ekotoksikoloskim

istrazivanjima.
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