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1.UVOD 

 

U današnje vrijeme, uslijed globalnih klimatskih promjena, povećane industrijalizacije te 

povećanog iskorištavanja vodnih resursa, većina slatkovodnih ekosustava je pod utjecajem 

različitih stresora. Pod pojmom „stresor“ podrazumijeva se bilo koji biotički ili abiotički pritisak 

koji sustav izbacuje iz stanja ravnoteže, pri čemu dolazi do promjena u procesima koji se odvijaju 

unutar sustava (Schulte, 2014). Međunarodnim konvencijama i regulativama nastoji se ograničiti 

utjecaj stresora na vodna tijela te time smanjiti njihovu degradaciju. U Europskoj uniji status 

vodnih tijela reguliran je Okvirnom direktivom o vodama, s ciljem postizanja njihovog dobrog 

ekološkog i kemijskog stanja (EU 2015/495). Dosadašnji protokoli za praćenje stanja slatkovodnih 

ekosustava usmjereni su na „tradicionalne stresore“ kao što su organsko i anorgansko onečišćenje, 

eutrofikacija, hidromorfološke promjene te promjene u zemljišnom pokrovu (EU 2015/495). 

Međutim, u posljednje vrijeme sve se više uviđa negativni utjecaj klimatskih promjena i brojnih 

onečišćujućih tvari na vodene organizme i ekosustave. U tzv. „nova onečišćivala“ (eng. emerging 

contaminants) svrstavaju se tvari koje nisu uključene u sustav monitoringa, ali dospijevaju u okoliš 

i mogu negativno utjecati na organizme i ekosustave (Petrović i sur., 2003; Tewari i Paroha, 2021). 

Među nova onečišćivala svrstavaju se: farmaceutici, proizvodi za osobnu higijenu, endokrini 

modulatori, mikroplastika te brojni industrijski dodaci (Sauvé i Desrosiers, 2014). U prirodne 

vodotoke nova onečišćivala najčešće se unose ispuštanjem komunalnih, industrijskih i 

poljoprivrednih otpadnih voda (Gogoi i sur., 2018). Uslijed svakodnevne upotrebe (često i 

nekontrolirane) te činjenice da prolaze kroz postrojenja za obradu otpadnih voda, „pritisak“ novih 

onečišćivala  na okoliš je konstantan. Sukladno tome, njihova prisutnost utvrđena je u vodi za piće, 

površinskoj vodi, sedimentu i mulju (Fekadu i sur., 2019; Li i sur., 2018; Previšić i sur., 2021a). 

Nadalje, potvrđena  je prisutnost onečišćivala u vodenim biljkama i životinjama svih veličinskih 

kategorija te njihov utjecaj na fiziološko stanje organizama (Birklett, 2003; Heye i sur., 2019b; 

Kratina i sur., 2019; Rahman i sur., 2009; Rozman i sur., 2022; Shaliutina-Kolešová i sur., 2020). 

Istraživanja usmjerena na praćenje dinamike i toksičnog učinka novih onečišćivala na organizme 

nadograđuju još uvijek nedostatna znanja koja su nužna za definiranje prioriteta u praćenju stanja 

i zaštiti slatkovodnih ekosustava (Sauvé i Desrosiers, 2014). 
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Međutim, osim kemijskog onečišćenja (zagađenja), danas se suočavamo sa sve izraženijim 

utjecajima klimatskih promjena. Brojna novija istraživanja su usmjerena u praćenje posljedica 

klimatskih promjena te predlaganje mjera za njihovo ublažavanje zbog mnogostrukog utjecaja na 

svim razinama ekološke organizacije, od organizma do ekosustava (Pecl i sur., 2017). Ubrzana 

promjena klime na globalnoj razini, popraćena sve učestalijim ekstremnim pojavama kao što su 

suše i poplave, uzrokuje promjene u kruženju ugljika i organske tvari, strukturi hranidbenih mreža 

te bioraznolikosti slatkovodnih ekosustava (Wrona i sur., 2006). 

Osim što klimatske promjene imaju negativan utjecaj na slatkovodne zajednice, njihova 

kombinacija s drugim stresorima može uzrokovati dodatni stres slatkovodnim organizmima 

utječući pritom na njihovu prehranu, reprodukciju, emergenciju i mortalitet. To dovodi do 

činjenice da stresori u prirodnim ekosustavima gotovo nikad ne djeluju na organizme pojedinačno, 

nego su prisutna brojna međudjelovanja biotičkih i abiotičkih stresora, prirodnog kao i 

antropogenog podrijetla (Serra i sur., 2020). Učinci kombinacije stresora (višestruki stresori) u 

vodenom okolišu najčešće nisu jednaki zbroju učinaka pojedinih stresora (aditivni učinak), nego 

njihova interakcija dovodi do pozitivnog (sinergizam) ili negativnog (antagonizam) djelovanja 

jednog stresora na drugi (Romero i sur., 2018). Međutim, većina dosadašnjih spoznaja o djelovanju 

stresora u okolišu utemeljena je na rezultatima istraživanja utjecaja pojedinačnih stresora na 

određeni organizam, zajednicu ili ekosustav, što najčešće ne odražava situaciju u prirodi. Stoga, 

istraživanja utjecaja višestrukih stresora na različite komponente prirodnih ekosustava stvaraju 

preduvjet za bolje razumijevanje interakcija i procesa koji se odvijaju pod utjecajem stresora te 

time omogućuju realniju procjenu njihovog utjecaja na ekosustav u cjelini. 

Za dobivanje cjelokupne slike o utjecaju (višestrukih) stresora na organizme, potrebno je pratiti 

promjene na različitim razinama, od ekosustava pa sve do molekularnih promjena u pojedinom 

organizmu. Promjene na molekularnoj razini omogućuju detektiranje vrlo ranih utjecaja stresa te 

praćenje bioloških odgovora na stres  (Pinu i sur., 2019; Segner i sur., 2014; Subirats i sur., 2018). 

Razvojem novih tehnologija omogućeno je paralelno praćenje utjecaja stresa na nekoliko 

molekularnih razina, čime se produbljuje znanje o složenim odgovorima organizama na 

(višestruki) stres (Altshuler i sur., 2011). Dosadašnja istraživanja pokazuju da kombinacija više 

molekularnih analiza daje potpunija i informativnija saznanja o biološkim procesima (Nakayasu i 
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sur., 2016), ali u slučaju organizama manje veličine tijela (npr. kukci) može biti izazovna zbog 

ograničene količine tkiva. 

 

1.1.  Ciljevi i hipoteze 

 

Osnovni cilj ovog rada je pružiti multidisciplinarni pogled na molekularne odgovore glavnih 

komponenti slatkovodnog ekosustava (vodenih beskralježnjaka, makrofita i obraštaja) u okolišu 

obilježenom antropogenim stresorima (farmaceutski aktivnim spojevima, endokrinim 

modulatorima i mikroplastikom) te klimatskim promjenama (presušivanjem), kao i na procese koji 

su posljedica djelovanja (višestrukog) stresa.  

Prema tome postavljeni  su sljedeći specifični ciljevi:  

i) razviti metodu za istovremenu izolaciju i detekciju onečišćivala (farmaceutski aktivnih 

spojeva, endokrinih modulatora i mikroplastike) te metabolita i proteina iz jednog 

uzorka tkiva;  

ii) procijeniti molekularne odgovore vodenih beskralješnjaka (kukaca iz reda tulara; 

Insecta: Trichoptera) te vodenih makrofita iz skupine mahovina (Bryophyta) na 

izloženost farmaceuticima, endokrinim modulatorima i mikroplastici u 

pojednostavljenom modelu slatkovodnog ekosustava; 

iii) sagledati molekularne odgovore obraštaja na izloženost višestrukom stresu 

(farmaceuticima i presušivanju).  
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S obzirom na navedene ciljeve postavili smo sljedeće hipoteze:  

i) učinkovitost razvijenog protokola za simultanu izolaciju onečišćivala, metabolita i 

proteina bit će u skladu s učinkovitošću dosadašnjih protokola za pojedinačnu obradu 

uzoraka, dok će utrošak vremena i potrebnog tkiva biti manji;  

ii) sastavnice pojednostavljenog modela slatkovodnog ekosustava, tulari i makrofiti, 

pokazat će povišenu razinu stresa u eksperimentalnim uzorcima pod utjecajem 

pojedinog stresora, kao i u uzorcima koji su pod utjecajem kombinacije stresora u 

odnosu na kontrolne uzorke;  

iii) sastav mikrobne zajednice obraštaja i struktura metabolita obraštaja izmijenit će se u 

uzorcima izloženim (višestrukim) stresorima (farmaceuticima i presušivanju) u odnosu 

na kontrolne uzorke. 

S ciljem ostvarenja navedenih ciljeva i testiranja glavnih hipoteza ovog rada, najprije je razvijena 

analitička metoda koja je omogućila istovremenu kvantifikaciju stresora i praćenje molekularnih 

odgovara slatkovodnih organizama na izloženost stresorima. Metoda se temelji na ekstrakciji 

otapalom uz dodatno pročišćavanje ekstrakcijom u čvrstoj fazi, dok je za identifikaciju i 

kvantifikaciju farmaceutski aktivnih spojeva, endokrinih modulatora te metabolita prisutnih u 

tkivima korišten spregnuti sustav kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC) – 

spektrometrija masa. Identifikacija i kvantifikacija mikroplastike provedena je korištenjem stereo 

lupe i µRAMAN spektrometrije. Djelovanje višestrukog stresa na različite sastavnice 

slatkovodnog ekosustava ispitano je u pojednostavljenim modelima slatkovodnih ekosustava, 

odnosno u sustavu umjetnih tekućica i u mezokozmos pokusu. Za praćenje utjecaja stresora i 

molekularnih odgovara organizama (tulara i makrofita) korištena je prethodno razvijena analitička 

metoda, dok su promjene u ranolikosti i strukturi obraštaja (mikrobne zajednice) pod utjecajem 

(višestrukih) stresora analizirane sekvenciranjem hipervarijabilne regije gena koji kodira za 16S 

rRNA. Metodom lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR) određen je broj 

kopija odabranih gena odgovornih za bakterijsku otpornost na antibiotike i onečišćenje okoliša. 

Statističku analizu dobivenih rezultata proveli smo korištenjem osnovnih statističkih testova poput 

analize varijance (ANOVA) te multivarijatnih statističkih metoda. 
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2.  LITERATURNI PREGLED 

 

2.1. Važnost razvoja metode za istovremeno praćenje molekularnih 

odgovora na stres 

 

Uslijed sve veće osviještenosti o negativnim učincima velikog broja onečišćivala na ekosustave, a 

time i na ljude, raste i potreba za razvojem učinkovite metode za njihovu analizu (Holt, 2000; 

Salem i sur., 2016). Analiza metabolita iz okolišnih uzoraka u najvećoj mjeri ovisi o strukturi 

uzorka (tekućina/krutina). U slučaju tekućih uzoraka najčešće se upotrebljava direktna analiza 

spektrometrijom masa. Takav način omogućuje najmanji gubitak metabolita, ali s druge strane 

zbog velikog udjela soli i/ili proteina detekcija može biti otežana (Álvarez-Sánchez i sur., 2010). 

Dodatno pročišćavanje uzoraka prije analize moguće je provesti filtriranjem kroz membranske 

filtre ili korištenjem kolona za ekstrakciju u čvrstoj fazi (eng. solid phase extraction – SPE). S 

druge strane, neposredno prije analize uzorci u krutom stanju u pravilu se homogeniziraju 

korištenjem tarionika, vibracijskog mlina ili ultrasonične probe. Međutim, zbog kompleksnosti 

krutih uzoraka, preporučuje se optimizirati protokole kako bi se spriječila modifikacija metabolita 

(Álvarez-Sánchez i sur., 2010; Bonino i sur., 2003).  

Osim metabolita, i proteini mogu biti odlični pokazatelji stresa. Za izolaciju ukupnih proteina 

koriste se tri uvriježene metode: metoda po Bradfordu, Lowryu i Smithu (Goldring, 2019). 

Najčešće korištena metoda je metoda po Bradfordu, koja omogućuje prilagodbu protokola ovisno 

o tipu uzorka te potrebama istraživanja (Goldring, 2019; Wu i sur., 2011). 

Metode izolacije i identifikacije plastike još su uvijek u ranom stadiju razvoja. Izdvajanje 

mikroplastike iz okolišnih uzoraka najčešće se provodi odvajanjem prema težini – otapanjem 

uzorka u zasićenim otopinama soli ili razgradnjom tkiva uz pomoć enzima, vodikovog peroksida 

i/ili kiselina (Bessa i sur., 2018; Cole i sur., 2014; Courtene-Jones i sur., 2017). Međutim, detekcija 

i identifikacija tipova plastike vrlo je dugotrajan i zahtjevan proces, a najčešće se provodi 

snimanjem infracrvenom spektroskopijom s Furierovom transformacijom (FT-IR) ili Ramanovom 

spektroskopijom (Bellasi i sur., 2020; Blair i sur., 2017; Sighicelli i sur., 2018). 
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Do danas su razvijene brojne metode za izolaciju i detekciju farmaceutika i endokrinih modulatora 

iz biljnih i životinjskih tkiva upotrebom spregnutog sustava tekućinska kromatografija visoke 

djelotvornosti (HPLC) - spektrometrija masa (Afonso-Olivares i sur., 2016; Alvarez-Muñoz i sur., 

2015; Azzouz i sur., 2011; Huerta i sur., 2015; Omar i sur., 2016; Paíga i sur., 2017; Santos i 

Ramos, 2016). Iako su dostupne metode osjetljive i precizne u određivanju ciljanih spojeva iz 

okolišnih uzoraka, one su specijalizirane za izolaciju i detekciju samo pojedinih skupina spojeva. 

Također, takve metode omogućuju provedbu samo jedne ciljane analize (npr. isključivo 

kvantifikacije spojeva u uzorku). 

Za dobivanje šire slike utjecaja onečišćivala na organizme potrebno je detektirati stresore te pratiti 

promjene u organizmima na što više različitih razina (npr. akumulacija spojeva u tkivima, 

produkcija proteina, metaboličke promjene i sl.). Prema dostupnim metodama, takva sveobuhvatna 

analiza zahtijeva veću količinu uzorka te duže vrijeme za pripremu samih uzoraka. Količina uzorka 

može biti ograničavajući faktor u slučaju kada se istraživanje provodi na vrlo malim organizmima 

(npr. vodeni beskralježnjaci) ili kada npr. zbog sezonske dinamike ili malih populacija nije moguće 

prikupiti dovoljnu količinu tkiva. Razvoj metode koja bi omogućila provođenje višestrukih analiza 

iz jednog uzorka smanjila bi eksperimentalne varijacije, vrijeme potrebno za obradu uzoraka te na 

koncu i troškove provedbe analitičkih analiza. 

 

2.2. Farmaceutici i endokrini modulatori u slatkovodnim ekosustavima 

 

Fizikalno-kemijska svojstva farmaceutika i endokrinih modulatora, koja uvjetuju brzinu njihove 

razgradnje ili transformacije te sedimentacije, igraju važnu ulogu u njihovoj dostupnosti 

slatkovodnim organizmima (Carstens i sur., 2013; Koba i sur., 2018; Veach i Bernot, 2011). Neki 

farmaceutici, poput veterinarskog antibiotika sulfametazina, pokazuju visoku stopu vezanja na 

sediment, što može predstavljati ozbiljnu ugrozu za jednostanične i višestanične bentoske 

slatkovodne organizme (Carstens i sur., 2013). Bioakumulacija farmaceutika i endokrinih 

modulatora uočena je u različitih skupina vodenih organizama na svim trofičkim razinama 

(Previšić i sur., 2021). Unos spojeva iz onečišćenog okoliša u vodene organizme može se odvijati 

preko površine tijela, disanjem te putem hranjenja (Arnot i Gobas, 2006; Previšić i sur., 2021). 

Negativni utjecaji zabilježeni su na različitim razinama organizacije, od fizioloških učinaka u 
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jedinkama (npr. nastanak upalnih procesa u probavnim žlijezdama školjkaša Mytilus 

galloprovincialis Lamarck 1819; Yuan i sur., 2023), preko učinaka na razini populacija (npr. 

pojavljivanje ženskih spolnih obilježja u mužjaka ribe Rutilus rutilus Linnaeus, 1758 izloženim 

kontracepcijskim hormonima iz otpadne vode; Jobling i sur., 2006), do razine zajednica (npr. 

promjene u strukturi zajednice makroskopskih beskralježnjaka uslijed smanjene reprodukcije i 

povećane smrtnosti; Muñoz i sur., 2016). Brojna istraživanja su pokazala da obraštaj ima veliki 

potencijal za unos farmaceutika u organski matriks i stanice, uslijed čega može doći do pojave 

otpornosti bakterija na antibiotike (Bhattacharya i sur., 2010; Carles i sur., 2019). Dugotrajna 

izloženost obraštaja farmaceuticima može dovesti do promjena u mikrobnoj zajednici, smanjujući 

rast autotrofne komponente te posljedično uzrokovati promjene mikrouvjeta u okolišu 

(Aubertheau i sur., 2017; Ricart i sur., 2010; Rosi-Marshall i sur., 2013). Osim izmjene obraštaja 

uslijed izlaganja farmaceuticima, zabilježena je i transformacija te razgradnja farmaceutski 

aktivnih tvari od strane najzastupljenijih komponenti obraštaja (bakterije, alge i gljive) (Della 

Greca i sur., 2008; Huerta i sur., 2016). S obzirom na široku rasprostranjenost obraštaja te 

mogućnost praćenja njegove kronične izloženosti okolišnim utjecajima kroz dulje vremensko 

razdoblje, smatra se da obraštaj može služiti kao dobar pokazatelj stanja okoliša (Huerta i sur., 

2016). Međutim, gotovo u potpunosti izostaju istraživanja utjecaja onečišćivala na promjene u 

izvanstaničnom metabolizmu obraštaja, iako su bakterije, kao važna komponenta obraštaja, u 

bliskoj vezi s kemizmom vodenog medija (Smith i sur., 2019). 

S druge strane, istraživanja koja prate akumulaciju i utjecaje farmaceutika na biljke vrlo su slabo 

zastupljena (Previšić i sur., 2021). Fu i sur. (2017) pratili su akumulaciju i transformaciju lijeka 

protiv upalnih procesa (diklofenak) u biljnom tkivu. Uočili su da diklofenak prolazi kroz niz 

metaboličkih transformacija čime se postiže detoksifikacija spoja. Međutim, za razliku od 

životinja, biljke unesene spojeve ne izlučuju iz organizma, što predstavlja veliki rizik za prenošenje 

farmaceutika u biljojede te dalje kroz hranidbenu mrežu (Fu i sur., 2017, 2016; Wu i sur., 2014). 

Previšić i sur. (2021) po prvi put su uočili visoku korelaciju između akumulacije farmaceutika iz 

vode u mahovini te akumulacije u herbivornim ličinkama kukaca. Ovaj nalaz ukazuje na prijenos 

farmaceutika iz mahovine u ličinke vodenih kukaca putem hranjenja (Previšić i sur., 2021). Uslijed 

specifičnog životnog ciklusa koji povezuje vodene i kopnene hranidbene mreže, vodeni kukci 

mogu biti vektori u prijenosu onečišćivala, uključujući farmaceutike i endokrine modulatore, iz 

vodenog u kopneni ekosustav (Previšić i sur., 2021b; Veseli i sur., 2022). 
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Istraživanja o utjecajima farmaceutika na životinje široko su zastupljena, osobito istraživanja 

provedena na ribama (Fent i sur., 2006; Giovanni i sur., 2001; Laville i sur., 2004; Sanchez i sur., 

2011). Zabilježen je široki spektar posljedica dugoročne izloženosti farmaceuticima, koje prate 

poremećaji u fiziološkim procesima, kao što je detoksifikacija toksičnih spojeva, povišen 

oksidativni stres, poremećaji u mehanizmima regulacije hormona te reprodukciji (Fent i sur., 

2006). Većina farmaceutika najčešće zabilježenih u slatkovodnim ekosustavima ne uzrokuje 

značajan toksikološki odgovor u makroskopskih beskralježnjaka kada su izloženi koncentracijama 

koje su na gornjoj granici koncentracija zabilježenih u okolišu, odnosno okolišno relevantnim 

koncentracijama (Dussault i sur., 2008). Bundschuh i sur. (2016) pokazali su da sulfonamidni 

antibiotici ne uzrokuju akutnu toksičnost u vodenih beskralježnjaka, čak ni kada su životinje 

izložene visokim koncentracijama (1.000 µg L-1), dok antiparazitici (benzimidazoli) pokazuju 

srednju do visoku toksičnost. Takvi rezultati vjerojatno su posljedica izravnog djelovanja 

antiparazitika na proteine (Bundschuh i sur., 2016). Zabilježeno je da antidepresiv (fluoksetin) 

negativno utječe na rast i reprodukciju, unutarstanične signalne putove, kognitivnu funkciju te 

aktivnost makroskopskih beskralješnjaka (Brooks i sur., 2003; Shaliutina-Kolešová i sur., 2020). 

Međutim, iako su istraživanja na makroskopskim beskralježnjacima u porastu, izostaju istraživanja 

koja u kontroliranim laboratorijskim uvjetima prate utjecaje farmaceutika u kombinaciji s 

najčešćim prirodnim ili drugim antropogenim stresorima. 

 

2.3. Mikroplastika u slatkovodnim ekosustavima  

 

Uočeno je da mikroplastika može služiti kao podloga za razvoj obraštaja (Miao i sur., 2021; 

Semcesen i Wells, 2021). Međutim, istraživanja pokazuju da se sastav obraštajane zajednice na 

mikroplastici znatno razlikuje od one na prirodnom supstratu. U mikrobnoj zajednici obraštaja 

razvijenoj na mikroplastici zabilježena je povećana zastupljenost bakterija koje posjeduju gene za 

otporost na antibiotike. Zato mikroplastika može služiti kao vektor za rasprostranjivanje bakterija 

koje mogu biti potencijalno patogene unutar slatkovodnih ekosustava (Huang i sur., 2021; Song i 

sur., 2020). Razvoj obraštaja na česticama mikroplastike koje plutaju utječe na njihovo postepeno 

tonjenje te pritom postaju dostupnije bentoskim organizmima (Krause i sur., 2021). 
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Istraživanja o utjecaju mikroplastike na vodene biljke su malobrojna, ali ukazuju na izostanak 

odgovora biljaka čak i kada su izložene vrlo visokim koncentracijama mikroplastike (50.000 

čestica mikroplastike mL-1) (Kukkola i sur., 2021; Mateos-Cárdenas i sur., 2020). Rozman i sur. 

(2022) pratili su utjecaj dugoročne izloženosti vodene leće (Lemna minor Linnaeus, 1753) 

okolišno značajnoj koncentraciji mikroplastike (960, 4.800 i 9.600 čestica mikroplastike L-1). 

Rezultati istraživanja pokazali su povišenu razinu stresa na samom početku pokusa koji se očitovao 

povišenjem oksidativnog stresa, ukupne koncentracije proteina i smanjenjem rasta korijenja. 

Međutim, s vremenom su odgovori na stres slabili, što ukazuje na sposobnost aklimatizacije 

vodene leće na onečišćenje mikroplastikom (Rozman i sur., 2022). Također, uočeno je da vodena 

leća zadržava čestice mikroplastike na svojoj površini, što može predstavljati problem zbog 

potencijalnog prenošenja čestica kroz hranidbeni lanac, ali ujedno otvara mogućnost korištenja 

vodene leće u procesu bioremedijacije (Mateos-Cárdenas i sur., 2019; Rozman i sur., 2022; 

Rozman i Kalčíková, 2022). Za razliku od biljaka, fototrofne alge pokazuju veću osjetljivost na 

izloženost mikroplastici, koja se očituje u vidu snižene koncentracije klorofila u stanicama (Wang 

i sur., 2019). 

U morskim i slatkovodnim ekosustavima mikroplastika je zabilježena na gotovo svim trofičkim 

razinama (Bellasi i sur., 2021; Teuten i sur., 2007). Uočeno je da čestice mikroplastike na dva 

načina mogu ući u slatkovodne životinje: hranjenjem i disanjem, ali njihov toksikološki učinak i 

dalje nije u potpunosti razjašnjen (Bellasi i sur., 2020). Istraživanja utjecaja mikroplastike na 

bentoske beskralježnjake poput ličinki vodenih kukaca do danas su malobrojna, ali su istovremeno 

od velikog značaja. U odraslom obliku, vodeni kukci predstavljaju važan izvor hrane za kopnene 

predatore, pri čemu postoji opasnost od prenošenja mikroplastike iz vodenog u kopneni ekosustav 

(Eerkes-Medrano i sur., 2015). Također, mikroplastika većim dijelom završava na dnu vodenih 

ekosustava, postajući sastavnim dijelom sedimenta na kojem bentoski organizmi uglavnom 

obitavaju (Bellasi i sur., 2020). Istraživanja potvrđuju da unos mikroplastike putem prehrane utječe 

na izmjenu u režimu hranjenja, što se negativno odražava na razinu energije, rast, razvoj i 

reprodukciju vodenih organizama (Bellasi i sur., 2020; Jemec i sur., 2016; Jeong i sur., 2016; 

Straub i sur., 2017). Prisutnost mikroplastike zabilježena je u probavnom sustavu brojnih životinja, 

ali vrlo sitne čestice pronađene su i u tkivima riba poput škrga, mišića, jetre i mozga (Ding i sur., 

2018). Međutim, način njihova ulaska te utjecaj na okolno tkivo, kao i na organizam u cjelini, i 

dalje nije razjašnjen (Bellasi i sur., 2020).  
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S obzirom da je mikroplastika sastavni dio suvremenog života, istraživanja o njezinom 

rasprostranjivanju, utjecajima na organizme te interakciji mikro- i nano- plastike s drugim 

stresorima ključna su za stjecanje znanja koja omogućuju umanjivanje potencijalnih rizika, s 

ciljem održivog upravljanja slatkovodnim ekosustavima. 

 

2.4. Utjecaji višestrukih stresora na slatkovodne organizme 

 

Djelovanje višestrukog stresa na organizme važno je pratiti na nekoliko molekularnih razina 

upravo zbog složenosti interakcija između pojedinih stresora te interakcija stresora s organizmima. 

Najveći broj istraživanja koja prate utjecaj višestrukih stresora proveden je na obraštaju i vodenim 

beskralježnjacima (Romero i sur., 2020, 2018; Urbanič i sur., 2020). S obzirom da je obraštaj 

sveprisutna komponenta slatkovodnih ekosustava, vrlo je često izložen utjecajima klimatskih 

promjena i antropogenog zagađenja (Battin i sur., 2016; Corcoll i sur., 2015; Kattwinkel i sur., 

2011; Romero i sur., 2020). Provedena istraživanja pokazuju da presušivanje toka može utjecati 

na smanjenu otpornost obraštaja na kemijska onečišćenja (Romero i sur., 2020, 2018). Romero i 

sur. (2020, 2018) pokazali su da se obraštaj najdrastičnije mijenja nakon presušivanja toka, zatim 

povišenjem temperature te naposljetku pod utjecajem pesticida i antibiotika. Obraštaj izložen 

presušivanju postaje tanak te sadrži manje zalihe energije koju može uložiti u mehanizam obrane 

od stresa, što ga na koncu čini izloženijim i osjetljivijim na kemijski stres (Romero i sur., 2020, 

2018). S druge strane, Corcoll i sur. (2015) zabilježili su da glavne komponente obraštaja (bakterije 

i alge) različito reagiraju na kombinaciju hidrološkog i kemijskog stresa. Nakon izlaganja suši, 

bakterije iz obraštajne zajednice pokazuju povećanu otpornost na izloženost farmaceuticima, dok 

alge nakon izlaganja presušivanju postaju osjetljivije na izloženost farmaceuticima. Ovakvi 

rezultati ukazuju na opasnost od promjene strukture slatkovodnog obraštaja prilikom izmjene 

hidrološkog režima u onečišćenim vodenim tijelima, što dugoročno može dovesti do smanjivanja 

udjela algi i dominacije bakterijske komponente (Corcoll i sur., 2015). 

U posljednjem desetljeću, u praćenju sastava i strukture obraštajnih zajednica, uz standardno DNA 

(deoksiribonukleinska kiselina) sekvenciranje koje obuhvaća ukupnu mikrobnu zajednicu 

(aktivnu, neaktivnu zajednicu i nedavno uginule svojte), provodi se i RNA (ribonukleinska 

kiselina) sekvenciranje koje omogućuje analizu isključivo aktivne komponente obraštajnih 
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zajednica (Gionchetta i sur., 2020), a time i bolje razumijevanje utjecaja okolišnih i kemijskih 

stresora na mikrobnu obraštajnu zajednicu (Gionchetta i sur., 2020; Romero i sur., 2020; Rosi-

Marshall i sur., 2013). Nadalje, analiza proteoma i metaboloma obraštaja omogućuje praćenje 

biokemijskih obrazaca koji mogu služiti kao indikatori pojedinih oblika stresa u okolišu (Serra-

Compte i sur., 2018b). 

Većina dosadašnjih istraživanja na beskralježnjacima pratila je utjecaje različitih kombinacija 

prirodnih i antropogenih stresora (u različitim dozama) kroz bilježenje stope preživljavanja, 

promjene u parametrima životnog ciklusa te promjenama u strukturi zajednice vodenih 

beskralježnjaka (Cavallaro i sur., 2019; Heye i sur., 2019). Sagledavanje utjecaja višestrukog stresa 

u vodenim okolišima često je vezano uz promjene u okolišnim uvjetima uslijed razvoja 

poljoprivrede (Cavallaro i sur., 2019; Contardo-Jara i sur., 2011; Elbrecht i sur., 2016; Gebert i 

sur., 2022; Sun i sur., 2016; Velasco i sur., 2019), dok su istraživanja na farmaceuticima znatno 

rjeđa. Heye i sur. (2019) istraživali su toksičnost lijeka protiv epilepsije (karbamazepin) u 

kombinaciji s prirodnim stresorima i herbicidom na vodene beskralježnjake (Diptera: Chironomus 

riparius Meigen, 1803; Annelida: Lumbriculus variegatus Müller, 1774; Gastropoda: 

Potamopyrgus antipodarum Gray, 1843). Rezultati pokazuju značajno povećanje toksičnosti lijeka 

u kombinaciji s herbicidom. Povećana toksičnost posebno se negativno odrazila na reprodukciju 

puža vrste P. antipodarum te odgođeno izlijetanje jedinki trzalaca vrste C. riparius. Istraživanja 

višestrukog stresa na tularima slabo su zastupljena te prate utjecaje stresora kao što su: smanjena 

prozirnost vode, povećana brzina strujanja, povišena temperatura, povećana sedimentacija, pri 

čemu je u uvjetima višestrukog stresa uočeno smanjenje broja jedinki tulara (Beermann i sur., 

2018) te povećan oksidativni stres (Amoatey i Baawain, 2019). 

Mikroplastika u kontekstu višestrukih stresora proučava se tek posljednjih nekoliko godina (Han i 

sur., 2021; Kratina i sur., 2019; Razanajatovo i sur., 2018; Serra i sur., 2020; Silva i sur., 2022; 

Varg i sur., 2022). Istraživanja su usmjerena prema ispitivanju interakcija plastike s prirodnim 

stresorima, kao što su dostupnost hrane, promjena temperature, izloženost povišenom salinitetu i 

dr. te njihovom djelovanju na vodene beskralježnjake. Kratina i sur. (2019) uočili su aditivni 

učinak mikroplastike i povišene temperature na metabolizam rakušca vrste Gammarus pulex 

Linnaeus, 1758, iako sam učinak nije bio vidljiv u stopi hranjenja. 
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Navedena istraživanja pokazuju veliki potencijal molekularnih metoda u detekciji ranih posljedica 

stresa u okolišu te u otkrivanju biomarkera za izloženost pojedinim stresorima. Istraživanja koja 

sveobuhvatno sagledavaju odgovore na stres na nekoliko razina istovremeno, uzimajući u obzir 

interakcije između različitih organizama, iako iznimno malobrojna pružaju jasnu predodžbu o 

stvarnim odnosima i procesima u prirodi. 
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3.  MATERIJALI I METODE  

 

3.1.  Razvoj metode za istovremenu izolaciju i detekciju onečišćivala, 

metabolita i proteina iz okolišnih uzoraka 

 

3.1.1.  Kemikalije i reagensi 

 

Korištena otapala (voda, acetonitril i metanol) bila su HPLC razine čistoće (Fisher Scientific, UK), 

dok su standardi farmaceutika i endokrinih modulatora s pripadajućim unutarnjim standardima bili 

su visoke razine čistoće (> 90%) (Sigma Aldrich, SAD) (Tablica 1). Temeljne standardne otopine 

pojedinačnih analita pripremljene su otapanjem istih u metanolu u krajnjoj masenoj koncentraciji 

od 1.000 mg L-1 te su pohranjene na –80 °C. Iz temeljnih standardnih otopina analita neposredno 

prije korištenja pripremljene su standardne otopine smjese u finalnoj koncentraciji (svakog 

pojedinog analita) od 6 mg L-1. Za pročišćavanje supernatanata nakon provedene ekstrakcije 

korištene su kolone za ekstrakciju u čvrstoj fazi (eng. solid phase extraction - SPE) Oasis HLB i 

Oasis HLB Prime (Waters Corporation, SAD). Tipovi mikroplastike korišteni u svrhu testiranja 

metode navedeni su u Tablici 2. Korištene su komercijalne granule za proizvodnju plastičnih 

predmeta. Za razgradnju tkiva i organske tvari korištene su anorganske kiseline i vodikov peroksid 

visoke razine čistoće (potpoglavlje 3.1.7.). Za izdvajanje čestica mikroplastike iz razgrađenog 

tkiva korišteni su membranski filter papiri promjera 47 mm s veličinom pora 5 µm (Whatmana, 

SAD). Za određivanje ukupne koncentracije proteina korištene su svježe pripremljene otopine 

Tris-HCL pufera, uree i RapiGest SF (potpoglavlje 3.1.8.). 
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Tablica 1. Popis standarada i pripadajućih unutarnjih standarada (Sigma Aldrich, SAD)  korištenih 

u razvoju metode za izolaciju onečišćivala iz okolišnih uzoraka. 

 

 

 

 

spoj upotreba spoja unutarnji standard 

paracetamol anelgetik/protuupalni lijek paracetamol D4 

benzilparaben konzervans metilparaben D4 

deksametazon imunosupresiv/protuupalni lijek deksametazon D4 

diklofenac anelgetik/protuupalni lijek diklofenac 13C6 

etilparaben konzervans metilparaben D4 

gemfibrozil lijek za snižavanje kolesterola gemfibrozil D6 

hidroklorotiazid diuretik hydrochlorazide D2 

ketoprofen anelgetik/protuupalni lijek ketoprofen D3 

naproxen anelgetik/protuupalni lijek ibuprofen D3 

1H benzotriazol antiparazitik 1H benzotriazol D4 

azaperol sedativ azaperone D4 

azaperone sedativ azaperone D4 

kofein stimulator kofein D3 

karbamazepin antiepileptik karbamazepin D10 

klopidogrel antikoagulans azaperon D4 

difenilhidramin antihistamin difenilhidramin D3 

epoksi karbamazepin antiepileptik karbamazepin D10 

met benzotriazol antiparazitik 1H benzotriazol D4 

propanolol beta bloker azaperon D4 

ranitidin 
lijek za neutraliziranje želučane 

kiseline karbamazepin D10 

sertralin antidepresiv trifenilfosfat D15 

sotalol antiaritmik azaperon D4 

trisbutoksi fosfat usporivač plamena trifenilfosfat D15 

triskloroizopropil fosfat usporivač plamena trifenilfosfat D15 

tiebendazol konzervans azaperon D4 
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Tablica 2. Popis tipova mikroplastike korištenih u razvoju metode za istovremenu izolaciju 

onečišćivala, metabolita i proteina iz okolišnih uzoraka te u laboratorijskom pokusu na vodenim 

beskralježnjacima i mahovini. 

 

tip plastike gustoća veličina čestica 

polipropilen (PP) 0,855 g cm-3 100-500 µm 

polietilen visoke gustoće (HDPE) 0,93 - 0,97 g cm-3 100-500 µm 

polietilen niske gustoće (LDPE) 0,91 – 0,94 g cm-3 100-500 µm 

polistiren (PS) 1,02 g cm-3 100-500  

 

 

3.1.2. Prikupljanje uzoraka 

 

U ovom istraživanju korištena su tkiva vodenih organizama koji se uzorkuju i koriste u redovnom 

monitoringu stanja slatkovodnih ekosustava. Uzorci su prikupljeni s četiri lokacije u Hrvatskoj:  

1. Krčić (izvorišni tok rijeke Krčića; N44,026787 E16,333054) – ličinke tulara (Micropterna 

nycterobia McLachlan, 1875, Trichoptera) te mahovina (Cinclidotus aquaticus (Hedw.) 

Bruch i Schimper, 1842 i Rhynchostegium riparioides (Hedw. Cardot, 1913, Briophyta) 

2. Sutla (rijeka Sutla 500 m nizvodno od grada Klanjca; N46,040660 E15,729664) rakušci 

(Gammarus sp., Amphipoda),  

3. Prelog (obodni kanal akumulacije Dubrava; N46,323477 E16,634145) – odrasli tulari (Silo 

sp., Trichoptera),  

4. Krapina (rijeka Krapina u mjestu Kupljenovo; N45,934457 E15,818039) – ličinke 

(Gomphus sp., Anisoptera, Odonata) i odrasle jedinke vretenaca (Calopterix splendens, 

Harris, 1782, Zygoptera, Odonata) te obraštaj.  

Uzorci obraštaja prikupljeni su struganjem s kamenja uz pomoć četkice, odrasli kukci prikupljeni 

su entomološkom mrežicom, ličinke vodenih kukaca prikupljene su uz pomoć kracera, dok su 

uzorci mahovine prikupljeni ručno, skidanjem sa sedrenih barijera. Uzorci su pohranjeni u 

plastične posude od 100 mL. Ličinke kukaca transportirane su žive u vodenom mediju uz 

održavanje temperature rijeke u kojoj su prikupljene, dok su ostali uzorci prilikom transporta 

pohranjeni na 4 ˚C. U laboratoriju su svi uzorci pohranjeni na –80 ˚C do daljnje obrade. 
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3.1.3. Priprema i obrada uzoraka 

 

Uzorci beskralježnjaka samljeveni su u vibracijskom mlinu, uzorci mahovine usitnjeni su uz 

pomoć tarionika i tekućeg dušika, dok uzorci obraštaja nisu dodatno obrađeni. U Eppendorf tubice 

od 2 mL odvagano je 30 mg homogeniziranog tkiva za svaki pojedini uzorak tkiva (ličinački i 

odrasli stadij vretenaca i tulara, rakušci, mahovina i obraštaj). Kako bi se postiglo odjeljivanje 

proteina taloženjem, uzorak je otopljen u 1,5 mL prethodno ohlađenog acetonitrila nakon čega je 

na tresilici (IKA® Vortex Genius 3, Njemačka) miješan 10 min. Taloženje proteina pospješeno je 

odlaganjem uzorka na  ̶ 20 °C u trajanju od 10 min i centrifugiranjem na 20.000 ×g (CENTRIC 

200R, Tehtnica, Slovenija) u trajanju od 10 min. Odvojeni supernatant prebačen je u novu tubicu, 

dok je talog ponovno otopljen u 1,5 mL hladnog acetonitrila te je tkivo dodatno razgrađeno 

korištenjem ultrasonične probe u trajanju od 1 min na 50% intenziteta. Nakon toga, uzorci su 

ponovno promiješani 5 min na tresilici u trajanju od 5 min, ostavljeni 10 min na  ̶ 20 °C i 

centrifugirani 10 min na 20.000 ×g kako bi se supernatant odvojio od taloga. Supernatanti i talozi 

osušeni su na uparivaču (Labconco-CentriVap concentrator, USA) (Slika 1, Slika 2b). 

U svaki uzorak nakon odvage, dodano je po 20 čestica svakog od četiri korištena tipa plastike 

(Tablica 2) kako bi se mogla pratiti efikasnost izolacije mikroplastike prilikom obrade uzorka. 

Također, u svaki uzorak dodano je 10 µL smjese izotopno obilježenih standarada (unutarnji 

standard; Tablica 1) koncentracije 3 mg L-1 te je u polovicu uzoraka dodano 10 µL smjese 

unutarnjih standarada iste koncentracije (Tablica 1). U preostale uzorke neposredno prije analize 

na spektrometriji masa dodan je isti volumen smjese unutarnjih standarada. 
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz protokola za izolaciju onečišćivala, metabolita i proteina iz jednog 

uzorka tkiva. 

 

3.1.4. Pročišćavanje uzoraka 

 

Osušeni supernatanti otopljeni su u 1,5 mL vode te miješani na srednjoj brzini 20 min. Nakon toga 

uzorci su pročišćeni na Oasis HLB i Oasis HLB Prime kolonama. Oasis HLB kolone zahtijevaju 

predkondicioniranje nanošenjem 1 mL acetonitrila i 1 mL vode nakon čega se nanosi uzorak, dok 

Oasis HLB Prime omogućuju pročišćavanje uzoraka bez prethodnih koraka. Kolone su postavljene 

na vakumski ekstraktor (Slika 2a). Nakon nanošenja uzoraka, kolona je pročišćena nanošenjem 1 

mL vode te je uzorak ispran s kolone u čistu tubicu dodavanjem 1,5 mL acetonitrila. Brzina 

prolaska uzorka kroz kolonu iznosila je oko 1 µL s-1. Pročišćeni uzorci zatim su osušeni na 

uparivaču (Slika 2b). Neposredno prije analize na spektrometru masa LTQ-Orbitrap VelosTM 

(Thermo Fisher Scientific, USA) (Slika 2c) uzorci su otopljeni u 0,3 mL 50% metanola. 

 

3.1.5. Analiza spojeva spektrometrom masa 

 

Koncentracije ciljanih spojeva određene su tzv. ciljnom (eng. target) metodom koristeći spregnuti 

sustava tekućinska kromatografija ultra-visoke djelotvornosti (Waters Acquity Ultra-

PerformanceTM, Waters, UK) - spektrometrija masa četveropolne linearne ionske stupice (UPLC–

QqLIT) (Applied Biosistems, USA) (Slika 2c). Pokretne faze korištene za UPLC razdvajanje u 

pozitivnom modu bile su metanol (pokretna faza A) i voda (pokretna faza B), dok su u negativnom 

modu korišteni: acetonitril (pokretna faza A) i 5 mM amonijev acetat pH 9 (pokretna faza B). 

Praćena su dva najintenzivnija fragmentna iona za ciljne spojeve pri čemu je prvi fragmentni ion 
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korišten za kvantificiranje spoja, dok je drugi ion služio kao potvrda identiteta spoja. Za svaki 

pojedini spoj dodan je i unutarnji standard poznate koncentracije koji je prolazio kroz faze 

pripreme i analize kao i ciljani spoj, što je omogućavalo nadoknađivanje eventualnih gubitaka 

spoja tijekom pripreme uzorka (Ho i sur., 2003). Određivanje koncentracije ciljanog spoja 

ostvaruje se na temelju omjera površina signala ciljanog spoja i unutarnjeg standarda korištenjem 

umjerne krivulje. 

 

 

Slika 2. a) Oasis HLB Prime kolone postavljene na vakuumski ekstraktor, b) sušenje supernatanata 

na uparivaču c) analiza uzoraka masenom spektrometrijom. 

 

3.1.6. Utjecaj matrice i iskoristivost metode 

 

Dodavanje standarada prije i nakon obrade uzoraka omogućilo je procjenu učinkovitosti 

ekstrakcije onečišćivala izračunavanjem tzv. utjecaja matrice (eng. matrix effect) te iskoristivosti 

metode (eng. recovery rate). Također, analizirana je i umjerna krivulja mjerenjem različitih 

koncentracija spojeva otopljenih u 50% metanolu, što je omogućilo određivanje koncentracije 

ciljanih spojeva u uzorcima te računanje utjecaja matrice. 

Iskoristivost (R%) je izračunata usporedbom uzoraka u kojima je smjesa standarada dodana prije 

obrade uzoraka, s uzorcima u kojima su standardi dodani neposredno prije analize, prema formuli: 

𝑅% = 100 ∗
𝐴

𝐶 − 𝐵
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Utjecaj matrice (ME%) računao se usporedbom površina signala ciljanog spoja u različitim 

okolišnim uzorcima s površinom signala spoja otopljenog u 50% metanolu  prema navedenoj 

formuli: 

𝑀𝐸% = 100 (1 −
𝐶 − 𝐵

𝐷
  ) 

 

gdje je:  R% – stupanj iskoristivosti metode izražen u % 

A – standardi dodani u uzorke prije obrade 

  B – slijepa proba  

C – koncentracija spoja dodana neposredno prije analize 

  D – standard otopljen u 50% metanolu 

  ME% – utjecaj matrice izražen u % 

 

3.1.7. Učinkovitost izolacije mikroplastike u različitim okolišnim uzorcima 

Iz taloga dobivenih odvajanjem supernatanata testirana je učinkovitost izolacije mikroplastike iz 

okolišnih uzoraka. Testirana su tri protokola za razgradnju tkiva (Slika 3): 

i) dodati 0,2 mL 30% H2O2 i 0,2 mL 4% KOH. Ostaviti 72 h na temperaturi od 60 °C. 

Nakon 72 h dodati 0,06 mL 68% HClO4 i 0,26 mL 65% HNO3. Pričekati 3 min, a 

zatim otopinu razrijediti toplom vodom, promiješati i filtrirati; 

ii) dodati 1 mL 30% HNO3 te smjesu ostaviti na 85 °C tijekom 45 h. Ohlađene uzorke 

promiješati, otopinu neutralizirati dodavanjem 30% NaOH te ju fitrirati; 

iii) dodati 0,75 mL 65% HNO3 i 0,35 mL 30% H2O2 te ostaviti 3,5 h na 85 °C. Nakon 

što se otopina ohladi, uzorke promiješati i filtrirati. 

Procjena potencijalnog gubitka mikroplastike uslijed izlaganja kiselini postignut je vaganjem 

plastičnih komadića prije i nakon provođenja svakog od navedena tri protokola. Nakon razgradnje 

tkiva uzorci su filtrirani Milipore sustavom za filtraciju korištenjem membranskih filter papira 

promjera 47 mm i veličine pora 5 µm (Whatman, SAD). Filter papiri su pregledani na stereo lupi, 

a čestice mikroplastike su identificirane korištenjem µRAMAN spektroskopije (Horiba Jobin 

Yvon T64000). 



20 
 

 

Slika 3. Pojednostavljeni prikaz protokola za razgradnju tkiva u svrhu izolacije mikroplastike iz 

uzoraka tkiva. 

 

3.1.8. Učinkovitost izolacije proteina korištenjem različitih surfaktanata 

Korištenjem homogeniziranog tkiva ličinki tulara testirana je učinkovitost izolacije proteina uz 

upotrebu tri surfaktanta (površinski aktivna tvar): natrijev dodecil-sulfat (SDS), urea, RapiGest SF 

(Waters, SAD) prema protokolima (Slika 4): 

i) 0,13 M Tris HCl (pH = 6,8), 2% SDS, 16% glicerol, 0,59% DTT (ditiotreitol); 

dodati 200 µL zagrijanog pufera (80 °C) u uzorak tkiva, staviti 5 min na 80 °C, 

centrifugirati 15 min na 4 °C; 

ii) 50 mM Tris HCl (pH = 8,0), 5 M urea, 1% metanola; dodati 200 µL u uzorak 

tkiva, inkubirati 10 min na sobnoj temperaturi i centrifugirati 5 min na 4 °C; 

iii) RapiGest SF 0,1% u 50 mM Tris HCl (pH = 8,0); dodati 200 µL u uzorak tkiva, 

ostaviti 10 min na sobnoj temperaturi, centrifugirati 10 min na 4 °C. 

Ukupna koncentracija izoliranih proteina određena je metodom po Bradfordu te je izražena kao 

udio izoliranih proteina u masi suhog tkiva (mg g-1) (Bradford, 1976). Svaki uzorak je mjeren u 

triplikatu, a kao standard korišten je goveđi serum albumin (BSA, eng. bovine serum albumin). Za 

određivane koncentracije proteina korištene su čiste staklene epruvete te je mjerenje koncentracije 

provedeno u staklenoj kiveti na UV-vis spektrofotometru (BioDrop Duo+, UK). Priprema uzoraka 

za analizu: 1 mL Bradfordovog reagensa (sastav: 50 mg kromatske plave boje otopljene u 50 mL 

metanola, 100 mL 85% H3PO4, 850 mL vode), 97 µl MiliQ vode, 3 µL razrijeđenog uzorka. 

Provjera učinkovitosti izolacije napravljena je elektroforezom na 10%  SDS-PAGE gelu. 
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Slika 4. Pojednostavljeni prikaz protokola za izolaciju proteina korištenjem različitih surfaktanata. 

SDS – natrijev dodecil-sulfat, DTT – ditiotreitol. 

 

3.1.9. Statistička obrada podataka 

 

Podaci utjecaja matrice te iskoristivost metode nisu postigli normalnu raspodjelu ni nakon 

provedenih transformacija zbog čega je testiranje razlika između različitih tipova tkiva i razlika 

između korištenih spojeva provedeno korištenjem neparametrijskog Kruskal-Wallis testa. Razlika 

između utjecaja matrice te iskoristivosti između Oasis HLB i Oasis HLB Prime SPE kolona 

testirana je neparametrijskim Mann-Whitney testom. Koncentracija proteina te koncentracija 

čestica nakon razgradnje tkiva postigla je normalnu raspodjelu te je značajnost između tipova tkiva 

i tipova plastike testirana analizom varijance (ANOVA) s razinom značajnosti p < 0,05. Razlike 

između različitih setova podataka testirane su Bonferroni post-hoc testom. Navedeni testovi 

provedeni su u programu IBM SPSS Statistics ver. 27.0 (Corp, 2020). 

 

3.2.  Istraživanje utjecaja mikroplastike, farmaceutika i endokrinih     

modulatora na strukturu metaboloma i proteoma mahovine i tulara 

 

3.2.1. Kemikalije i reagensi 

 

Voda, acetonitril i metanol bili su HPLC razine čistoće (Fisher Scientific, UK). Korišteni standardi 

i unutarnji standardi prikazani su u Tablici 3 te su bili visoke razine čistoće (> 90%) (Sigma 

Aldrich, SAD). Za pročišćavanje supernatanata korištena je Oasis HLB Prime kolona za 
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ekstrakciju u čvrstoj fazi. Tipovi mikroplastike korišteni kao tretman u pokusu navedeni su u 

Tablici 2. Za razgradnju tkiva prilikom izolacije mikroplastike iz uzoraka mahovine i tulara 

korišten je 30% H2O2 i HNO3 visoke razine čistoće. Za izdvajanje mikroplastike iz razgrađenih 

uzoraka korišteni su membranski filter papiri promjera 47 mm s veličinom pora 5µm (Whatmana, 

SAD). Ekstrakcija proteina provedena je korištenjem svježe pripremljenih otopina Tris HCl pufera 

i surfaktanta RapiGest SF. 

 

Tablica 3. Popis standarada i unutarnjih standarada korištenih u laboratorijskom pokusu na 

vodenim beskralježnjacima i mahovini. 

 

spoj upotreba spoja unutarnji standard 

1H benzotriazol antiparazitik 1H benzotriazol D4 

bisfenol A plastifikator bisfenol A D3 

kofein stimulator kofein D3 

gemfibrozil lijek za snižavanje kolesterola gemfibrozil D6 

ketoprofen anelgetik/protuupalni lijek ketoprofen D3 

metilparaben konzervans metilparaben D4 

estriol pseudohormon 17β-estradiol-2,4 D4 

difenilhidramin antihistaminik difenilhidramin D3 

triskloroizopropil 

fosfat 
usporivač plamena 

trifenilfosfat D15 

 

3.2.2. Prikupljanje uzoraka i provođenje pokusa 

 

Laboratorijski pokus na tularima i mahovini proveden je na Biološkom odsjeku Prirodoslovno-

matematičkog fakulteta u Zagrebu. Uzorci korišteni u pokusu prikupljeni su na rijeci Krčić koja je 

minimalno antropogeno utjecana (Grgić i sur., 2022). Prikupljeni su uzorci: vode, sedimenta i 

kamenja, mahovine (vrste C. aquaticus i Rh. riparioides) i ličinki tulara (vrsta M. nicterobia). U 

laboratoriju, unutar tri inkubatora (POL-EKO APARATURA, Poli), raspoređeno je 15 akvarija, 

koji su predstavljali mezokozmose. Svaki mezokozmos (dimenzija 30 × 20 × 15 cm) sadržavao je 

3 L vode, 150 g sedimenta, jedan veći kamen, busen mahovine te 30 ličinki tulara (Slika 5). 

Početna temperatura u inkubatorima postavljena je na 9,5 °C te je svakih 15 dana temperatura 

povišena za 0,5 °C, kako bi se simulirao prirodni temperaturni režim rijeke Krčić. Svaki 
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mezokozmos prozračivan je uz pomoć kamena za prozračivanje i pumpe za zrak. Akvariji su bili 

prekriveni staklenim pokrovima kako bi se smanjilo isparavanje vode. Količina vode u akvarijima 

održavana je konstantnom tako da se udio isparene vode nadomjestio dekloriranom vodovodnom 

vodom. Akvariji su aklimatizirani tjedan dana, nakon čega se započelo s tretmanima. Tri akvarija 

su predstavljala kontrolu, dok su ostali izlagani sljedećim tretmanima: i) smjesa mikroplastike 

(Tablica 2); ii) smjesa farmaceutika i endrokrinih modulatora (Tablica 3); iii) kombinacija 

mikroplastike, farmaceutika i edokrinih modulatora (Tablica 2 i 3) (Slika 5). Koncentracije spojeva 

u tretiranim mezokozmosima bile su 500 ng L-1 te su dnevno dodavane u akvarije kako bi se 

postigle pseudokonstantne koncentracije spojeva s obzirom da se navedeni relativno brzo 

raspadaju. S druge strane, koncentracija svake pojedine vrste čestica mikroplastike u sustavu je 

bila 2.000 čestica L-1 (ukupno u mezokozmosu 6.000 čestica) koje su dodane jednom na početku 

pokusa. 

 

 

 

Slika 5. Dizajn laboratorijskog pokusa na mahovini (Cinclidotus aquaticus i Rhynchostegium 

riparioides) i tularima (Micropterna nycterobia) s nasumičnim rasporedom tretmana: kontrola, 

spojevi (farmaceutici i endokrini modulatori), mikroplastika te kombinacija spojeva i 

mikroplastike. 
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Mahovina i tulari uzorkovani su u četiri vremenske točke nakon aklimatizacije – početni uzorak 

(0) – prije dodavanja tretmana, 15. dan, 30. dan te 60. dan pokusa, dok su odrasli tulari uzorkovani 

neposredno nakon izlijetanja (između 45. i 60. dana) (Slika 6) pomoću pincete, pri čemu su ličinke, 

predkukuljice i kukuljice uz pomoć dvije pincete izvađene iz kućica. Prilikom uzorkovanja 

replikati mahovine i tulara prikupljeni su iz svakog akvarija, nakon čega su združeni svi uzorci 

istog tretmana kako bi se smanjila varijabilnost među akvarijima. Iz svakog združenog uzorka, 

odvojeni su analitički replikati koji su analizirali. Kako bismo testirali količinu čestica 

mikroplastike koje svakodnevno prolaze kroz probavni sustav tulara, nakon uzorkovanja, polovica 

jedinki držana je 24 h u akvarijima s čistom vodom što im je omogućilo čišćenje probavnog 

sustava, dok je druga polovica tulara uzorkovana direktno. Sva prikupljena tkiva su zatim 

liofilizirana i pohranjena na  ̶ 80 °C do daljnje obrade. 

 

Slika 6. Dinamika uzorkovanja jedinki tulara u različitim razvojnim stadijima (ličinke, kukuljice 

i odrasli) te mahovine u laboratorijskom pokusu. 

 

3.2.3. Priprema i obrada uzoraka 

 

Liofilizirani uzorci su homogenizirani te je po 30 mg tkiva odvagano u Eppendorf tubicu. Uzorci 

su otopljeni u acetonitrilu, dodatno degradirani korištenjem ultrasonične probe i centrifugirani. 

Supernatanti su odvojeni od taloga i osušeni na uparivaču. Osušeni supernatanti otopljeni su u 1,5 

mL vode te miješani na srednjoj brzini 20 min. Nakon toga su pročišćeni na Oasis HLB Prime 

kolonama te je uzorak ispušten u čistu tubicu. Pročišćeni supernatanti su osušeni i pohranjeni na  ̶ 

80 °C do daljnje obrade. Detaljan opis protokola za pripremu i pročišćavanje uzoraka nalazi se u 

poglavlju o razvoju metode (potpoglavlja 3.1.3 i 3.1.4). 
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Za analizu ukupne koncentracije proteina korišteni su talozi dobiveni ekstrakcijom u acetonitrilu. 

Talozi su prvotno otopljeni u 200 µL pripremljenog pufera koji sadržava RapiGest SF. Neposredno 

nakon dodavanja pufera, uzorci su miješani i centrifugirani. Supernatanti su prebačeni u čistu 

tubicu i razrijeđeni MiliQ vodom (uzorci tulara su razrjeđeni 100×, dok su uzorci mahovine 

razrijeđeni 10×). Koncentracija je određena metodom po Bradfordu te su koncentracije provjerene 

na 10% gel elektroforezi. Detaljan opis protokola za izolaciju proteina nalazi se u poglavlju o 

razvoju metode (potpoglavlje 3.1.8.) 

Mikroplastika je izolirana iz tkiva mahovine i tulara otapanjem tkiva u smjesi HNO3 i H2O2 te 

filtriranjem otopine kroz membranske filtere veličine pora 5 µm. Detaljan opis protokola za 

ekstrakciju opisan je u potpoglavlju 3.1.7. Razgradnja organske tvari u sedimentu i kućicama tulara 

provedena korištenjem 30% H2O2, dok je samo odvajanje mikroplastike od čestica pijeska 

provedeno otapanjem u zasićenoj otopini NaBr (ρ = 1,7 g cm-3), što je omogućilo isplivavanje 

plastike na površinu, a zaostajanje čestica pijeska na dnu. Odvojena otopina NaBr s 

mikroplastikom profiltrirana je kroz membranske filtere.  

 

3.2.4. Analiza metabolita 

 

Prije analize osušeni supernatanti otopljeni su u 0,3 mL 50% metanola, prebačeni u staklene bočice 

i pripremljeni za analizu spregnutim sustavom UPLC sustavom (Ultimate 3000 RSLCnano system, 

Dionex, Amsterdam, Netherlis) - spektrometar masa visoke rezolucije ˗ LTQ-Orbitrap VelosTM 

(Thermo Fisher Scientific, USA). Uzorci su analizirani u pozitivnom i negativnom načinu rada 

tzv. analizom bez cilja (eng. non-target), kojom se snimaju svi signali prisutni u nekom uzorku 

(McCord i sur. 2022). Razdvajanje analita postignuto je gradijentnim eluiranjem. U pozitivnom 

načinu rada za gradijentno eluiranje korišten je: metanol (pokretna faza A) i otopina 0,1% mravlje 

kiseline (pokretna faza B), dok je u negativnom načinu rada korišten acetonitril (pokretna faza A) 

i 5 mM amonijev acetat pH 9 (pokretna faza B). Spektri masa su izdvojeni u programu Thermo 

Xcalibur 2.2 SP1.48 (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Dodatna obrada spektara, koja je 

uključivala detektiranje, filtriranje i grupiranje signala, prilagodbu vremena zadržavanja (eng. 

retention time), poravnanje i normalizaciju dobivenih spektara, provedena je u programu MZmine 
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(Katajamaa i sur., 2006). Dobiveni signali su zatim uz pomoć programa Wolfram Mathematica 

(version 10, Wolfram Research, UK) dodatno filtrirani te uprosječeni za svaki uzorak. 

 

3.2.5. Statistička obrada podataka 

 

Kako bi se testirale razlike između koncentracija mikroplastike u tkivima tulara i mahovini u 

vremenskom periodu konstruiran je linearni mješoviti model (eng. linear mixed-effects – LME) u 

paketu 'lme4' u R programu (Bates i sur., 2015; R Core Team, 2021). U slučaju mahovine, kao 

fiksni efekt postavljeno je vrijeme (dani pokusa), dok je u slučaju tulara vremensku komponentu 

predstavljao životni stadij. Proveden je Tukeyjev test u paketu 'lsmeans' (Lenth, 2016) u R 

programu za testiranje značajnosti (p < 0,05). 

Utjecaj tretmana na metabolom mahovine i tulara prikazan je analizom krivulje glavnih odgovora 

(eng. principal response curves – PRC) u R programu korištenjem paketa 'vegan' (Oksanen i sur., 

2022). PRC je multivarijatna metoda koja objašnjava utjecaje pojedinih tretmana (u odnosu na 

kontrolu) i njihovu promjenu u vremenu (Moser i sur., 2007). PRC metoda koristi samo dio 

varijance, onaj koji je povezan s tretmanima i vremenom (koje se koristi kao kovarijabla). Kao 

mjera odstupanja tretmana od kontrolnog uzorka koristi se kanonički koeficijent (Cdt). Grafički 

prikaz rezultata PRC analize predstavlja promjena kanoničkih koeficijnata različitih tretmana u 

vremenu. Za svaki metabolit izračunat je relativani težinski udio koji predstavlja njegov doprinos 

krivulji glavnih odgovora. Što je njegova apsolutna vrijednost veća, veća je vjerojatnost da slijedi 

odgovor prikazan PRC grafikonom. Nakon svake analize metaboliti su rangirani prema relativnim 

težinskim udjelima, ali rezultati nisu pokazani na grafičkim prikazima zbog velikog broja 

detektiranih metabolita. Korištenjem Monte Carlo metode s 999 permutacija u R programu (paket 

"permute") (Besag i Clifford, 1989) testirana je značajnost prve kanoničke osi te značajnost 

vremenske komponente u uzorcima mahovine (datum) i tulara (životni stadij). Prije provedbe PRC 

analize podaci su transformirani log+1 funkcijom. Metaboliti koji pokazuju najveći odgovor na 

tretmane izdvojeni su te identificirani usporedbom s postojećim bazama podataka (hmdb, 

lipidmaps, metlin, pubchem, genome) te dodatno provjereni u bazi STITCH (Szklarczyk i sur., 

2016) te pretraživanjem dostupne literature. Granica odstupanja dobivenih m/z vrijednosti (omjer 

mase i naboja) te vrijednosti u bazama postavljena je na 20 ppm. Identifikacija se smatrala 

validnom, ukoliko su identificirani metaboliti prethodnim istraživanjima zabilježeni u biljkama ili 
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kukcima. Kako bi jednostavno vizualizirali promjene koncentracije skupa metabolita korištene su 

toplinske mape (eng. heat-map) izrađene u R programu korištenjem paketa 'ggplot2' (Wickham, 

2016). Toplinska mapa predstavlja matricu metabolita u kojoj je relativna koncentracija pojedinog 

metabolita u različitim tretmanima prikazana drugačijim intenzitetom crvene boje, pri čemu jači 

intenzitet boje označava višu koncentraciju metabolita. Razlike u koncentraciji proteina u tularima 

i mahovinama u različitim tretmanima, vremenu te razlike između spolova testirani su korištenjem 

analiza varijance ponovljenih mjerenja (eng. repeated measures ANOVA - rANOVA) u SPSS 

Statistics ver. 27.0 (Corp, 2020). Prije analize ispitana je raspodjela te homogenost podataka 

korištenjem Shapiro-Wilk i Leveneov testa. rANOVA post hoc analiza napravljena je primjenom 

metode Bonferroni. Dinamika izlijetanja jedinki tulara prikazana je korištenjem jednostavnog 

pomičnog prosjeka (eng. simple moving average – SMA). Metoda je korištena kako bi se izgladile 

kratkoročne fluktuacije i jasnije uočili trendovi izlijetanja. Jednostavni pomični prosjek napravljen 

je računanjem aritmetičke sredine tri uzastopne vrijednosti članova vremenskog niza. 

 

3.3. Istraživanje utjecaja onečišćenja i suše na raznolikost mikrobne 

zajednice i strukturu metaboloma u obraštaju 

 

3.3.1. Prikupljanje uzoraka i provođenje pokusa 

 

Pokus je proveden u zatvorenom sustavu umjetnih tekućica na Katalonskom institutu za 

istraživanje voda – ICRA (Girona, Španjolska). Sustav umjetnih tekućica sastojao se od kanala 

dimenzija 200 cm × 10 cm × 10 cm te spremnika vode zapremnine 70 L iz kojeg je voda kružila  

unutar kanala. Svaki kanal sadržavao je 5 L sedimenta koji je služio kao podloga za rast obraštaja. 

Protok vode unutar kanala iznosio je 50 mL s-1 dok je brzina strujanja bila 0,88 ± 0,03 cm s-1. Voda 

u kanalima se postepeno izmjenjivala te je unutar jednog dana voda u svakom kanalu bila u 

potpunosti zamijenjena svježom. Dubina vode u kanalima varirala je između 2,2 i 2,5 cm. 

Temperatura vode održavana je konstantnom (20 ˚C) pomoću cryo-compact cirkulatora (Julabo 

CF-31, Seelbach, Njemačka), a vrijednosti temperature kontrolirane su svakih 10 min. Režim 

svjetla reguliran je LED rasvjetom (Lightech, Girona, Španjolska) u omjeru 9 h – dan : 15 h – noć. 

Fotosintetska aktivna radijacija mjerena je svakih 10 min uz pomoć kvantnih senzora postavljenih 
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duž kanala, a iznosila je 173,99 ± 33 mEm-2 s-1 tijekom perioda dana. Postavljeni fizikalno-

kemijski parametri oponašali su prirodne uvjete zabilježene u rijeci Segre u proljetnom razdoblju 

za vrijeme niskog vodostaja. 

Smjesa za nacjepljivanje obraštaja (inokulum) prikupljena je u čistom dijelu toka rijeke Segre u 

Španjolskoj. Prikupljen je epilitički obraštaj (razvijen na površini kamenja) te epipsamalni obraštaj 

(razvijen na površini pijeska). Epilitički obraštaj prikupljen je struganjem 10-12 većih oblutaka, 

dok je epipsamalni obraštaj prikupljen ispiranjem oko 10 L sitnog riječnog sedimenta. Prikupljeni 

obraštaj nacjepljivan je u kanale dva puta tjedno, dodavanjem prikupljenog inokuluma u vodu 

tijekom perioda kolonizacije. Nakon završetka kolonizacije, jednolikost razvijenog obraštaja 

provjerena je mjerenjem sljedećih parametara: vrijednost gubitka mase pri žarenju, koncentracija 

klorofila a, bazalna fluorescencija te stopa fotosinteze. 

Postavljeni pokus trajao je ukupno 55 dana. Nakon 36 dana kolonizacije, u polovici korištenih 

umjetnih kanala tok je prekinut u trajanju od 5 dana što je oponašalo sušno razdoblje, dok je druga 

polovica kanala imala stalan tok (Slika 7). Neposredno nakon završetka manipulacije tokom malim 

korerom uzorkovana je obraštajna zajednica razvijena na pijesku u presušenim kanalima (Početak-

S) te u kanalima s konstantnim tokom (Početak-T). Nakon uzorkovanja uspostavljen je stalan tok 

u svim kanalima te su u stalnim i povremenim tokovima oponašani scenariji čistog okoliša te 

scenariji okoliša onečišćenog farmaceuticima (Slika 7, Tablica 4). Razdoblje oporavka od suše i 

izlaganje onečišćivalima trajalo je 14 dana, nakon čega je ponovno provedeno uzorkovanje 

obraštajne zajednice iz i) konstantanog toka bez onečišćenja (Kraj-T); ii) konstantanog toka s 

onečišćenjem (Kraj-TO); iii) povremenog toka bez onečišćenja (Kraj-S) te iv) povremenog toka s 

onečišćenjem (Kraj-SO). Za svaki tretman postavljena su po tri odvojena kanala umjetnih tekućica. 

U tretmanima s onečišćenjem korištena je smjesa spojeva (Tablica 4) u okolišno relevantnim 

koncentracijama (10-6 g L-1). Svi korišteni spojevi nalaze se na popisu za praćenje propisanom od 

strane Europske Unije  (EU 2015/495). 
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Slika 7. Dizajn laboratorijskog pokusa na obraštaju u sustavu umjetnih tekućica. Prikazan je 

vremenski tijek kolonizacije, manipulacije tokom te oporavak mikrobne zajednice uz izlaganje 

onečišćivalima te vrijeme provođenja uzorkovanja. Uzorci su prikupljeni u dvije vremenske točke: 

Početak (Početak-T – stalan tok na početku pokusa; Početak-S – presušivanje na početku pokusa) 

te na kraju laboratorijskog pokusa (Kraj- T – stalan tok bez onečišćenja na kraju pokusa; Kraj-TO 

– stalan tok s onečišćenjem na kraju pokusa; Kraj-S – presušivanje bez onečišćenja na kraju 

pokusa; Kraj-SO – presušivanje s onečišćenjem na kraju pokusa). 

 

3.3.2. Analiza metabolita i otopljene organske tvari  

3.3.2.1. Kemikalije i reagensi 

 

Za analizu metabolita u obraštaju i otopljene organske tvari u vodi korištenasu otapala HPLC 

razine čistoće – metanol, voda i acetonitril (Fisher Scientific, UK) te standardi iz Tablice 4 koji su 

bili visoke razine čistoće (> 90%) (Sigma Aldrich, SAD). Za pročišćavanje supernatanata nakon 

provedene ekstrakcije korišteni su membranski filter papiri promjera 47 mm s veličinom pora  5 

µm (Whatmana, SAD) i Oasis HLB kolone. 
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Tablica 4. Standardi i unutarnji standardi korišteni u laboratorijskom pokusu na obraštaju. 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.2.2. Priprema uzoraka za analizu metabolita i otopljene organske tvari 

 

Kako bi se umanjili utjecaji heterogenosti u svakom kanalu nasumično je prikupljeno 6 × 0,5 mL 

pijeska s razvijenim obraštajem. Uzorci su prikupljeni na početku i na kraju eksperimenta u 

kanalima tretiranim presušivanjem i onečišćenjem (Slika 7). Za analizu otopljene organske tvari 

uzorkovano je 10 mL vode iz svih tretmana i repliciranih kanala. Uzorci su pohranjeni na  ̶ 80 °C 

do daljnje obrade. U prethodno ohlađenom 50% metanolu otopljeno je 0,5 mL pijeska s razvijenim 

obraštajem, te su stanice razgrađene korištenjem ultrasonične probe (Branson Digital Sonifier, 

model 102C; 3 ciklusa u trajanju od 120 s na 15 Hz intenziteta). Uzorci su centrifugirani na 14.000 

×g te su supernatanti odvojeni od taloga nakon čega su osušeni na blagoj struji dušika. Osušeni 

supernatanti su otopljeni u 50% metanolu, miješani 20 min na tresilici te pripremljeni za analizu 

spektrometrijom masa. Ekstrakcija otopljene organske tvari provedena je na 10 mL vode 

filtriranjem vode kroz 0,45 µm membranske filtere te pročišćavanjem na Oasis HLB kolonama. 

Pripremljeni uzorci analizirani su spektrometrijom masa (detaljno opisanom u potpoglavlju 3.1.5). 

 

3.3.2.3. Obrada podataka 

Prije analize podaci su transformirani trećim korijenom i centrirani. Metabolom u obraštaju te 

otopljena organska tvar u vodi vizualizirani su Van Krevelenovim dijagramima. Van Krevelenovi 

dijagrami na x-osi prikazuju omjer broja vodika i ugljika (H/C), a na osi y prikazuju omjera broja 

kisika i ugljika (O/C) svakog pojedinog metabolita, ovisno o njegovoj molekulskoj formuli. 

Prikazani metaboliti grupirani su u klase metabolita: amorfni ugljik, kondenzirani policiklički 

ugljikovodici, lipidi, terpenoidi, flavonoidi i poliketidi, monosaharidi, aminokiseline i peptidi kao 

što je predloženo u Brockman i sur. (2018). Zbog velikog broja detektiranih metabolita, Van 

spoj upotreba spoja unutarnji standard 

eritromicin antibiotik eritromicin D4 

diklofenac anelgetik/protuupalni lijek diclofenac 13C6 

imidakloprid insekticid imidakloprid D2 

venlafaksin antidepresiv venlafaksin D4 

sulfisoksazol antibiotik sulfisoksazol D4 
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Krevelenovi dijagrami korišteni su samo za vizualizaciju metabolita gornjeg kvartila koji su imali 

najveći utjecaj na odvajanje metaboloma/otopljene organske tvari prema glavnim komponentama. 

Korišteni spojevi i njihovi metaboliti izuzeti su iz analize kako ne bi utjecali na rezultate. Van 

Krevelenovi dijagrami napravljeni su u programu Wolfram Mathematica (verzija 10, Wolfram 

Research, UK) (Bougeard i Dray, 2018). Analiza glavnih komponenti (eng. principal component 

analyls – PCA) provedena je kako bi se ispitao odnos između različitih tretmana na temelju 

vrijednosti izmjerenih varijabli računanjem sličnosti prema Bray Curtisu u Primer 7 programu 

(Clarke i Gorley, 2015). 

 

3.3.3. Analiza mikrobne zajednice obraštaja 

3.3.3.1. Kemikalije i reagensi 

 

Za izolaciju DNA i RNA korišteni su komercijalno dostupni setovi (RNA PowerSoilTM Total RNA 

Isolation Kit, MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA te RNA ˗ PowerSoilTM DNA ˗ Elution 

Accessory kit, MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA). Za uklanjanje preostale DNA iz uzoraka 

izolirane RNA korišten je TURBO DNAfreeTM Kit (Ambion, Austin, TX, USA) te je za provjeru 

uklanjanja DNA na agaroznom gelu korištena univerzalna početnica 515f/806r (Caporaso i sur., 

2011). Korištenjem seta Superscript III First Strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) napravljeno je reverzno prepisivanje RNA u komplementarnu DNA (cDNA). Prilikom 

sekvenciranja regije 16S rRNA korištena je početnica 515f/806r (Kozich i sur., 2013).  Za 

pročišćavanje fragmenata umnoženog ciljanog gena korišten je komercijalno dostupni set 

QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA). TOPO vector system (Invitrogen, 

Carlbad, CA, USA) korišten je za transformiranje pročišćenih umnoženih fragmenata gena 

(amplikona). Početnice korištene u qPCR reakcijama navedene su u Tablici 5. Sve qPCR reakcije 

provedene su korištenjem SYBRGreen boje. Za gel elektoforezu korišten je svježe pripremljeni 1 

× TAE pufer. U svim koracima korištena je voda koja ne sadrži DNaze i RNaze. 
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Tablica 5. qPCR početnice za odabrane gene (16S rRNA, Intl1, sul1, sul2, ermB) te uvjeti 

provođenja qPCR-a. 

gen početnica sekvenca (5’–3’) 

veličina 

produkta 

(pb) 

uvjeti referenca 

16S 

rRNA 
 F1048  GTGSTGCAYGGYTGTCGTCA 146  95ºC 3 min (1 ciklus); 95ºC 15 s i 

60 ºC 1 min (35 ciklusa) 

(Maeda i 

sur., 2003) R1194 ACGTCRTCCMCACCTTCCTC 

Intl1 
intl1-LC1 GCCTTGATGTTACCCGAGAG 

196 
95ºC 3 min (1 ciklus); 95ºC 30 s i 

60ºC 1 min (40 ciklusa) 
(Barraud i 

sur., 2010) Intl1-LC5 GATCGGTCGAATGCGTGT 

sul1 
Sul(I)-FW CGCACCGGAAACATCGCTGCAC 

162 
95ºC 3 min (1 ciklusa); 95ºC 15 s i 

65ºC 20 s (40 ciklusa) 
(Pei i sur., 

2006) Sul(I)-RV TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG 

sul2 
Sul(II)-FW TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG 

190 
95ºC 3 min (1 ciklusa); 95ºC 15 s i 

58ºC 20 s (40 ciklusa) 
(Pei i sur., 

2006) Sul(II)-RV GCGTTTGATACCGGCACCCGT 

erm(B) 
erm(B)-91f GATACCGTTTACGAAATTGG 

364 
95ºC 3 min (1 ciklusa); 95ºC 15 s i 

58ºC 20 s (40 ciklusa) 
(Chen i 

sur., 2007) erm(B)-454r GAATCGAGACTTGAGTGTGC 

 

 

3.3.3.2. Izolacija nukleinskih kiselina 

Iz uzoraka obraštaja prikupljenih na početku i na kraju laboratorijskog pokusa u triplikatima 

(tretiranih presušivanjem i onečišćenjem; Slika 7) izolirane su DNA i RNA korištenjem 

komercijalno dostupnih setova (RNA PowerSoilTM Total RNA Isolation Kit, MO BIO 

Laboratories, Inc., Carlsbad, CA te RNA ˗ PowerSoilTM DNA ˗ Elution Accessory kit, MO BIO 

Laboratories, Inc., Carlsbad, CA). Oko 0,5 g sedimenta s razvijenim obraštajem izvagano je u 

tubici s navojem, dodana je otopina koja pomaže u ekstrakciji te sprječava razgradnju nukleinskih 

kiselina. Zatim je dodana otopina koja sadrži fenol:kloroform:izoamil alkohol. Uzorak je 15 min 

horizontalno miješan na tresilici te 10 min centrifugiran na 2.500 ×g. Supernatant je premješten u 

čistu tubicu te je dodana otopina koja omogućuje taloženje ostataka stanice i proteina. Uzorci su 

ostavljeni 10 min na 4 ̊ C nakon čega su centrifugirani 10 min na 2.500 ×g. Supernatant je prebačen 

u čistu tubicu te je dodan 100% izopropanol te su uzorci ostavljeni 30 min na sobnoj temperaturi, 

centrifugirani 10 min na 2.500 ×g. Nastali talog je otopljen u zasićenoj otopini soli koja omogućuje 

vezanje nukleinskih kiselina za matriks kolone za ekstrakciju. Nanošenjem pufera na kolonu za 

ekstrakciju prema preporuci proizvođača (RNA PowerSoilTM Total RNA Isolation Kit, MO BIO 

Laboratories, Inc., Carlsbad, CA) RNA se ispire s kolone u čistu tubicu, dok DNA zaostaje na 

matriksu unutar kolone. Kako bi se povećala koncentracija izolirane RNA, uzorak se taloži uz 
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pomoć izopropanola te se otapa u 100 µL vode. Nakon ispiranja RNA s matriksa kolone za 

ekstrakciju RNA, s iste kolone isprana je DNA dodavanjem pufera za ispiranje DNA (RNA ˗ 

PowerSoilTM DNA ˗ Elution Accessory kit, MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA). U kolonu 

se dodaje pufer za ispiranje DNA koji se prikuplja u čistu tubicu. Koncentracija izolirane DNA i 

RNA provjerena je na Qubit® 2.0 Fluorometru (Invitrogen Molecular probes Inc., Oslo, 

Norveška). Prosječna koncentracija izolirane DNA bila je 45,9 ng/µL, dok je koncentracija RNA 

bila 38.6 ng/µL. Korištenjem komercijalno dostupnog TURBO DNAfreeTM Kit (Ambion, Austin, 

TX, SAD) prema uputama proizvođača uklonjena je zaostala DNA iz uzoraka izolirane RNA. U 

čistu Eppendorf tubicu od 1,5 mL dodano je 30 mL uzorka, 3 µL 10 × reakcijskog pufera te 1,5 

µL DNaze. Pripremljeni uzorci su 30 min grijani na 37 ˚C. PCR umnožavanjem 16S rRNA gena 

provedeno je na svim uzorcima korištenjem univerzalnih početnica 27F-1492R (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') kako bi se provjerila učinkovitost uklanjanja DNA iz 

uzoraka izolirane RNA (Borneman i Triplett, 1997). Početnice su kratke jednolančane nukleinske 

kiseline kojima se određuje regija koja će se umnožiti DNA polimerazom (Cox, 2015). Produkti 

lančane reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction – PCR) naneseni su na 1,5% 

agarozni gel te je provedena elektroforeza na 60 V u trajanju od 45 min, nakon čega su gelovi 

obojeni u 1 × TAE puferu u Gel DocTM XR system (BIO-RAD, CA SAD). Korišten je marker za 

očitavanje veličine vrpci (DNA Ladder 1000 bp, GeneON, Njemačka). Korištenjem Superscript 

III First strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) napravljeno je reverzno 

prepisivanje RNA u komplementarnu DNA (cDNA). Reakcijska smjesa napravljena je miješanjem 

25 µL reakcijskog pufera, 1 µL Oligo-početnice,  2 µL Taq smjese, 5 µL RNA  predloška te 17 

µL vode koja ne sadrži DNaze i RNaze. Prepisivanje RNA u cDNA provedeno je PCR 

umnažanjem prema uvjetima navedenim u Tablici P7. Svi izolirani uzorci u svim fazama bili su 

pohranjeni na  ̶ 80 ˚C. 

 

3.3.3.3.  Sekvenciranje 16S rRNA hipervarijabilne regije 

Korištenjem početnice 515f/806r (Caporaso i sur., 2011) napravljeno je sekvenciranje sljedeće 

generacija (eng. next generation sequencing - NGS) ciljane V4 regije 16S rRNA na Illumina MiSeq 

System (2×250 PE na Research Technology Support Facility Michigan State University, SAD 

(Kozich i sur., 2013). Sekvenciranje sljedeće generacije podrazumijeva tehnologiju visoke 

propusnosti koja određuje sekvence nukleinskih kiselina i identificira razlike unutar uzoraka. Ono 
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omogućava karakterizaciju mikrobnih zajednica izvan mogućnosti klasičnih metoda (Alekseyev i 

sur., 2018; Maeda i sur., 2003). Bioinformatičke analize sekvenci provedene su koristeći platformu 

QIIME2 2020.11 (Bolyen i sur., 2019). Demultipleksiranje i filtriranje sekvenci provedeno je 

korištenjem demux komponente. U slijedećem koraku filtrirane su smetnje i napravljena je 

dereplikacija korištenjem DADA2 komponente (dada2) (Callahan i sur., 2016). Sljedovi 

nukleotida grupirani su u varijante amplikonskih sekvenci (eng. amplicon sequence variant – 

ASV). Taksonomsku klasifikacija ASV napravljena je korištenjem Silva 132 baze podataka (Quast 

i sur., 2013). Nakon taksonomske klasifikacije iz podataka su uklonjene rijetke sekvence (< 25% 

uzoraka) kao i one koje imaju nizak broj pojavljivanja u cijelom setu podataka (< 100). Za procjenu 

različitosti mikrobne zajednice obraštaja između pojedinih uzoraka (beta raznolikost) napravljena 

je rarefakcija. Tijekom rarefakcije broj sekvenci u svakom uzorku normaliziran je nasumičnim 

odabirom podskupa od 60.000 (DNA) i 90.000 (cDNA) sekvenci po uzorku kako bi se smanjila 

pogreška uslijed različite dubine sekvenciranja u pojedinim uzorcima. 

 

3.3.3.4. Metoda lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu 

Za simulaciju utjecaja onečišćenja na zajednicu obraštaja korištena je smjesa farmaceutika koja je 

između ostalih spojeva sadržavala dva antibiotika: sulfisoksazol (klasa sulfonamida) i eritromicin 

(klasa makrolida). Metoda lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (eng. real-time PCR 

ili quantitative PCR – qPCR) korištena je za kvantificiranje broja kopija četiri gena koji kodiraju 

za otpornost na antibiotike korištene u ovom istraživanju. U DNA i cDNA uzorcima izoliranih iz 

bakterijske komponente obraštaja kvantificirani su geni tj. njihova ekspresija: i) sul1 koji kodira 

enzim dihidropteroat sintazu gram-negativnih bakterija otpornih na sulfonamide te je povezan s 

drugim genima otpornosti integrona klase 1, ii)  sul2 koji kodira enzimdihidropteroat sintaza gram-

negativnih bakterija otpornih na sulfonamide (gen se uobičajeno nalazi u plazmidima) te iii) ermB 

koji kodira enzim ribosomsku metilazu B uobičajeno kod gram-pozitivnih bakterija otpornih na 

makrolide. Također je kvantificiran gen integron-integraze klase 1 (intI1) koji kodira enzim 

integrazu 1 gram-negativnih bakterija. Gen intI1 služi kao pokazatelj antropogenog onečišćenja i 

horizontalnog prijenosa gena (Gillings i sur., 2015; Stalder i sur., 2014), a povezan je i s otpornošću 

na izloženost antibioticima, dezinfekcijskim sredstvima i teškim metalima (Zheng i sur., 2020a). 

Svi geni su kvantificirani pomoću početnica i uvjeta navedenih u Tablici 5. qPCR standardne 

krivulje dobivene su serijom razrjeđenja ekstrakata DNA i cDNA koji sadrže poznatu 
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koncentraciju ciljnog gena u rasponu od 109 do 102 kopije gena µL-1. Svi geni kvantificirani su 

korištenjem SYBRGreen boje na sustavu MX3005 (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, SAD) 

(Subirats i sur., 2018). Svaka reakcija je provedena na mikropločama ukupnog volumena 30 µL, 

te je sadržavala 1 µL DNA ili cDNA predloška, odgovarajuću koncentraciju 0,2 µM svake 

početnice te 2 × Brilliant III Ultra Fast QCPR Master Mix (Agilent Technologies, SAD). Svi uzorci 

su kvantificirani u duplikatima koristeći standardne krivulje s visokim korelacijskim koeficijentom 

(u prosjeku > 0,998), pokazujući visoku iskoristivost (91,86 ± 3,18%) i široko dinamičko područje. 

Koncentracije ciljanih gena normalizirane su koristenjem broja kopija gena 16S rRNA. 

 

3.3.3.5. Analiza podataka i statistički postupci 

 

Za karakterizaciju raznolikosti mikrobne zajednice obraštaja (alfa raznolikost) određeno je 

bogatstvo vrsta (koristeći Chao 1 indeks) te bogatstvo i ujednačenost vrsta prisutnih u uzorku 

(koristeći Shannonov indeks). Alfa raznolikost određena je korištenjem diversity komponente 

platforme QIIME2. Studentov t-test korišten je za procjenu značajnosti razlike indeksa između 

pojedinih uzoraka/tretmana. Za procjenu različitosti mikrobne zajednice između uzoraka (beta 

raznolikost) izračunata je Bray-Curtisova matrica sličnosti koja se temeljila na prosječnim ASV 

vrijednostima transformiranim Hellingerovom tranformacijom. Dobivene matrice udaljenosti 

vizualizirane su koristeći analizu glavnih koordinata (eng. principale coordinate analysis – PCoA), 

statističku metodu kojom se visoko dimenzionalni podaci iz matrica sličnosti/udaljenosti 

reduciraju u niže dimenzionalni prostor uz očuvanje varijance koja je prisutna u originalnim 

podatcima. Struktura zajednice je analizirana u R programu korištenjem 'phyloseq' paketa 

(McMurdie i Holmes, 2013). 

Značajnost promjene koncentracije gena dobivene metodom qPCR određivana je ANOVA testom 

za normalno distribuirane podatke i neparametrijskim Kruskal-Wallis testom za asimetrično 

distribuirane. Testovi su provedeni u R programu korištenjem paketa 'vegan' (Oksanen i sur., 

2022). 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

 

4.1. Razvoj metode za istovremenu izolaciju i detekciju onečišćivala, 

metabolita i proteina iz okolišnih uzoraka 

 

4.1.1. Utjecaj SPE kolona na učinkovitost izolacije  

 

Obje kolone za pročišćavanje supernatanata (Oasis HLB i Oasis HLB Prime) pokazale su se 

učinkovitima (Álvarez-Sánchez i sur., 2010). Razlika u vrijednostima utjecaja matrice između 

korištenih kolona nije bila statistički značajna (F(2, 60) = 0,15; p = 0,7). Oasis HLB Prime kolone 

postizale su u prosjeku 25% nižu iskoristivost metode u odnosu na Oasis HLB kolone (F(2, 60) = 

5,53; p = 0,001), iako je sama provedba jednostavnija i znatno brža (Tablica P1). Bolja iskoristivost 

Oasis HLB kolona vjerojatno je posljedica provođenja dodatnih koraka (kondicioniranje i 

uravnoteženje) prije nanošenja samog uzorka. Stoga izbor između ove dvije SPE kolone ovisi o 

postavkama samog istraživanja. Na primjer, ako istraživanje uključuje velik broj uzoraka s ciljem 

detektiranja općih obrazaca, Oasis HLB Prime bi bio bolji izbor zbog brže izvedbe, dok Oasis 

HLB daje preciznije i pouzdanije rezultate u slučajevima kada je potrebno precizno određivanje 

koncentracije pojedinog spoja. 

 

4.1.2. Utjecaj matrice 

 

Zabilježena je statistički značajna razlika (F(6, 21) = 3,133; p = 0,006) između utjecaja matrice u 

različitim tkivima. Kod većine testiranih spojeva uočena je supresija signala zbog utjecaja matrice, 

koja je u prosjeku iznosila 72%. Sličan rezultat o utjecaju matrice zabilježen je prethodnim 

istraživanjem provedenim na školjkašima (Alvarez-Muñoz i sur., 2015). Najveća supresija signala 

zabilježena je u obraštaju i mahovini (80%), a najniža u odraslim tularima (63%) (Tablica P2). 

Istraživanja su pokazala da određeni organi (npr. jetra) ili životinjske vrste koje sadrže veći 

postotak lipida postižu lošije rezultate zbog visokog utjecaja matrice (Alvarez-Muñoz i sur., 2015; 

Grabicova i sur., 2018; Ziarrusta i sur., 2016). Iz rezultata ovog istraživanja vidljivo je smanjenje 

utjecaja matrice od ličinačkog prema odraslom stadiju tulara, iako razlika nije bila statistički 
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značajna, dok kod vretenaca nije uočen sličan trend (Slika 8a). Takvi rezultati vjerojatno su 

posljedica razlike u tipu preobrazbe, s obzirom da tulari imaju potpunu preobrazbu te prilikom 

stadija kukuljice gube značajnu količinu masnih zaliha (Past, 1971), dok u vretenaca, stadij 

kukuljice izostaje te je utjecaj matrice sličan u ličinačkom i odraslom stadiju (Slika 8a). 

Utjecaj matrice do danas nije mjeren u uzorcima obraštaja i mahovine, ali su naši rezultati 

usporedivi s rezultatima zabilježenim na riječnom sedimentu i biljkama (Barreales-Suárez i sur., 

2018; Cueva-Mestanza i sur., 2008; Petrie i sur., 2014; Riemenschneider i sur., 2017). 

 

 

Slika 8. a) Prosječni utjecaj matrice (%) i b) iskoristivost metode (%) prikazana kao srednja 

vrijednost (+standardna greška) izmjerena u okolišnim uzorcima: obraštaj, rakušci, mahovina te 

odrasli i ličinački stadiji vretenaca i tulara. Različita slova označavaju značajne razlike između 

setova podataka. 
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Tablica 6. Prosječne vrijednosti utjecaja matrice (%) i iskoristivosti metode (%) za korištene 

spojeve (farmaceutike) izmjeren u okolišnim uzorcima (ličinke i odrasle jedinke tulara, rakušci, 

obraštaj, ličinke i odrasle jedinke vretenaca, mahovina). SE – standardna pogreška, min – najmanja 

vrijednost, max – najveća vrijednost. 

 

  utjecaj matrice iskoristivost metode 

spoj srednja vrijednost SE min max srednja vrijednost SE min max 

paracetamol 46,97 5,56 33,87 67,07 122,26 9,15 85,72 153,29 

benzilparaben 68,12 7,71 38,37 81,02 140,69 31,01 32,18 283,70 

deksametazon 67,16 6,98 42,91 86,06 122,04 15,91 62,35 181,56 

diklofenac 61,21 6,45 39,39 76,87 108,70 14,90 57,83 174,19 

etilparaben 44,24 11,89 2,10 73,63 112,30 17,66 47,96 172,33 

gemfibrozil 68,37 5,65 46,94 80,42 131,09 22,14 40,11 203,32 

hidroklorotiazid 74,75 3,26 62,93 82,79 120,26 14,69 53,90 164,22 

ketoprofen 54,32 2,68 46,52 61,78 140,47 12,55 100,51 189,26 

naproxen 59,07 3,42 46,58 67,25 120,85 10,30 82,93 167,12 

1H benzotriazol 72,33 5,87 53,84 85,86 98,59 12,80 82,93 167,12 

azaperol 87,74 2,23 80,81 92,31 89,45 7,33 52,21 132,20 

azaperone 87,21 2,76 78,23 92,82 83,32 15,48 58,86 111,21 

kofein 44,53 8,61 27,58 65,76 103,94 5,84 76,68 124,16 

karbamazepin 80,18 3,56 67,54 87,97 92,42 15,28 32,84 139,86 

klopidogrel 84,16 2,18 78,26 89,78 86,53 18,23 19,99 136,56 

difenilhidramin 76,27 4,58 59,09 86,46 81,62 9,13 37,99 106,82 

epoksi karbamazepin 65,60 5,75 26,98 87,32 100,16 8,19 47,58 137,33 

met benzotriazol 74,84 6,05 54,11 87,27 89,08 10,93 41,36 117,83 

propanolol 77,39 2,80 69,84 86,96 89,03 9,47 48,40 119,11 

ranitidin 68,77 15,11 8,44 86,15 90,71 7,98 62,04 122,88 

sertralin 80,09 2,75 69,78 85,47 74,48 9,33 33,93 98,58 

sotalol 75,24 10,15 34,92 87,11 87,54 5,79 64,87 105,58 

trisbutoksi fosfat 90,48 2,08 82,58 94,74 96,13 19,13 30,79 166,74 

triskloroizopropil 

fosfat 
83,80 3,03 72,76 90,22 82,01 12,80 29,01 121,98 

tiebendazol 83,85 3,42 71,68 91,86 93,91 11,65 42,12 127,59 
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4.1.3. Iskoristivost metode 

 

Prosječna iskoristivost metode između matrica iznosila je između 57% i 139% (Slika 8b), dok je 

standardna pogreška bila ispod 8% za većinu spojeva unutar matrica (Tablica P1), što ukazuje na 

visoku razinu ponovljivosti (Alvarez-Muñoz i sur., 2015). Većina proučavanih spojeva postigla je 

iskoristivost iznad 40% unutar većine matrica, što se smatra prihvatljivim rezultatom s obzirom na 

različita fizikalno-kemijska svojstva spojeva (lipofilnost i pKa) te na gubitak spojeva prilikom 

pročišćavanja bioloških uzoraka (Alvarez-Muñoz i sur., 2015; Fernandez-Torres i sur., 2011) 

(Tablica 6). Zabilježena je statistički značajna razlika u iskoristivosti metode između korištenih 

tkiva (F(6,175) = 30,536; p ˂ 0,001). Prosječna iskoristivost metode za većinu spojeva unutar 

složenih bioloških matrica bila je u skladu s rezultatima drugih istraživanja provedenih na 

makroskopskim beskralježnjacima, ribama, biljkama i mulju (Azzouz i sur., 2011; Cueva-

Mestanza i sur., 2008, 2008; Gros i sur., 2012; Riemenschneider i sur., 2017; Wu i sur., 2012).  

 

4.1.4. Izolacija mikroplastike iz okolišnih uzoraka 

 

Granule plastike (Tablica 2) izgubile su prosječno manje od 0,04% početne težine prilikom 

provedbe protokola za razgradnju tkiva (potpoglavlje 3.1.7.). Protokol iii) u kojem je korištena 

smjesa HNO3 i H2O2 pokazao je najbolje rezultate razgradnje tkiva te je njegova provedba najbrža 

i najjednostavnija. Pomoću protokola iii) testiran je prosječni gubitak čestica za četiri tipa 

mikroplastike (Tablica 2). Prosječna pogreška u brojanju čestica prije implementacije protokola 

iznosila je 3%, dok je nakon implementacije protokola iii) prosječni gubitak iznosio 18,5% 

(F(6,18) = 0,75; p < 0,001). U prosjeku je najveći gubitak čestica uočen za polistiren (45,7%). 

Polistiren je od odabranih tipova plastike najosjetljiviji na izlaganje niskim pH vrijednostima, zbog 

čega dolazi do deformiranja strukture čestica te sljepljivanja čestica (Dehaut i sur., 2016). 

Prisutnost masti u životinjskim uzorcima (ličinački stadiji tulara i vretenaca) također je uzrokovala 

sljepljivanje mikroplastike, što je otežavalo detekciju i brojanje. Otežana izolacija mikroplastike 

iz tkiva bogatih mastima je uočena i prethodnim istraživanjem (Dawson i sur., 2020). S druge 

strane, okolišni uzorci poput obraštaja sadržavaju čestice mineralnog supstrata (sediment), kojeg 

je lako zamijeniti za čestice mikroplastike (Monteiro i Pinto da Costa, 2022). Međutim, nije uočena 

statistički značajna razlika u gubitku čestica između različitih tipova mikroplastike i različitih tkiva 
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(F(6,18) = 0,87;  p = 0,43; F(3,18) = 0,02; p = 1). Prema tome, gubitak nije ovisio o tipu tkiva kao 

ni o tipu mikroplastike. 

 

4.1.5. Učinkovitost izolacije proteina upotrebom različitih surfaktanata 

 

Testirani surfaktanti korišteni u izolaciji proteina iz uzoraka tulara pokazali su zadovoljavajuće 

rezultate, osobito RapiGest SF i urea, koji su prigodni i za analizu proteoma korištenjem 

spektrometrije masa (Pop i sur., 2014) (Tablica P3). Zabilježena je statistički značajna razlika u 

učinkovitosti izolacije proteina između sva tri korištena surfaktanta (F(3, 33) = 16,32; p < 0,001). 

Najmanja učinkovitost izolacije proteina zabilježena je u najčešće upotrebljavanog surfaktanta – 

SDS (0,97 mg L-1), dok je najveća koncentracija izoliranih proteina zabilježena upotrebom 

RapiGest SF (22,81 mg L-1). Postignuti rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim prethodnim 

istraživanjima prilikom izoliranja membranskih proteina te kompletnog proteoma (Wu i sur., 

2011). Rezultati elektroforeze na gelu pokazali su da RapiGest SF i SDS izoliraju sličan profil 

proteina, s većom učinkovitošću u izolaciji većih proteina, dok je urea pokazala veću učinkovitost 

u izolaciji manjih proteina (Slika 9). Dodatno, korištenjem BSA kao kontrole pokazano je da 

protokol izolacije sa SDS-om nije kompatibilan s kvantifikacijom proteina metodom po 

Bradfordu, prema tome nije prikladan za planirani eksperimentalni tijek. Prema dobivenim 

rezultatima, protokol sa surfaktantom RapiGest SF se pokazao najefikasnijim u izolaciji proteina 

te je korišten u daljnjem istraživanju. 

 

 

 

 

 



41 
 

 

Slika 9. Koncentracija proteina  (kDa) provjerena elektroforezom na gelu nakon izolacije iz ličinki 

tulara korištenjem tri surfaktanta: SDS (natrijev dodecil-sulfat), urea i RapiGest SF, provjerena 

elektroforezom na gelu. 

 

4.1.6. Kratki opis razvijene metode za istovremenu izolaciju i detekciju onečišćivala, 

metabolita i proteina iz okolišnih uzoraka 

 

Razvijena metoda pokazala se vrlo učinkovitom u izolaciji kemijskog onečišćenja iz različitih 

tipova okolišnih uzoraka te omogućuje praćenje odgovora organizama na stres na razini proteina i 

metaboloma. Otapanjem uzoraka tkiva u acetonitrilu, dodatnom razgradnjom stanica 

ultrasoničnom sondom te odvajanjem taloga od supernatanta omogućena je izolacija kemijskih 

onečišćivala i metabolita iz supernatanta te proteina i mikroplastike iz taloga (Slika 1, Slika 10a i 

10b). S obzirom da su obje SPE kolone pokazale zadovoljavajuće rezultate iskoristivosti metode i 

utjecaja matrice, u daljnjim istraživanjima korištena je Oasis HLB Prime kolona zbog oko 40% 

brže implementacije protokola od Oasis HLB kolone (Slika 10a). Protokoli za razgradnju tkiva 

pokazali su se podjednako učinkovitima, međutim zbog brže i jednostavnije provedbe korišten je 

protokol sa smjesom HNO3 i H2O2 (Slika 10b). Za izolaciju proteina najučinkovitiji se pokazao 

protokol s RapiGest SF surfaktantom, koji je pogodan i za analizu proteina na spektrometriji masa, 

zbog čega je izolacija proteina u daljnjim istraživanjima provedena prema ovom protokolu (Slika 

10b). 
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Slika 10. Pojednostavljeni prikaz razvijene metode za a) pročišćavanje supernatanata korištenjem 

SPE kolona te b) izolacije mikroplastike i proteina iz taloga. 

 

Za razliku od dostupnih protokola za detekciju onečišćivala, ova metoda nije usko specijalizirana 

za izolaciju određenih skupina kemijskih onečišćivala (Afonso-Olivares i sur., 2016; Alvarez-

Muñoz i sur., 2015; Azzouz i sur., 2011; Huerta i sur., 2015; Omar i sur., 2016; Paíga i sur., 2017; 

Santos i Ramos, 2016), nego daje zadovoljavajuće rezultate u izolaciji širokog spektra kemijskih 

onečišćivala. Također, metoda omogućuje detekciju mikroplastike kao jednog od široko 

rasprostranjenih oblika onečišćenja (Koutnik i sur., 2021). Budući da posljedice dugoročne 

izloženosti onečišćenju najčešće nisu odmah vidljive na makroskopskoj razini, uz detekciju i 

kvantifikaciju onečišćivala u okolišu, praćenje molekularnih odgovora (npr. na razini proteina i 

metabolita) organizama koji su njima izloženi omogućuje bolje razumijevanje procesa koji se 

odvijaju uslijed izlaganja (višestrukom) stresu (Allwood i sur., 2021). Glavna prednost ove metode 

je što omogućuje provedbu niza analiza iz jednog uzorka tkiva, pri čemu se ubrzava sam proces 

obrade te se smanjuje ukupni trošak provođenja pokusa. 
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4.2.  Istraživanje utjecaja mikroplastike, farmaceutika i endokrinih modulatora na 

strukturu metaboloma i proteoma mahovine i tulara 

 

4.2.1. Zastupljenost čestica mikroplastike u mahovini i sedimentu 

 

Rasprostranjenost čestica mikroplastike unutar mezokozmos sustava određena je analizom 

uzoraka sedimenta, mahovine, tkiva i kućica tulara vrste M. nycterobia. Najveći udio čestica 

zabilježen je na površini mahovine, a iznosio je 254,5 ± 14,08 čestica g-1 suhog tkiva (Tablica P4, 

Slika 11a). Koncentracija mikroplastike na mahovini pokazivala je statistički značajne varijacije 

kroz vrijeme trajanja pokusa (F(3,20) = 61,71; p < 0,001). Najveća koncentracija zabilježena je 

15. dana (284,65 ± 17,42 čestica g-1) i 30. dana pokusa (278,31 ± 19,79 čestica g-1) te se značajno 

smanjila prema kraju pokusa (200,56 ± 16,08 čestica g-1) (Slika 11b; Tablica P4). Velika adsorpcija 

čestica mikroplastike na površinu mahovine vjerojatno je posljedica guste i razgranate strukture 

biljke (Bhattacharya i sur., 2010), ali i njezinog položaja unutar akvarija, odnosno vertikalnog 

pružanja duž vodenog stupca. Za razliku od mahovine, u sedimentu je na kraju pokusa zabilježena 

iznimno niska koncentracija mikroplastike (1,19 ± 0,27 čestica g-1), koja čini oko 4% ukupne 

količine mikroplastike dodane u sustav na početku pokusa (Slika 11a).  

Niska koncentracija mikroplastike u sedimentu upućuje na spor razvoj obraštaja koji pospješuje 

njenu sedimentaciju (Fazey i Ryan, 2016; Kaiser i sur., 2017; Miao i sur., 2021). Istraživanja 

pokazuju da je česticama plastike manje gustoće (npr. polietilen, ρ = 0,86 g cm-3), čak i nakon 

uočenog stvaranja obraštaja, potrebno preko sedam tjedana kako bi se sedimentirale na dno 

(Kowalski i sur., 2016; Leiser i sur., 2020). Poznato je da i kopnene i vodene biljke mogu 

adsorbirati plastiku na svoju površinu, ali samo je nekoliko istraživanja pratilo akumulaciju nano- 

i mikroplastike na mahovinama (Capozzi i sur., 2018; Roblin i Aherne, 2020). Capozzi i sur. 

(2018) uočili su da se unutar zatvorenog slatkovodnog ekosustava preko 50% čestica adsorbira na 

površinu mahovine, što je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istraživanju (Slika 11a). Prema 

tome, osim što ima potencijal kao pokazatelj onečišćenja mikroplastikom u slatkovodnim i 

kopnenim ekosustavima (Capozzi i sur., 2018; Roblin i Aherne, 2020), mahovina pokazuje i veliki 

potencijal za uklanjanje čestica iz vodenog stupca. To je osobito važno za plastiku niže gustoće, 
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kao što su polietilen i polipropilen, koji i jesu među najčešćim tipovima plastike koje pronalazimo 

u okolišu (Scherer i sur., 2020). 

 

 

 

Slika 11. Prisutnost mikroplastike kao a) relativni udio u komponentama mezokozmos pokusa; b) 

koncentracija čestica mikroplastike (g-1 + standardna pogreška) na mahovini tijekom trajanja 

pokusa. 

 

4.2.2. Zastupljenost čestica mikroplastike u različitim razvojnim stadijima tulara 

 

U jedinkama tulara pronađen je vrlo mali broj čestica mikroplastike. Međutim, broj pronađenih 

čestica statistički se značajno mijenjao kroz životne stadije tulara (F(3,18) = 5,66; p = 0,007). 

Najveća koncentracija mikroplastike zabilježena je u ličinkama (F(3,18) = 4,34; p = 0,018), kao 

jedinom stadiju koji se hrani (Thorp i Rogers, 2011), što ukazuje na mogući unos čestica putem 

hrane (Redondo-Hasselerharm i sur., 2018; Scherer i sur., 2020; Windsor i sur., 2019). Isti obrazac 

uočen je i izražavanjem koncentracije mikroplastike po gramu suhog tkiva tulara (Slika 12). 

Nasuprot tome, u životnim stadijima koji se ne hrane (predkukuljice, kukuljice i odrasli) pronađen 

je mali udio čestica dodanih u sustav na početku pokusa (0,13%) (Slika 12). Međutim, u jedinkama 

koje su prije uzorkovanja ostavljene u čistoj vodi na 24 h kako bi izbacile sadržaj crijeva, nije 

zabilježena ni jedna čestica mikroplastike. Ovaj rezultat pokazuje da većina čestica samo prolazi 

kroz probavni sustav tulara, bez ugradnje u njihova tkiva. 
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Slika 12. Koncentracija čestica mikroplastike (g-1  + standardna pogreška) zabilježena u tkivu 

tulara kroz različite životne stadije (izraženo u masi suhog tkiva te po jedinci tulara). 

 

Budući da tulari neposredno prije izlijetanja izlaze iz vode te ostavljaju svlak na okolnoj vegetaciji, 

čestice mikroplastike koje su zaostale na površini tijela vjerojatno će biti odbačene zajedno sa 

svlakom, zbog čega pronalazak čestica u odraslim jedinkama (Slika 12) ukazuje na moguću 

ugradnju mikroplastike u tkivo tulara. Prijenos mikroplastike i drugih onečišćivala iz vodenog u 

kopneni ekosustav putem vodenih kukaca može uzrokovati njihovo akumuliranje u kopnenim 

predatorima (pauci, odrasla vretenca, ptice, šišmiši i dr.) (Cetinić i sur., 2021; Previšić i sur., 2020; 

Thorp i Rogers, 2011). 

 

4.2.3. Mikroplastika u kućicama tulara 

 

Osim što unose mikroplastiku u organizam, tulari je koriste i kao materijal za izgradnju kućica. 

Naime, čestice mikroplastike pronađene su u kućicama ličinki i kukuljica (Slika 13). Veći broj 

čestica pronađen je u kućicama kukuljica (0,58 ± 0,23 čestica po kućici) nego u kućicama ličinki 

(0,25 ± 1,3 čestica po kućici). Ovakav rezultat je očekivan s obzirom da neposredno prije stvaranja 

kukuljice, tulari okolnim sedimentom nadograđuju kućicu koju su imali u posljednjem stadiju 

ličinke. Zabilježena razlika nije bila statistički značajna (F(1,11) = 1,69; p = 0,22), moguće zbog 

malog broja uzoraka uključenih u analizu. Prethodna istraživanja (Ehlers i sur., 2020, 2019; 

Gallitelli i sur., 2021; Tibbetts i sur., 2018) zabilježila su statistički značajne razlike između kućica 

različitih razvojnih stadija, ali je koncentracija mikroplastike u sustavu bila 2–40× viša nego u 
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našem istraživanju. Iako mikroplastika ugrađena u kućice tulara nema izravan utjecaj na 

organizme, zbog niže gustoće plastike u odnosu na čestice sedimenta koje tulari inače koriste u 

izgradnji kućica, stabilnost kućice može biti narušena, što može dovesti do otežanog kretanja te 

povećane izloženosti tulara predatorima (Ehlers i sur., 2020, 2019). 

 

 

Slika 13. Broj čestica mikroplastike pronađenih u kućicama tulara + standardna pogreška. 

 

4.2.4. Unos čestica mikroplastike u tulare konzumiranjem mahovine 

 

Najzastupljeniji tip polimera zabilježen na mahovini bio je polipropilen, zatim je slijedio 

polietilen, dok je polistiren bio zastupljen u vrlo niskim koncentracijama u analiziranim uzorcima. 

Sličan obrazac uočen je i u uzorcima tulara (Slika 14a i 14b), što ukazuje na to da su tulari 

najvjerojatnije primarno unosili mikroplastiku konzumiranjem mahovine. Iako ni jedno 

dosadašnje istraživanje nije povezalo prisutnost mikroplastike na mahovini s prijenosom u vodene 

beskralježnjake, Mateos-Cárdenas i sur. (2022) utvrdili su unos čestica polietilena u rakušca 

(Gammarus duebeni Lilljeborg, 1852) konzumacijom vodene leće (L. minor). Također, brojna 

istraživanja provedena u prirodnim vodenim tijelima ukazuju na mogući unos mikroplastike u 

vodene beskralježnjake hranjenjem (Foley i sur., 2018; Nelms i sur., 2018; Redondo-Hasselerharm 

i sur., 2018; Wagner i sur., 2014; Windsor i sur., 2019). Ovo istraživanje potvrđuje da se putem 

mahovine, koja ima veliku sposobnost zadržavanja mikroplastike na svojoj površini, čestice mogu 

prenositi kroz hranidbeni lanac. 
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Slika 14. Omjer tipova mikroplastike u prosječnom broju čestica zabilježenih u a) mahovini i b) 

tularima.  

 

4.2.5. Utjecaj mikroplastike, smjese farmaceutika i endokrinih modulatora na tulare 

 

Utjecaji mikroplastike, farmaceutika i endokrinih modulatora te njihove kombinacije analizirani 

su na molekularnoj razini: produkcija proteina i promjena metaboličkih profila. PRC analize 

sastava metabolita potvrđuje da je 33% ukupne varijance podataka objašnjeno promjenom 

životnog ciklusa tulara, dok je 60% objašnjeno utjecajem tretmana. Monte Carlo permutacija 

pokazala je značajnu ordinaciju (F(3,18) = 152,55; p = 0,001; svojstvena vrijednost = 3063,70). 

Rezultati PRC analize pokazuju odvajanje uzoraka izloženih stresorima od kontrole ovisno o 

promjeni sastava i strukture metabolita kroz vrijeme trajanja pokusa (Slika 15a i 15b). U odnosu 

na kontrolu, najveća odstupanja uočena su u stadiju ličinke i predkukuljice, dok su razlike bile 

manje izražene u stadiju kukuljice. Veća odstupanja u stadiju ličinke zabilježena su u tretmanima 

koji su uključivali mikroplastiku. Ovi rezultati se slažu s rezultatima dobivenim analizom 

koncentracije mikroplastike u tkivima tulara (Slika 12) te je vjerojatno upravo povećana 

koncentracija mikroplastike u probavnom sustavu ličinki uzrokovala najveće odstupanje od 

kontrole. Povećani odgovor na stres u vodenim beskralježnjacima može biti posljedica oštećivanja 

epitela crijeva uslijed unošenja čestica mikroplastike u probavni sustav, kao što je uočeno u 

ličinkama dvokrilaca vrste Chironomus riparius Meigen, 1803 (Silva i sur., 2021). Iako se 

predkukuljice tulara ne hrane, kod njih je, također, zabilježeno visoko odstupanje od kontrole. U 

dostupnoj literaturi nema istraživanja koja razjašnjavaju zabilježeni obrazac, međutim, postoji 

vjerojatnost da mehanizmi u tom stadiju i dalje ostaju aktivni. Smanjeno odstupanje od kontrole u 

kukuljicama izloženim stresorima može upućivati na stabilizaciju fizioloških procesa kukaca ili 
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možda smanjenu reakciju na okoliš uslijed intenzivne metaboličke promjene za vrijeme procesa 

metamorfoze. S obzirom na nedostatak saznanja, ove pretpostavke potrebno je dodatno istražiti. 

Uočeno je da izloženost farmaceuticima i endokrinim modulatorima pokazuje slične varijacije u 

metaboličkim setovima podataka kao i mikroplastika (Slika 15) ukazujući na to da je stres izazvan 

mikroplastikom usporediv sa stresom izazvanim smjesom farmaceutika i endokrinih modulatora. 

Prethodnim istraživanjima uočeno je da farmaceutici i endokrini modulatori uzrokuju povišenu 

razinu stresa kod vodenih beskralježnjaka (Gómez-Canela i sur., 2016; Previšić i sur., 2020), 

međutim, ovo istraživanje nadograđuje rezultate praćenjem dinamike fizioloških odgovora tulara. 

Iako su individualni utjecaji stresora (mikroplastike i spojeva) uzrokovali sličnu razinu stresa u 

tularima, postoje naznake sinergijskog (kombiniranog) učinka pri izlaganju kombinaciji 

onečišćivala. Aditivni učinak je uočen samo u ličinačkom stadiju na početku pokusa, te nestaje u 

kasnijim stadijima (Slika 15). Takav rezultat upućuje na povećanu razinu stresa uslijed izlaganja 

višestrukom stresu, ali i na brzu prilagodbu organizama na promjenu uvjeta u okolišu (Overgaard 

i Sørensen, 2008; Pallarés i sur., 2017). 

Istraživanja koja prate utjecaje mikroplastike u kombinaciji s drugim okolišnim stresorima u 

blagom su porastu (Green i sur., 2019), dok istraživanja kombiniranog utjecaja mikroplastike, 

farmaceutika i endokrinih modulatora na slatkovodne kukce u potpunosti izostaju. Međutim, 

istraživanja na mekušcima ukazuju da mikroplastika može služiti kao vektor prijenosa toksičnih 

spojeva te da se fiziološki odgovor jedinki vrste Unio tumidus Philipsson, 1788 na farmaceutike 

mijenja u prisutnosti mikroplastike (Martyniuk i sur., 2022). 

 



49 
 

 

Slika 15. Promjena metaboličkih profila dobivenih PRC analizom u uzorcima tulara izloženim 

stresorima u odnosu na kontrolu. Vremensku komponentu predstavlja promjena životnih stadija 

tulara s odvojenim odgovorima u a) mužjaka i b) ženki kod kukuljica nakon 60. dana pokusa, te 

odraslih jedinki. Brojevi u zagradama označavaju dane izloženosti stresorima. 

 

4.2.6. Razlike u mehanizmima obrane od stresa između mužjaka i ženki tulara 

 

U kukuljicama koje su bile pred završetkom procesa metamorfoze te u odraslim jedinkama bilo je 

moguće odrediti spol, što je omogućavalo praćenje razlika u odgovorima između mužjaka i ženki. 

Kukuljice mužjaka i ženki (60. dan pokusa) pokazale su najveće razlike u metaboličkim 

odgovorima u svim tretmanima u usporedbi s kontrolom (Slika 15a i 15b). Dostupna istraživanja 

uočila su slične obrasce kod kukaca koji su izloženi parazitima, predatorima, kemijskom stresu, 

utjecajima klimatskih promjena i slaboj kvaliteti hrane (Lindsey i Altizer, 2009; Slos i sur., 2009; 
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Stillwell i Davidowitz, 2010). Razlike u odgovorima mogu se objasniti različitim evolucijskim 

ulogama mužjaka i ženki, koje su dovele do razvoja različitih mehanizama za obranu od stresa. U 

većini istraživanja, ženke su pokazale značajno snažniji odgovor od mužjaka (González-Tokman 

i sur., 2020; Lindsey i Altizer, 2009; Slos i sur., 2009). Razvoj mehanizama za obranu od stresa 

može utjecati na smanjivanje fitnesa jedinki. Fitnes ženki usko je vezan uz duljinu života, s kojom 

raste i broj potomaka, zbog čega im je ulaganje energije u razvoj mehanizama za obranu od stresa 

isplativo, dok je mužjacima fitnes prvenstveno određen uspjehom parenja (Boots i Begon, 1993; 

Schmid-Hempel i Ebert, 2003; Slos i sur., 2009). Stoga, u mužjaka je prisutan kompromis između 

ulaganja u razvoj mehanizama za obranu od stresa, koji im omogućuju dulji životni vijek kao i 

ulaganja u mehanizme kompeticije koji će im omogućiti veći broj parenja (McKean i Nunney, 

2005). 

 

4.2.7. Promjena u metaboličkim putevima tulara izloženih stresu 

 

Metaboliti koji pripadaju masnim kiselinama (72% – od kojih 36% čine nezasićene masne kiseline 

i 9% zasićene), glikolipidima (17%), terpenoidima (7%) i karboksilnoj kiselini (2%) pokazali su 

najznačajnije promjene prilikom izlaganja učinku mikroplastike, spojeva te njihove kombinacije 

(Slika 16; Tablica P5). U ovom istraživanju zabilježeno je povećanje stearolne i miristinske 

kiseline (zasićene masne kiseline) koje je osobito izraženo u ličinkama i predkukuljicama 

izloženim stresorima (Slika 15). Povećanje miristinske kiseline zabilježeno je kod lisnih uši kada 

su izložene temperaturnom stresu (Chen i sur., 2005).  

 

 

Slika 16. Udio skupina metabolita koji su u jedinkama tulara pokazali najznačajniji odgovor na 

izlaganje stresu u različitim eksperimentalnim tretmanima. 
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Osim ključne uloge u skladištenju energije, strukturi membrane i fiziološkoj regulaciji 

beskralježnjaka (Silva i sur., 2017), lipidi su uključeni u većinu metaboličkih puteva zbog čega se 

često koriste kao bioindikatori (He i Ding, 2020; Tagliaferro i sur., 2022). Promjene u udjelima 

zasićenih i nezasićenih masnih kiselina kod brojnih organizama upućuju na adaptaciju na 

zagađenje/onečišćenje, izgladnjivanje i visoke temperature (Fokina i sur., 2013; Guerzoni i sur., 

2001; Rocchetta i sur., 2006). 

Iz skupine lipida uočili smo promjene u koncentraciji jasmonske kiseline i njenog prekursora 12-

okso-fitodienske kiseline (OPDA) (Slika 17). Povećana koncentracija zabilježena je u tularima 

izloženim tretmanima koji su uključivali spojeve (farmaceutici i endokrini modulatori te 

kombinacija spojeva i mikroplastike). Jasmonska kiselina i OPDA pripadaju fitohormonima koji 

igraju glavnu ulogu u obrani biljaka od herbivora usporavajući njihov rast i razvoj (Chen i sur., 

2019). Međutim, u mahovini je prisutan samo plastidni dio puta biosinteze jasmonske kiseline koji 

rezultira nastajanjem prekursora OPDA, dok su geni peroksisomalnog puta odsutni (Monte i sur., 

2018). Zbog toga jasmonska kiselina nije detektirana u analiziranim uzorcima mahovine 

(potpoglavlje 4.2.9). Izvor jasmonske kiseline u našim uzorcima nije poznat, ali se metabolit istog 

kemijskog sastava kao jasmonska kiselina može sintetizirati u kukcima kao rezultat detoksifikacije 

OPDA iz uzoraka mahovine (Shabab i sur., 2014). 
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Slika 17. Odnos koncentracija identificiranih metabolita u tkivima tulara iz različitih 

eksperimentalnih tretmana  prikazan heat map analizom. Koncentracije identificiranih metabolita 

označena je intenzitetom crvene boje, pri čemu jači intenzitet označava višu koncentraciju. 

 

Uz promjene u metabolizmu lipida, uočene su i povišene koncentracije juvenilnih hormona u 

uzorcima tulara izloženim stresorima (Slika 17). Juvenilni hormoni imaju vrlo važnu ulogu u 

fiziologiji kukaca budući da sudjeluju u regulaciji rasta, razvoja i reprodukcije kukaca (Wheeler i 

Nijhout, 2003). Povećanje koncentracije juvenilnog hormona u posljednjem stadiju ličinke utječe 

na odgađanje metamorfoze uzrokujući dodatno presvlačenje, dok preuranjeni pad u koncentraciji 

ovog hormona utječe na prerano izlijetanje te pojavu nerazvijenih spolnih organa i krila (Smykal 
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i sur., 2014). Prema tome, zabilježene povećane koncentracije juvenilnih hormona (I i III) u 

tularima vjerojatno su dovele do odgođenog razvoja i izlijetanja jedinki tulara izloženih stresorima, 

što je uočeno i u ovom istraživanju (Slika 18). 

 

 

Slika 18. Vremenska dinamika izlijetanja tulara u različitim eksperimentalnim tretmanima 

izražena jednostavnim pomičnim prosjekom od tri dana.  

 

4.2.8. Ukupna koncentracija proteina u tularima izloženim stresu 

 

Vremenska dinamika ukupne koncentracije proteina u tularima prati sličan obrazac koji je 

zabilježen u metaboličkim profilima (Slika 19). Značajne razlike uočene su između tretmana, ali i 

između životnih stadija (F(3,16) = 4,18; p < 0,05 i F(5,80) = 61,25; p < 0,05). Također je uočen 

značajan efekt interakcije tretmana i promjene životnih stadija (F(15,80) = 2,19; p < 0,05), 

ukazujući na to da je koncentracija ukupnih proteina u pojedinim tretmanima različita kroz različite 

razvojne stadije. Značajne razlike (p < 0,05) zabilježene su između ličinki uzorkovanih na samom 

početku pokusa (0. dan pokusa) i onih uzorkovanih nakon 15 dana. Ta razlika vjerojatno je 

posljedica stresa uzrokovanog promjenom uvjeta u okolišu, odnosno samim pokusom. Osobito 

velika razlika uočena je u ličinkama uzorkovanim 15. dan pokusa između jedinki izloženih 

stresorima u odnosu na kontrolne. Povišene koncentracije ukupnih proteina kod životinja izloženih 

stresu zabilježene su i prethodnim istraživanjima (Browne i sur., 2014; Shen i sur., 2014; Zielińska 

i sur., 2021). Porast proteina vjerojatno se događa uslijed aktivacije unutarstaničnih obrambenih 
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mehanizama, temeljenih na proteinima (Browne i sur., 2014; Shen i sur., 2014; Zielińska i sur., 

2021). Razlike u koncentraciji ukupnih proteina nisu uočene, vjerojatno zbog nespecifičnog 

obrambenog mehanizma (Rowley i Powell, 2007). Vremenska dinamika ukupne koncentracije 

proteina, odnosno povećanje razine proteina (u usporedbi s kontrolnim uzorcima) nakon čega je 

uslijedio pad koncentracije uočeno je u riba izloženim solima teških metala (HgCl2, Pb(NO3)2, 

CuSO4 × 5H2O, NiSO4 × 7H2O (Gopal i sur., 1997). Mužjaci i ženke su također pokazali statistički 

značajnu razliku u koncentraciji ukupnih proteina pri čemu su ženke imale značajno višu 

koncentraciju od mužjaka vjerojatno zbog ulaganja u reproduktivne funkcije (Tojo, 1971). 

 

 

Slika 19. Ukupna koncentracija proteina + standardna pogreška (mg g-1) u životnim stadijima 

tulara te ženkama i mužjacima iz različitih eksperimentalnih tretmana. Brojevi u zagradama 

označavaju dane izloženosti stresorima. 
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4.2.9. Promjena metaboličkog profila u mahovinama izloženim stresu 

 

PRC analiza metaboloma mahovine potvrđuje da je 32% varijance podataka objašnjeno 

vremenskom komponentom dok je 63% varijance objašnjeno tretmanima. Monte Carlo 

permutacija pokazala je značajnu ordinaciju za tretmane (F(98, 6) = 15,08; p = 0,001; svojstvena 

vrijednost = 1501,20). Za razliku od zabilježenih metaboličkih profila tulara, mahovina nije 

pokazala značajan metabolički odgovor prilikom izlaganja mikroplastici (Slika 20). Za razliku od 

mikroplastike, tretmani koji su uključivali spojeve (spojevi te kombinacija spojeva i mikroplastike) 

uzrokovali su intenzivnije promjene (Slika 20). Ovi rezultati pokazuju da utjecaj stresora na neki 

organizam u velikoj mjeri ovisi o svojstvima samog organizma. Spojevi, koji su otopljeni u vodi 

ulaze u tkiva mahovine i tulara te uzrokuju reakciju organizma (Matich i sur., 2019; Previšić i sur., 

2020). Za razliku od spojeva, mikroplastika samo zaostaje na površini mahovine, dok je tulari 

unose u probavni sustav. Unošenje mikroplastike u organizam može dovesti do fizičkih oštećenja 

i usporavanja probave tulara (Pittura i sur., 2018; Straub i sur., 2017). Prema tome, dobiveni 

rezultati naglašavaju razlike u odgovorima različitih organizama na isti stresor.  

Osim razlike u jačini odgovora postoji razlika i u vremenskoj dinamici odgovora. Mahovina je 

pokazala intenzivan metabolički odgovor u tretmanima sa spojevima na početku pokusa, nakon 

čega je uslijedila stabilizacija (Slika 20). S druge strane, uočena je veća varijabilnost metaboličkog 

odgovora tulara, što upućuje na promjenu osjetljivosti tijekom životnog ciklusa. 
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Slika 20. Metabolički profili dobiveni PRC analizom u mahovinama izloženim različitim 

eksperimentalnim tretmanima. 

 

4.2.10. Promjena metaboličkog odgovora mahovine izložene stresu 

 

Masne kiseline i njihovi metaboliti (50%) bili su najzastupljenija skupina metabolita koja je 

pokazala promjene u mahovinama izloženim stresorima (Slika 21; Tablica P6). Promjene u 

metabolizmu lipida vjerojatno su, kao i u tularima, odgovor na izlaganje stresorima, s obzirom da 

masne kiseline i njihovi metaboliti igraju glavnu ulogu u staničnoj regulaciji i signalizaciji 

odgovora na stres kod biljaka (Okazaki i Saito, 2014). Uočena je promjena u koncentraciji alfa-

linolenske kiseline i OPDA , metabolita iz oktadekanoidnog puta koji se odvija u plastidima (Slika 

22). OPDA, kao što je već spomenuto (potpoglavlje 4.2.7.), važna je signalna molekula koja 

sudjeluje u obrani od biljojeda (Shabab i sur., 2014). Međutim, promjene u koncentraciji OPDA u 

uzorcima izloženim spojevima i kombinaciji spojeva i mikroplastike mogu upućivati na pojačano 

sintetiziranje OPDA u uvjetima abiotičkog stresa. 
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Slika 21. Udio skupina metabolita koji su pokazali najveći odgovor u različitim ekperimentalnim 

tretmanima u mahovinama. 

 

Gemfibrozil, jedan od farmaceutika korištenih u smjesi spojeva (Tablica 3), utječe na metabolizam 

linolne kiseline (STITCH) (Szklarczyk i sur., 2016) te su zabilježene povišene koncentracije 

nekoliko metabolita linolne kiseline (15-HEPE, 13R-HODE, 9S-HOTrE, mangiferna kiselina). 

Nadalje, koncentracija monordena C, koji je inhibitor HSP90 (proteina toplinskog šoka, eng. heat 

shock proteins), bila je izrazito povećana u mahovinama izloženim spojevima i mikroplastici. 

Nguyen i sur. (2020) pokazali su da monorden C sprječava ili usporava razvoj biljnih bolesti 

uzrokovanih gljivicama. Osim monordena C uočeno je povećanje koncentracije abijetinske 

kiseline (skupina terpena) koja se koristi kao biomarker stresa u četinjačama te palmitinske kiseline 

koja je zabilježena u brojnim biljkama izloženim stresu (Slika 22) (Costa i sur., 2016; Zhukov, 

2015).  
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Slika 22. Odnos koncentracija identificiranih  metabolita prikazan heat map analizom u mahovini 

iz različitih eksperimentalnih tretmana. Koncentracije identificiranih metabolita označena je 

intenzitetom crvene boje, pri čemu jači intenzitet označava višu koncentraciju. 

 

4.2.11. Promjena ukupne koncentracije proteina u mahovini izloženoj stresu 

 

Statistički značajna razlika zabilježena je u koncentraciji ukupnih proteina između uzoraka 

mahovine izloženih stresorima i kontrole (F(3,8) = 11,71; p < 0,05), sa značajnim razlikama kod 

mahovine izložene spojevima te kombinaciji spojeva i mikroplastike (Slika 23). Ovi rezultati 

razlikuju se od rezultata ukupne koncentracije proteina uočenih u tularima (Slika 19), ali su u 
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skladu s metaboličkim odgovorima mahovina (Slika 20 i Slika 22). Uočen je značajan učinak 

tretmana tijekom vremena (F(9,24) = 6,39; p < 0,05) pri čemu su značajno niže koncentracije 

ukupnih proteina izmjerene u uzorcima izloženim spojevima te kombinaciji spojeva i 

mikroplastike. Sličan obrazac uočen je u biljkama koje su izložene niskoj koncentraciji pesticida, 

dok je izlaganje visokim koncentracijama pesticida uzrokovalo znatan porast razine proteina 

(Seddiqui i Ahmed, 2006). Takvi rezultati vjerojatno upućuju na smanjenu ekspresiju proteina i/ili 

pojačanu razgradnju proteina prilikom izlaganja niskim koncentracijama kemijskih tvari, kao što 

je bilo u našem slučaju, dok visoke koncentracije uzrokuju aktivaciju unutarstaničnih obrambenih 

mehanizama u mahovini. Međutim, potvrda ovih pretpostavki zahtjeva detaljnu proteomsku 

obradu. 

 

 

Slika 23. Ukupna koncentracija proteina u mahovini zabilježena u različitim eksperimentalnim 

tretmanima tijekom trajanja pokusa. 

 

 

 

 

 



60 
 

4.3. Istraživanje utjecaja onečišćenja i suše na raznolikost mikrobne 

zajednice obraštaja i strukturu metaboloma  

 

4.3.1. Utjecaj vremena kolonizacije i tretmana na sastav obraštaja 

 

Istraživana je struktura mikrobne zajednice obraštaja praćene u zatvorenom sustavu umjetnih 

tekućica (Slika 7). Sastav i struktura mikrobne zajednice analizirna je na razini ukupne DNA koja 

uključuje ukupnu mikrobnu zajednicu (aktivnu, neaktivnu zajednicu i nedavno uginule svojte), te 

na razini cDNA koja se odnosi samo na aktivne komponente mikrobne zajednice obraštaja 

(Gionchetta i sur., 2020). Sekvenciranje ciljane V4 regije bakterijskog ribosomalnog gena 16S 

generiralo je oko 27.723 i 287.584 očitanja po uzorku. Nakon obrade seta podataka, ukupan broj 

sekvenci bio je 2.931.656 s 5.811 različitih ASV-ova u ukupno 18 uzorka.  

Taksonomskom DNA analizom, u mikrobnoj zajednici obraštaja ukupno je ustanovljeno 29 

koljena te 62 razreda, dok je analizom na cDNA razini ustanovljeno 29 koljena i 63 razreda 

(Tablica P12, P13, P14, P15). Sastav mikrobne zajednice obraštaja bio je sličan u svim provedenim 

tretmanima na obje analizirane razine (Slika 24). Prema DNA analizi, ustanovljeno je da su u 

mikrobnoj zajednici najzastupljeniji razredi: Alphaproteobacteria s prosječnom relativnom 

zastupljenošću od 30,85%, Oxyphotobacteria (koljeno Cyanobacteria) s 20,25% te u manjoj mjeri 

razredi Bacteroidia (red Bacteroidetes) s 14,85% i Gammaproteobacteria s 11,16% (Slika 24). Na 

temelju taksonomske analize aktivne cDNA, koja služi za detekciju aktivne komponente mikrobne 

zajednice, zabilježena je slična struktura zajednice kao na temelju DNA analize (Slika 24), pri 

čemu su u mikrobnoj zajednici dominirali razredi: Alphaproteobacteria (24,3%), 

Oxyphotobacteria (20,15%) i  Bacteroidia (10,6%). Sastav ukupne i aktivne komponente mikrobne 

zajednice obraštaja je sličan zajednicama koje nastanjuju prirodne vodotokove (Battin i sur., 2016; 

Timoner i sur., 2014) te slične eksperimentalne sustave (Subirats i sur., 2018). 

Karakterizacija raznolikosti zajednica nije pokazala statistički značajnu razliku u bogatstvu vrsta 

koristeći Chao 1 indeks, te u bogatstvu vrsta i ujednačenosti zajednice koristeći Shannon-ov indeks 

(Tablica P8, P9, P10 i P11), što sugerira da nema značajne promjene u alfa raznolikosti među 

tretmanima. Poznato je da zajednica obraštaja u slatkovodnim sustavima brzo reagira na 

poremećaje (Proia i sur., 2013; Sabater i sur., 2007; Subirats i sur., 2018) te je izostanak statističkih 
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značajnih razlika u raznolikosti bakterijske zajednice na prvi pogled neočekivan. Međutim, 

pokazano je da tijekom izlaganja obrašataja isušivanju i onečišćenju dolazi do veće promjene 

zajednici algi u odnosu na bakterijsku zajednicu (Corcoll i sur., 2015). Također je pokazano da su 

kod povremenih tekućica promjene u bogatstvu vrsta i ujednačenosti mikrobne zajednice povezane 

s obilježjima slivnog područja tekućice, dok značajke samog riječnog toka i intenzitet isušivanja 

uvjetuju odgovor na nižim taksonomskim razinama (Giulia Gionchetta i sur., 2020). 

Unatoč izostanku odgovora na višoj taksonomskoj razini, na nižoj razini taksonomskih jedinica 

(vrsta) ukupna i aktivna komponenta mikrobne zajednica obraštaja pokazala je odgovor povezan 

s vremenom trajanja pokusa i presušivanjem (Slika 25). U PCoA analizi, prva ordinacijska os, koja 

objašnjava 47% ukupne varijance u slučaju ukupne DNA, te 48% u slučaju cDNA, odvojila je 

početne uzorke od uzoraka prikupljenih na kraju pokusa, bez obzira na tretmane (Slika 25). Druga 

ordinacijska os, koja objašnjava 17% varijance u podacima u slučaju ukupne DNA kao i u slučaju 

cDNA, odvaja uzorke koji su bili izloženi presušivanju, neovisno o izloženosti onečišćenju (Slika 

25). Navedeni rezultati odgovaraju prijašnjim istraživanjima koja pokazuju značajan efekt trajanja 

pokusa na mikrobnu zajednicu obraštaja u sličnim mezokozmos sustavima (Subirats i sur., 2018). 

Vezano za presušivanje, opaženi efekt je u skladu s in-situ rezultatima koji govore o značajnoj 

promjeni mikrobne zajednice slanih močvara uslijed isušivanja (McKew i sur., 2011). U istom 

istraživanju opaženo je da ponovna uspostava normalnog hidrološkog režima nije dovela do 

uspostave početnog sastava mikrobne zajednice nego do daljnjih promjena u njenoj strukturi što 

donekle odgovara efektima opaženim u pokusu gdje tijekom oporavka mikrobne zajednice 

obraštaja nije došlo do grupiranja zajednica povezanih sa stalnim tokom i presušivanjem. 

Onečišćenje farmaceutski aktivnim spojevima nije uzrokovalo promjene u sastavu mikrobne 

zajednice tijekom oporavka od stresa presušivanja što govori da je presušivanje u ovom pokusu 

bilo dominantni stresor. Moguće je da je izloženost obraštaja presušivanju povećalo toleranciju 

mikrobne zajednice na djelovanje farmaceutski aktivnih spojeva. Takav obrazac je primijećen 

prilikom izlaganja bakterija stresnim događajima kao što su promjena temperature, ograničenje 

hranjivih tvari, prisutnost slobodnih radikala itd. (Bernier i Surette, 2013). S druge strane, moguće 

je da je primijenjena koncentracija farmaceutski aktivnih spojeva bila preniska da bi utjecala na 

promjenu sastava zajednice. 
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Slika 24. Bakterijske svojte prisutne u mikrobnoj zajednici izloženoj različitim eksperimentalnim 

tretmanima (Početak-T – početni uzorak + stalni tok; Početak-S – početni uzorak + suša; Kraj-T – 

stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-

SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan pokusa) prikazane su na razini razreda 

kao udjeli u a) ukupnoj (DNA) i b) aktivnoj (cDNA) zajednici . Prikazani su razredi zastupljenosti 

>1%, dok su razredi s manjom zastupljenošću grupirane u kategoriju „rijetke vrste“. 

 

Slika 25. Prikaz PCoA ordinacije a) analiza ukupne DNA i b) analiza cDNA mikrobne zajednice 

obraštaja prilikom izlaganja različitim eksperimentalnim tretmanima: Početak-T – početni uzorak 

+ stalni tok; Početak-S – početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – 

stalni tok + onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – 

uzorak uzorkovan 55. dan pokusa. Zelenom bojom je označen je obraštaj u uvjetima stalnog toka, 

dok je žutom bojom prikazan obraštaj izložen presušivanju. 



63 
 

4.3.2.  Utjecaj onečišćenja na ekspresiju gena za bakterijsku rezistenciju na antibiotike 

u obraštaju 

 

Prisutnost farmaceutski aktivnih spojeva nije uzrokovala promjene u sastavu mikrobne zajednice 

obraštaja što može govoriti da je primijenjena koncentracija farmaceutski aktivnih spojeva niska. 

Međutim, nađeno je da niže koncentracije farmaceutski aktivnih spojeva, posebice antibiotika, ne 

uzrokuju staničnu smrt već mogu uzrokovati stres i pokrenuti cijelu kaskadu molekularnih procesa 

koji između ostalog uključuju ekspresiju gena povezanih s otpornošću na antibiotike (Giulia 

Gionchetta i sur., 2020). S obzirom na to da su za simulaciju utjecaja onečišćenja između ostalih 

spojeva korištena i dva antibiotika: sulfisoksazol (klasa sulfonamida) i eritromicin (klasa 

makrolida), kvantificirani su geni i ekspresija gena koji kodiraju enzime povezane s otpornošću 

gram-negativnih bakterija otpornih na sulfonamide (sul1 i sul2) i otpornošću gram-pozitivnih 

bakterija na makrolide (ermB). Također je kvantificiran gen i ekspresija gena integron-integraze 

klase 1 (intI1) koji služi kao pokazatelj antropogenog onečišćenja i horizontalnog prijenosa gena 

(Gillings i sur., 2015; Stalder i sur., 2014). Prisutnost gena intI1, sul1, sul2 uočena je u svim 

uzorcima dok je količina gena ermB bila ispod razine detekcije (56 kopija µL-1, Slika 26a). 

Međutim, nisu uočene statistički značajne razlike u relativnim koncentracijama gena među 

različitim tretmanima (intI1 - F(4, 10) = 2,92; p > 0,05, sul1 - F(4,10) = 1,12; p > 0,05, sul2 - F(4, 

10) = 0,9; p > 0,05)) što sugerira da tretmani nemaju značajan utjecaj na koncentraciju gena 

povezanih s otpornošću na antibiotike. Geni intI1 i sul1 imali su približno tri reda veličine 

smanjenu ekspresiju dok je količina eksprimiranog gena sul2 bila ispod razine detekcije (75 kopija 

µL-1, Slika 26b). Navedeno ukazuje da, iako mikrobna zajednica prisutna u obraštaju posjeduje 

genetski potencijal povezan s otpornošću na antibiotike, isti nije bio izražen u uvjetima provođenja 

pokusa što sugerira da je primijenjena koncentracija antibiotika bila preniska ili da je 

međudjelovanje stresora negativno djelovalo na ekspresiju navedenih gena (Bernier i Surette, 

2013). Prethodna istraživanja koja su izlagala mikrobnu zajednicu obraštaja utjecaju antibiotika u 

sličnoj koncentraciji također ukazuju na izostanak promjene u koncentraciji gena povezanih s 

otpornošću na antibiotike (Subirats i sur., 2018). Međutim, navedeno istraživanje ukazuje na 

interakciju između koncentracije gena i stresa povezanog s dostupnom količinom hranjivih tvari 

(simuliranom kao različite koncentracije fosfata, nitrata i amonijaka) (Subirats i sur., 2018). U 
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ovom radu potencijalno međudjelovanje stresora možemo isključiti jer nisu uočene statistički 

značajne razlike u relativnim koncentracijama gena niti je došlo do njihovog ekspresije. 

 

 

Slika 26. Relativna zastupljenost ciljanih gena za antibiotsku rezistenciju i antropogeni stres u 

bakterijskim DNA i RNA uzorcima obraštaja izloženim onečišćenju, presušivanju i njihovoj 

kombinaciji. Početak – kompozitni početni uzorak iz svih tretmana; Kraj-T – stalni tok bez 

onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + 

onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan pokusa. 
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4.3.3. Utjecaj vremena kolonizacije i presušivanja na metabolom mikrobne zajednice u 

obraštaju 

 

PC analiza pokazuje da varijancu u podacima metaboloma mikrobne zajednice najviše objašnjava 

vrijeme kolonizacije (71%) i presušivanje (12%). Za vrijeme kolonizacije, najveća aktivnost 

uočena je među terpenoidima i poliketidima (prikazano Van Krevelenovim dijagramima, Slika 

27b). S druge strane, aktivnost lipida i terpenoida izmijenjena je u uzorcima izloženima suši u 

odnosu na početne uzorke (Slika 27c). Lipidi i terpenoidi imaju važnu ulogu u biosintezi stanične 

stijenke, regulaciji procesa koji se odvijaju na staničnoj membrani te u skladištenju energije (De 

Carvalho i Caramujo, 2018; Tholl, 2006), dok terpenoidi sudjeluju i u transportu elektrona te 

pretvaranju svjetlosne energije u kemijsku, što utječe na rast prokariotskih organizama (Boronat i 

Rodríguez-Concepción, 2015). Također, dosadašnja istraživanja pokazuju da funkcionalna sinteza 

poliketida doprinosi stvaranju obraštaja (Pang i sur., 2012), što odgovara aktivaciji poliketida 

uočenoj prilikom kolonizacije obraštaja (Slika 27b).  

Prokariotski terpenoidi također igraju važnu ulogu u obrani od stresa (Boronat i Rodríguez-

Concepción, 2015). Prethodnim istraživanjima je pokazano da terpenoidi koji se nalaze na 

staničnoj membrani sudjeluju u obrani stanica od okolišnog stresa (Dempster i Sommerfeld, 1998; 

Rosselló-Mora i sur., 2008; Serra-Compte i sur., 2018a). U ovom istraživanju vidljiva je jasna 

aktivnost molekula alifatske strukture, poput derivata karboksilne kiseline (karnitin, acetilkarnitin 

i azelainska kiselina), što na Van Krevelenovom dijagramu odgovara presjeku između područja 

lipida, aminokiselina i peptida (Slika 27b i 27c). Bakterije koriste karnitin i acetilkarnitin kao 

osmoprotektore i/ili osmolite (Meadows i Wargo, 2015), dok se prisutnost azeleiske kiseline 

povezuje s obranom od presušivanja (Serra-Compte i sur., 2018a). Povećana aktivnost 

aminokiselina/peptida prilikom izlaganja suši može se povezati s njihovom ulogom 

osmoprotektora, s obzirom da je prethodnim istraživanjima zabilježeno da povećana koncentracija 

aminokiselina u citoplazmi pomaže mikroorganizmima prevenirati isušivanje stanica (Kol i sur., 

2010). 
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Slika 27. a) PCA ordinacija uzoraka metaboloma mikrobne zajednice izložene različitim 

eksperimentalnim tretmanima: Početak-T – početni uzorak + stalni tok; Početak-S – početni 

uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; Kraj-S – 

suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan pokusa. Van 

Krevelenovim dijagramima prikazana je struktura metabolita koji su najviše pridonijeli odvajanju 

uzoraka u mikrobnoj zajednici: b) na prvoj ordinacijskoj osi (PC1) koja značajno odražava utjecaj 

vremena kolonizacije te c) na drugoj ordinacijskoj osi (PC2) koja značajno odražava utjecaj 

presušivanja. Intenzitet narančaste u  boje Van Krevelenovim dijagramima označava utjecaj 

pojedinog metabolita u odvajanju uzoraka u PCA ordinaciji, pri čemu jači intenzitet označava jači 

utjecaj metabolita na odvajanje uzoraka. Zelenom bojom označen je obraštaj u uvjetima stalnog 

toka, dok je žutom bojom prikazan obraštaj izložen presušivanju. 

 

4.3.4. Utjecaj vremena kolonizacije i onečišćivala na promjene u sastavu otopljene 

organske tvari u obraštaju 

 

Slično kao i u slučaju metaboloma mikrobne zajednice, varijanca u podacima otopljene organske 

tvari u obraštaju većinski je objašnjena vremenom kolonizacije (45%), pri čemu se jasno odvajaju 

uzorci obraštaja prikupljeni na početku i na kraju pokusa (Slika 28a). Iz Van Krevelenovog 

dijagrama je vidljivo da se promjene u metaboličkim profilima uzrokovane vremenom kolonizacije 

najviše očituju kroz promjene u koncentracijama poliketida, lipida i aminokiselina (Slika 28b). 

Zabilježena je pojačana aktivnost amorfnog ugljika i kondenziranih policikličkih ugljikovodika te 

aktivnost spojeva koji se nalaze na presjeku između područja lipida, aminokiselina i peptida te 

monosaharida (Slika 28b). Amorfni ugljik i kondenzirani policiklički ugljikovodici su dio 
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slatkovodnih ekosustava (Antony i sur., 2017; Coppola i sur., 2018), a u sustav umjetnih tekućica 

vjerojatno su uneseni zajedno sa sedimentom koji je korišten kao supstrat za kolonizaciju 

obraštaja. Opaženo je da mikrobna zajednica može utjecati na njihovu razgradnju (Antony i sur., 

2017; Hockaday i sur., 2006), što je vjerojatno uzrok promjene u koncentracijama ovih metabolita. 

Budući da je otopljena organska tvar usko vezana uz procese koji se odvijaju u obraštaju 

(nastajanje, trošenje i promjena uslijed ispuštanja metabolita iz mikrobne zajednice u vodu), 

očekivano je da će pokazivati slične obrasce kao i mikrobna zajednica. Iako je vrijeme kolonizacije 

značajno utjecalo na otopljenu organsku tvar, kao i na mikrobnu zajednicu u obraštaju, različite 

skupine metabolita pokazali su razlike između uzoraka iz kontrole i tretmana. Povećana aktivnost 

uočena u presjeku zona lipida, aminokiselina i peptida te monosaharida vjerojatno odražava 

izmjenu metabolita i enzima, otpadnih spojeva, signalnih molekula i hranjivih tvari između 

bakterijskih stanica unutar obraštaja i okoliša (Smith i sur., 2019). Uz vrijeme kolonizacije, 

izloženost onečišćenju objašnjava 22% varijacije u podacima (Slika 28). Najveća promjena u 

profilu otopljene organske tvari uočena je u području lipida, aminokiselina i peptida te 

monosaharida (Slika 28c). Poznato je da bakterije izlučuju određene metabolite u okolni medij (Lu 

i sur., 2019), te su Smith i sur. (2019) pretpostavili da obraštaj reagira na kemijski stres 

izlučivanjem izvanstaničnih enzima. Međutim, potrebna su daljnja istraživanja koja bi razjasnila 

promjene u sastavu i strukturi otopljene organske tvari u vodi prilikom izlaganja onečišćivalima. 
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Slika 28. a) PCA ordinacija otopljene organske tvari u različitim eksperimentalnim tretmanima: 

Početak-T – početni uzorak + stalni tok; Početak-S – početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok 

bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – 

suša + onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan pokusa. Van Krevelenovim dijagramima 

prikazana je struktura metabolita koji su najviše pridonijeli odvajanju uzoraka: b) na prvoj 

ordinacijskoj osi (PC1) koja značajno odražava utjecaj vremena kolonizacije te c) na drugoj 

ordinacijskoj osi (PC2) koja značajno odražava utjecaj izlaganja onečišćenju. Intenzitet narančaste 

u  boje Van Krevelenovim dijagramima označava utjecaj pojedinog metabolita u odvajanju 

uzoraka u PCA ordinaciji, pri čemu jači intenzitet označava jači utjecaj metabolita na odvajanje 

uzoraka. Zelenom bojom označen je obraštaj u uvjetima stalnog toka, dok je žutom bojom prikazan 

obraštaj izložen presušivanju. 

 

4.3.5. Unutarstanični odgovor obraštaja na presušivanje i onečišćenje 

 

Rezultati dobiveni analizom metaboloma mikrobne zajednice obraštaja prikazani Van 

Krevelenovim dijagramom (Slika 27c) vjerojatno su posljedica pokretanja mehanizama 

odgovornih za zadržavanje vode unutar stanica obraštaja. Bakterije sintetiziraju ili unose u stanicu 

osmoprotektore koji utječu na povećanje osmotskog tlaka unutar stanica (Meadows i Wargo, 2015; 

Wood i sur., 2001). Najčešći osmoprotektori su elektroliti (npr. K+), derivati karboksilne kiseline 

te aminokiseline i njihovi derivati. Povećana aktivnost spojeva koji se nalaze u presjeku između 

lipida, aminokiselina i peptida (Slika 27c) može se povezati promjenama u koncentraciji derivata 

karboksilne kiseline kao što su karnitin, acetilkarnitin i azelaična kiselina. Također, uočeno je da i 

sami lipidi i aminokiseline imaju zaštitnu ulogu u sprječavanju isušivanja stanica (Kol i sur., 2010). 

Suša koja je u ovom istraživanju trajala pet dana vjerojatno je utjecala na pokretanje mehanizama 
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koji imaju ulogu u zadržavanju vode unutar stanica. Ponovnom uspostavom toka, osmoprotektori 

sintetizirani u stanicama djelomično se izlučuju u okoliš. Međutim, taj proces prema Wood i sur. 

(2001) traje vrlo kratko (<60 s). S druge strane, vremenska rezolucija provedenog mjerenja je puno 

dulja (24h), što može objasniti činjenicu da nisu detektirane povećane koncentracije 

osmoprotektora analizom otopljene organske tvari u vodi. Međutim, prethodnim istraživanjem 

uočeno je da se veći dio osmoprotektora zadržava u stanicama (Wood i sur., 2001) te je u ovom 

istraživanju uočen obrazac promjene koncentracije metabolita koji odgovaraju osmoprotektorima 

u uzorcima obraštaja izloženim suši (Slika 27c). 

Mikrobna zajednica u obraštaju nije pokazala metaboličke promjene prilikom izlaganja 

onečišćenju. Ovaj rezultat vjerojatno je posljedica korištenja niskih koncentracija onečišćivala, 

koji osim na metabolom nisu imali utjecaj na promjenu sastava ukupne i aktivne komponente 

obraštaja, niti su povećali ekspresiju gena za rezistenciju na antibiotike. Lu i sur. (2019) izlagali 

su mikrobnu zajednicu smjesi antibiotika u okolišno značajnim koncentracijama. Niske 

koncentracije nisu utjecale na promjenu u replikaciji, translaciji, transkripciji i staničnoj 

proliferaciji bakterijskih stanica. Nadalje, u istraživanju koje je pratilo utjecaj presušivanja u 

kombinaciji s lijekovima, presušivanje je, kao i u našem istraživanju, bilo dominantni stresor 

(Serra-Compte i sur., 2018a). S obzirom na to da je sastav metabolita koje bakterije izlučuju u 

okoliš prilikom kemijskog stresa neistražen, za sada nije moguće u potpunosti objasniti zabilježene 

obrasce. Međutim, poznato je da bakterije izlučuju izvanstanične enzime koji razgrađuju 

kompleksne polisaharide i proteine (Smith i sur., 2019) pa prema tome postoji mogućnost da je 

odgovor bakterija na onečišćivala u okolišu također izvanstanični, što je potrebno potvrditi daljnim 

istraživanjima. 
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5. ZAKLJUČCI 

i) Razvoj metode za istovremenu izolaciju i detekciju onečišćivala, metabolita i 

proteina iz okolišnih uzoraka 

U ovom je radu razvijena sveobuhvatna metoda za istovremenu izolaciju i detekciju onečišćivala 

(farmaceutski aktivnih spojeva, endokrinih modulatora i mikroplastike) te metabolita i proteina iz 

jednog uzorka tkiva. Protokol je temeljen na ekstrakciji organskim otapalima te dodatnim 

pročišćavanjem putem ekstrakcije u čvrstoj fazi. Pokazano je da odabir kolone za pročišćavanje u 

čvrstoj fazi utječe na vrijeme obrade uzorka, iskoristivost te na kvalitetu dobivenih signala 

onečišćivala. Kolone Oasis HLB omogućuju dobivanje jasnijih signala i veće iskoristivosti dok 

kolone Oasis HLB Prime zbog manjeg broja koraka u protokolu skraćuju vrijeme za obradu 

uzoraka, što ove kolone čini pogodnom za korištenje u istraživanjima s velikim brojem uzoraka u 

kojima je cilj utvrditi obrasce ponašanja pojedinih spojeva. Sveukupna učinkovitost razvijenog 

protokola za simultanu izolaciju onečišćivala, metabolita i proteina u skladu je s učinkovitošću 

dosadašnjih protokola za pojedinačnu obradu uzoraka, što je rezultiralo manjim utroškom vremena 

i tkiva potrebnog za analizu. Čak i kada količina uzorka nije problem, dobra strana ove metode je 

izvođenje višestrukih mjerenja na istom uzorku, čime se smanjuje varijabilnost poduzoraka, štedi 

vrijeme i smanjuju troškovi eksperimenta. Razvijena metoda omogućuje integraciju informacija o 

stresu dobivenih na molekularnoj razini (metaboliti i proteini) s kvantitativno određenim razinama 

onečišćivala u organizmima te pruža slojevitiji, potpuniji i informativniji pogled na procese koji 

se odvijaju u okruženjima pod djelovanjem višestrukih stresora. Razvijena metoda korištena je za 

praćenje stresora kao i molekularnih odgovara organizama istraživanih u ovom rada. 

ii) Istraživanje utjecaja mikroplastike, farmaceutika i endokrinih modulatora na 

strukturu metaboloma i proteoma mahovine i tulara 

Rezultati mezokosmos eksperimenta u kojem je pojednostavljeni slatkovodni ekosustav izložen 

djelovanju mikroplastike i farmaceutika, pokazuju da vodeni organizmi igraju važnu ulogu u 

kruženju mikroplastike u slatkovodnim ekosustavima. Makrofiti iz skupine mahovina imaju 

sposobnost uklanjanja mikroplastike iz vodenog stupca, no pritom postaju vektori za prijenos 

mikroplastike kroz hranidbene mreže. Hranjenjem mahovinom tulari unose čestice mikroplastike 

u svoj organizam, pri čemu većina čestica prolazi kroz njihovo probavilo. Dio čestica se ipak 

zadržava u organizmu te prenosi dalje kroz životne stadije tulara, s time da se broj čestica 
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progresivno smanjuje u svakom sljedećem životnom stadiju. Međutim, ne dolazi do potpunog 

uklanjanja čestica te se prilikom izlijetanja manji dio mikroplastike prenosi iz vodenog u kopneni 

ekosustav. Tijekom izlaganja česticama mikroplastike, mahovine pokazuju blagu reakciju na stres, 

dok tulari pokazuju razine stresa usporedive s izlaganjem framaceuticima i endokrinim 

modulatorima. Do navedene razlike u reakcijama najvjerojatnije dolazi zbog toga što se kod 

makrofita mikroplastika zadržava samo na vanjskoj površini dok kod tulara ulazi u organizam. 

Prilikom djelovanja kombinacije stresora, u početnim fazama izloženosti zabilježen je sinergijski 

učinak, kako kod tulara tako i kod mahovine. Na molekularnoj razini vidljive su promjene u 

regulaciji pojedinih metabolita (većinom lipida) te u ukupnom sadržaju proteina. S druge strane, 

na makroskali promjene uzrokovane stresom i višestrukim stresom uzrokuju odgođenu 

emergenciju tulara. 

iii) Istraživanje utjecaja onečišćenja i suše  na  raznolikost mikrobne zajednice  i 

strukturu metaboloma u obraštaju 

Pokusom u sustavu umjetnih tekućica utvrđeno je dinamičko međudjelovanje mikrobne zajednice 

obraštaja i okoliša tijekom izlaganja stresu uzrokovanom presušivanjem i framaceuticima. Vrijeme 

inkubacije, kao i stres uzrokovan presušivanjem, oblikovali su zajednicu obraštaja i njezin 

metabolom. S druge strane, stres uzrokovan smjesom onečišćivala nije utjecao na mikrobnu 

zajednicu obraštaja niti na njezin metabolom. Prilikom izlaganja višestrukom stresu nisu 

primijećene značajnije promjene u odnosu na učinke stresa presušivanja. Međutim, opaženo je da 

obraštaj pod utjecajem onečišćenja mijenja kemijski sastav otopljene organske tvari sustava 

umjetnih tekućica, dok promjene u sastavu otopljene organske tvari nisu povezane sa stresom 

presušivanja. Analiza metaboloma obraštaja sugerira da stres presušivanja aktivira mehanizme 

povezane s oksidativnim stresom i zadržavanjem vode unutar stanice. S druge strane, promjene u 

sastavu otopljene organske tvari upućuju da bakterijska zajednica vjerojatno izlučuje određene 

spojeve kao odgovor na pritisak smjese onečišćivala. Sukladno tim rezultatima te identificiranim 

klasama metabolita, iznesena je pretpostavka da je presušivanje dominanti stresor te da je odgovor 

obraštaja na presušivanje unutarstanični, dok je odgovor na kemijsko onečišćenje izvanstanični. 
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7. PRILOZI 

Tablica P1. Deskriptivna statistika rezultata utjecaja matrice i iskoristivosti metode između Oasis 

HLB Prime i Oasis HLB kolona. SD – standardna devijacija, min – najmanja vrijednost, max – 

najveća vrijednost, SE – standardna pogreška. 

SPE kolone statistika 
iskoristivost 

metode (%) 

utjecaj matrice 

(%) 

Oasis HLB 

Prime 

srednja vrijednost 56,67 66,01 

medijan 47,96 81,37 

SD 27,12 25,47 

min 19,99 2,10 

max 122,88 91,86 

SE 5,22 4,90 

Oasis HLB srednja vrijednost 82,81 67,01 

medijan 76,45 69,66 

SD 27,56 14,14 

min 26,26 28,56 

max 136,11 85,65 

SE 5,30 2,72 

 

Tablica P2. Deskriptivna statistika rezultata utjecaja matrice i iskoristivosti metode u tkivima 

tulara i vretencima (odrasli i ličinke), rakušaca, mahovine i obraštaja. SD – standardna devijacija, 

min – najmanja vrijednost, max – najveća vrijednost, SE – standardna pogreška. 

tkivo statistika 
iskoristivost 

metode (%) 

utjecaj 

matrice (%) 

tulari - ličinke 

srednja 

vrijednost 
56,79 65,21 

medijan 47,77 80,46 

SD 27,42 25,62 

min 19,99 2,1 

max 122,88 91,86 

SE 5,38 5,02 

tulari - odrasli 

srednja 

vrijednost 
101,4 63,18 

medijan 95,28 68,66 

SD 25,53 18,22 

min 62,01 8,44 

max 168,55 84 

SE 5,01 3,57 
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Tablica P2. – nastavak. 

tkivo statistika 
iskoristivost 

metode 

utjecaj 

matrice 

vretenca - ličinke 

srednja 

vrijednost 
140,74 74,68 

medijan 136,32 77,8 

SD 30,93 15 

min 97,18 39,05 

max 203,32 92,82 

SE 6,07 2,94 

vretenca - odrasli 

srednja 

vrijednost 
120,49 77,37 

medijan 116,46 79,37 

SD 24,99 11,45 

min 70,8 52,9 

max 165,78 92,54 

SE 4,9 2,24 

rakušci 

srednja 

vrijednost 
113,11 73,85 

medijan 108,28 76,88 

SD 22,96 15,34 

min 64,87 30,15 

max 166,36 94,74 

SE 4,5 3,01 

mahovina 

srednja 

vrijednost 
65,65 73,14 

medijan 65,5 85,52 

SD 22,49 21,68 

min 14,81 7,92 

max 122,07 95,47 

SE 4,41 4,25 

obraštaj 

srednja 

vrijednost 
117,37 74,68 

medijan 109,49 77,8 

SD 38,89 15 

min 85,72 39,05 

max 283,7 92,82 

SE 7,63 2,94 
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Tablica P3. Deskriptivna statistika rezultata iskoristivosti metode izolacije proteina korištenjem 

različitih surfaktanata. SD – standardna devijacija, min – najmanja vrijednost, max – najveća 

vrijednost, SE – standardna pogreška. 

surfaktant statistika 
iskoristivost 

metode (%) 

SDS srednja vrijednost 0,97 

medijan 0,97 

SD 0,33 

min 0,49 

max 1,55 

SE 0,09 

urea srednja vrijednost 8,83 

medijan 10,76 

SD 5,84 

min 0,43 

max 17,15 

SE 1,69 

RapiGest srednja vrijednost 17,78 

medijan 22,02 

SD 11,03 

min 0,45 

max 29,94 

SE 3,18 

 

Tablica P4. Broj različitih tipova čestica mikroplastike zabilježenih u uzorcima mahovine i tulara 

kroz vrijeme trajanja pokusa. Tipovi plastike identificirani su Ramanovom spektroskopijom.  

 dani /stadiji polietilen polipropilen polistiren 

mahovina 

15 13 15 0 

30 9 22 2 

45 4 7 0 

60 13 10 0 

tulari 

ličinke 3 2 0 

predkukuljice 0 0 0 

kukuljice 0 1 1 

odrasle jedinke 0 1 0 
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Tablica P5. Metaboliti koji pokazuju najveći odgovor u tularima izloženim tretmanima 

(mikroplastika, spojevi i kombinacija mikroplastike  spojeva) identificirani su usporedbom s 

postojećim bazama podataka. Odstupanja dobivenih m/z vrijednosti (omjer mase i naboja) 

izražena je kao pogreška (ppm). RT – vrijeme zadržavanja, NIM – negativni ionski mod, PIM – 

pozitivni ionski mod. 

baza podataka  

pogreška 

(ppm) RT mod MZ masa naziv metabolita 

genome, lipidmaps, metlin, 

pubchem 1 15,31 NIM 279,2332 stearolna kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 14,58 NIM 254,1225 hipogeična kiselina 

genome, lipidmaps, metlin, 

pubchem 15 17,08 NIM 282,2559 petroselinska kiselina 

hmdb, lipidmaps, metlin, 

pubchem 1 13,41 NIM 252,2089 2-metil-heksadekanska kiselina 

hmdb, lipidmaps, metlin, 

pubchem 1 11,83 NIM 249,1863 (7Z,10Z)-heksadekadienska kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 2 17,59 NIM 269,249 normbreinolid 

genome, lipidmaps, metlin, 

pubchem 0 9,66 NIM 209,1184 2-metil-heksadekanska kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 11,2 NIM 505,2577 (3R,7S)-izo-jasmonska kiselina 

metlin,  pubchem 1 10,84 NIM 223,1705 miristinska kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 14,99 NIM 304,2402 

5(E)-arahidonska kiselina / 7-metiloktil (Z)-

4-decenoat / 

genome, pubchem 1 15,28 NIM 279,2017 juvenilni hormon I 

metlin,  pubchem 1 9,91 NIM 295,2282 12-okso-(9E)-oktadecenska kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 10,2 NIM 309,2076 15,16-EpODE 

genome, lipidmaps, metlin, 

pubchem 1 12,76 NIM 276,2089 stearidonska kiselina 

genome, lipidmaps, metlin, 

pubchem 1 10,21 NIM 291,197 12-OPDA 

genome, lipidmaps, metlin, 

pubchem 1 9,49 NIM 265,1813 juvenilni hormon III 

metlin,  pubchem 1 9,63 NIM 275,202 cis-parinarična kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 2 13,99 NIM 278,2246 (10E,12E,14E)-heksadekatrienil acetat 

genome, pubchem 2 16,05 NIM 305,2559 (3Z,6Z,9Z)-oktadekatrienil acetat 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 19,05 NIM 283,2647 heksadecil acetat / neostearinska kiselina 

metlin,  pubchem 7 18,98 PIM 522,3517 PC(O-16:1(9E)/2:0)[U] 

lipidmaps, metlin, pubchem 2 18,94 PIM 377,2692 MG(0:0/20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)/0:0) 

hmdb, metlin, pubchem 7 20,98 PIM 337,2713 3-metil-5-pentil-2-furanundekanska kiselina 

metlin,  pubchem 7 17,05 PIM 249,1831 4,7,10,13-heksadekatetraenska kiselina 

lipidmaps, pubchem 4 18,92 PIM 355,2858 MG(18:2(9Z,12Z)/0:0/0:0) 

hmdb, lipidmaps, metlin, 

pubchem 13 18,25 PIM 320,2351 14R,15S-EpETrE 
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Tablica P5. – nastavak. 

baza podataka  

pogreška 

(ppm) RT mod MZ masa naziv metabolita 

lipidmaps, metlin, pubchem 6 16,8 PIM 276,2089 (11E,13E)-oktadekadien-9-inoična kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 2 18,95 PIM 263,2374 9,12,15-oktadekatrienal 

hmdb, pubchem 6 16,47 PIM 337,2354 5(S),15(R)-DiHETE 

hmdb, metlin, pubchem 7 19,72 PIM 357,2974 MG(18:1(11Z)/0:0/0:0) 

hmdb, pubchem 7 18,94 PIM 393,2373 CPA(16:0/0:0) 

lipidmaps, metlin, pubchem 7 17,99 PIM 235,2039 10E,12E,14E-heksadekatrienal 

genome, pubchem 13 16,82 PIM 317,2069 kafestol 

lipidmaps, metlin, pubchem 8 19,25 PIM 237,2194 6,11-heksadekadienal 

hmdb, pubchem 7 19,47 PIM 173,0797 trans-3-oktendioinska kiselina 

metlin,  pubchem 15 15,73 PIM 249,1894 heksadeka-4,7,10,13-tetraenska kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 7 16,78 PIM 276,2089 (2E,4E,6E,11Z)-oktadekatetraenska kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 14 19,58 PIM 360,3212 N-butil arahidonoil amin 

lipidmaps, pubchem 4 16,33 PIM 250,1933 6,9,12-heksadekatrienska kiselina 

hmdb, lipidmaps, metlin, 

pubchem 7 16,5 PIM 319,2245 15-HEPE 

lipidmaps, pubchem 7 18,41 PIM 335,1604 2-brom-heksadekanska kiselina 

hmdb, lipidmaps, pubchem 8 19,34 PIM 309,2401 

3-metil-5-propil-2-furanundekanska 

kiselina 

lipidmaps, pubchem 7 20,22 PIM 338,3394 erucamid 

genome, pubchem 13 19,7 PIM 379,2793 1-arahidonoilglicerol 

lipidmaps, pubchem 7 18,96 PIM 279,2299 izorumelenska kiselina 

 

Tablica P6. Metaboliti koji pokazuju najveći odgovor u mahovinama izloženim tretmanima 

(mikroplastika, spojevi i kombinacija mikroplastike  spojeva) identificirani su usporedbom s 

postojećim bazama podataka. Odstupanja dobivenih m/z vrijednosti (omjer mase i naboja) 

izražena je kao pogreška (ppm). RT – vrijeme zadržavanja, NIM – negativni ionski mod, PIM – 

pozitivni ionski mod. 

baza podataka 
pogreška 

(ppm) 
RT mod MZ masa naziv metabolita 

genome, lipidmaps, metlin, 

pubchem 
2 9,64 NIM 315,1972 

3-beta-hidroksi-9-beta-pimar-7,15-dien-

16,6-beta-olid 

lipidmaps, pubchem,kegg 7 9,2 NIM 291,1945 6-hidroksioktadeka-7,9-diinska kiselina 

lipidmaps, pubchem 2 14,47 NIM 253,2104 (8Z)-heksadecenska kiselina 

genome, lipidmaps, pubchem 2 9,2 NIM 291,1945 
13-keto-(9Z),(11E),(15Z)-oktadekatrienska 

kiselina 

lipidmaps, pubchem 8 9,85 NIM 293,2128 13R-HODE 

hmdb, lipidmaps, metlin, 

pubchem 
2 10,57 NIM 296,2351 oktil fenilacetat 

lipidmaps, metlin, pubchem 2 10,98 NIM 247,1708 (11E)-heksadecenil acetate 

lipidmaps, metlin, pubchem 2 17,09 NIM 281,2491 kladijelin 

hmdb, metlin, pubchem 2 14,97 NIM 303,2252 mangiferinska kiselina 
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Tablica P6. – nastavak.  

baza podataka 
pogreška 

(ppm) 
RT mod MZ masa naziv metabolita 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 15,23 NIM 279,2334 krizin 

genome, hmdb, lipidmaps, 

metlin,  pubchem 
1 5,83 NIM 385,0933 2,4,6-oktatirienal 

genome, hmdb, lipidmaps, 

metlin,  pubchem 
2 10,26 NIM 121,0657 

(9Z)-(13S)-12,13-Epoksio ktadeka-9,11-

dienoična kiselina 

genome, hmdb, lipidmaps, 

metlin,  pubchem 
2 9,85 NIM 293,2128 pisiferna kiselina 

metlin, pubchem 1 9,64 NIM 315,1972 9,12-heksadekadienska kiselina 

metlin, pubchem 7 17,14 NIM 251,2019 
12-okso-(5Z),(8Z),(10E),(14Z)-

eikozatetraenska kiselina 

pubchem 1 10,34 NIM 317,2101 C16:3 

genome, hmdb, lipidmaps, 

metlin,  pubchem 
2 18,12 NIM 249,1864 abietska kiselina 

hmdb, pubchem 6 13,72 NIM 301,2178 aspidospermin 

genome, pubchem 2 8,82 NIM 354,2307 11-hidroksi sugiol 

hmdb, metlin, pubchem 2 9,64 NIM 315,1972 hidroksipropionska kiselina 

hmdb, metlin, pubchem 3 1,11 PIM 89,0242 feoforbid b 

hmdb, lipidmaps, metlin, 

pubchem 
15 11,13 PIM 607,2533 15-HEPE 

lipidmaps, metlin, pubchem 4 18,09 PIM 319,2219 4,7,10,13-dokozatetrainska kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 5 21,27 PIM 324,2089 8-hidroksi-9,11-oktadekadiinska kiselina 

hmdb, lipidmaps, metlin, 

pubchem 
15 17,57 PIM 292,2038 

1-acetoksi-2-hidroksi-16-heptadecen-4-

on 

lipidmaps, pubchem 8 20,06 PIM 327,2481 izorumelenska kiselina 

genome, hmdb, lipidmaps, 

metlin,  pubchem 
5 19,37 PIM 279,2296 alfa-metil maslačna kiselina 

genome, hmdb, lipidmaps, 

metlin,  pubchem 
7 10,82 PIM 103,0748 pimarična kiselina 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 20,65 PIM 302,2246 N-butil arahidonoil amin 

metlin, pubchem 8 18,9 PIM 340,2977 cis-parinarična kiselina 

hmdb, metlin, pubchem 8 19,46 PIM 277,214 polioksietilen monoricinoleat 

hmdb, lipidmapts, metlin, 

pubchem 
14 19,98 PIM 341,2949 persin 

lipidmaps, pubchem 7 20,29 PIM 381,2896 erucamid 

lipidmaps, metlin, pubchem 1 18,36 PIM 338,3393 cis- i trans inolfiloid 

hmdb, metlin, pubchem 8 7,61 PIM 403,142 MG(0:0/18:0/0:0) 

pubchem 2 18,8 PIM 359,3126 banksialakton E 

hmdb, metlin, pubchem 8 19,79 PIM 373,0961 gingeridion 

hmdb, metlin, pubchem 14 18,56 PIM 320.1987594 gugulsteron 

genome, hmdb, metlin,  

pubchem 
1 17,27 PIM 343,2218 pergolid 

hmdb, metlin, pubchem 1 9,2 PIM 315,1887 tovofilin B 

pubchem 2 18,8696 PIM 461,1962 monorden C 
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Tablica P7. Uvjeti provođenja prepisivanja RNA u cDNA. 

cDNA sinteza i preddenaturacija denaturacija nalijeganje produžavanje lanca 

posljednje produžavanje 

lanca 

1 ciklus 40 ciklusa 1 ciklus 

60 ºC 94 ºC 94 ºC 60 ºC 68 ºC 68 ºC 

30 min 5 min 15 s 30 s 1 min 5 min 

 

 

Tablica P8. Rezultati Studentovog t-testa za procjenu razlika u alpha raznolikosti (Chao1 indeks) 

ukupne mikrobne zajednice (DNA) između različitih tretmana (Početak-T – početni uzorak + stalni 

tok; Početak-S – početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok 

+ onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak 

uzorkovan 55. dan pokusa). SD – standardna devijacija. 

 Chao 1 indeks grupa 1 grupa 2 statistika 

DNA 

groupa 1 groupa 2 

srednja 

vrijednost SD 

srednja 

vrijednost SD t p 

Kraj-S Kraj-TO 1551,98 77,59 1639,61 53,66 -1,31 1 

Kraj-T Kraj-S 1811,10 33,98 1551,98 77,59 4,33 0,39 

Kraj-S Početak-T 1551,98 77,59 1969,64 63,91 -5,88 0,86 

Početak-S Kraj-S 1626,82 92,32 1551,98 77,59 0,88 1 

Kraj-T Početak-S 1811,10 33,98 1626,82 92,32 2,65 0,42 

Početak-S Kraj-SO 1626,82 92,32 1752,30 124,99 -1,14 1 

Kraj-SO Početak-T 1752,30 124,99 1969,64 63,91 -2,19 1 

Kraj-SO Kraj-TO 1752,30 124,99 1639,61 53,66 1,17 1 

Početak-S Početak-T 1626,82 92,32 1969,64 63,91 -4,32 1 

Kraj-S Kraj-SO 1551,98 77,59 1752,30 124,99 -1,93 1 

Kraj-T Početak-T 1811,10 33,98 1969,64 63,91 -3,10 1 

Kraj-T Kraj-TO 1811,10 33,98 1639,61 53,66 3,82 0,54 

Kraj-TO Početak-T 1639,61 53,66 1969,64 63,91 -5,59 1 

Početak-S Kraj-TO 1626,82 92,32 1639,61 53,66 -0,17 1 

Kraj-T Kraj-SO 1811,10 33,98 1752,30 124,99 0,64 1 

 

  



108 
 

Tablica P9. Rezultati Studentovog t-testa za procjenu razlika u alpha raznolikosti (Chao1 indeks) 

aktivne mikrobne zajednice (cDNA) između različitih tretmana (Početak-T – početni uzorak + 

stalni tok; Početak-S – početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni 

tok + onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak 

uzorkovan 55. dan pokusa). SD – standardna devijacija. 

 
Chao 1 indeks grupa 1 grupa 2 statistika 

cDNA 

groupa 1 groupa 2 

srednja 

vrijednost SD 

srednja 

vrijednost SD t p 

Početak-S Početak-T 2079,66 84,48 1968,09 156,35 0,89 1 

Početak-S Kraj-TO 2079,66 84,48 1849,79 101,89 2,46 1 

Kraj-SO Početak-T 1857,97 60,09 1968,09 156,35 -0,93 1 

PDt1 Kraj-TO 1901,61 111,36 1849,79 101,89 0,49 1 

Kraj-S Početak-T 1736,23 31,74 1968,09 156,35 -2,06 1 

Kraj-T Početak-S 1768,01 81,34 2079,66 84,48 -3,76 1 

Kraj-T Kraj-TO 1768,01 81,34 1849,79 101,89 -0,89 1 

Kraj-S Kraj-SO 1736,23 31,74 1857,97 60,09 -2,53 1 

Kraj-TO Početak-T 1849,79 101,89 1968,09 156,35 -0,90 1 

Kraj-S Kraj-TO 1736,23 31,74 1849,79 101,89 -1,50 1 

Kraj-T Kraj-SO 1768,01 81,34 1857,97 60,09 -1,26 1 

Kraj-T Početak-T 1768,01 81,34 1968,09 156,35 -1,61 1 

Kraj-T Kraj-S 1768,01 81,34 1736,23 31,74 0,51 1 

Početak-S Kraj-S 2079,66 84,48 1736,23 31,74 5,38 1 

Početak-S Kraj-SO 2079,66 84,48 1857,97 60,09 3,02 1 
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Tablica P10. Rezultati Studentovog t-testa za procjenu razlika u alpha raznolikosti (Shannonov 

indeks) ukupne mikrobne zajednice (DNA) između različitih tretmana (Početak-T – početni uzorak 

+ stalni tok; Početak-S – početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – 

stalni tok + onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – 

uzorak uzorkovan 55. dan pokusa). SD – standardna devijacija. 

 Shannonov indeks grupa 1 grupa 2 statistika 

DNA 

groupa 1 groupa 2 

srednja 

vrijednost SD 

srednja 

vrijednost SD t p 

Kraj-S Kraj-TO 7,08 0,27 7,24 0,18 -0,70 1 

Kraj-T Kraj-S 7,71 0,10 7,08 0,27 3,07 0,53 

Kraj-S Početak-T 7,08 0,27 7,94 0,16 -3,87 0,41 

Početak-S Kraj-S 7,60 0,25 7,08 0,27 2,01 1 

Kraj-T Početak-S 7,71 0,10 7,60 0,25 0,54 1 

Početak-S Kraj-SO 7,60 0,25 7,36 0,30 0,87 1 

Kraj-SO Početak-T 7,36 0,30 7,94 0,16 -2,41 1 

Kraj-SO Kraj-TO 7,36 0,30 7,24 0,18 0,51 1 

Početak-S Početak-T 7,60 0,25 7,94 0,16 -1,60 1 

Kraj-S Kraj-SO 7,08 0,27 7,36 0,30 -1,00 1 

Kraj-T Početak-T 7,71 0,10 7,94 0,16 -1,73 1 

Kraj-T Kraj-TO 7,71 0,10 7,24 0,18 3,17 1 

Kraj-TO Početak-T 7,24 0,18 7,94 0,16 -4,09 1 

Početak-S Kraj-TO 7,60 0,25 7,24 0,18 1,66 1 

Kraj-T Kraj-SO 7,71 0,10 7,36 0,30 1,54 1 
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Tablica P11. Rezultati Studentovog t-testa za procjenu razlika u alpha raznolikosti (Shannonov 

indeks) aktivne mikrobne zajednice (cDNA) između različitih tretmana (Početak-T – početni 

uzorak + stalni tok; Početak-S – početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-

TO – stalni tok + onečišćenje; Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj 

– uzorak uzorkovan 55. dan pokusa). SD – standardna devijacija. 

 Shannonov indeks grupa 1 grupa 2 statistika 

cDNA 

groupa 1 groupa 2 

srednja 

vrijednost SD 

srednja 

vrijednost SD t p 

Početak-S Početak-T 7,82 0,20 7,25 0,49 1,51 1 

Početak-S Kraj-TO 7,82 0,20 7,46 0,03 2,44 1 

Kraj-SO Početak-T 7,60 0,06 7,25 0,49 0,99 1 

Kraj-SO Kraj-TO 7,50 0,31 7,46 0,03 0,16 1 

Kraj-S Početak-T 7,36 0,07 7,25 0,49 0,33 1 

Kraj-T Početak-S 7,44 0,23 7,82 0,20 -1,74 1 

Kraj-T Kraj-TO 7,44 0,23 7,46 0,03 -0,11 1 

Kraj-S Kraj-SO 7,36 0,07 7,60 0,06 -3,71 1 

Kraj-TO Početak-T 7,46 0,03 7,25 0,49 0,61 1 

Kraj-S Kraj-TO 7,36 0,07 7,46 0,03 -1,84 1 

Kraj-T Kraj-SO 7,44 0,23 7,60 0,06 -0,93 1 

Kraj-T Početak-T 7,44 0,23 7,25 0,49 0,51 1 

Kraj-T Kraj-S 7,44 0,23 7,36 0,07 0,47 1 

Početak-S Kraj-S 7,82 0,20 7,36 0,07 2,97 1 

Početak-S Kraj-SO 7,82 0,20 7,60 0,06 1,48 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



111 
 

Tablica P12. Zastupljenost bakterijskih koljena (%) u ukupnoj (DNA) zajednici izloženoj 

različitim eksperimentalnim tretmanima (Početak-T – početni uzorak + stalni tok; Početak-S – 

početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; 

Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan 

pokusa). Zastupljenosti ispod 0,01% nisu izražene. 

 koljeno Pocetak-S Pocetak-T Kraj-S Kraj T Kraj-TO Kraj-SO 

DNA 

Acidobacteria 2,45 2,52 0,97 1,46 1,08 1,22 

Actinobacteria 0,34 0,74 0,38 0,54 0,68 0,47 

Armatimonadetes 0,19 0,15 0,06 0,18 0,13 0,20 

Bacteroidetes 11,60 13,37 15,46 19,08 16,09 15,05 

BRC1 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 

Chlamydiae 0,08 0,10 0,14 0,12 0,16 0,12 

Chloroflexi 0,21 0,31 0,07 0,15 0,13 0,20 

Cyanobacteria 29,44 21,69 21,79 12,74 13,18 24,29 

Deinococcus-Thermus 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 

Dependentiae 0,27 0,36 0,17 0,39 0,24 0,15 

Elusimicrobia 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Fibrobacteres 0,04 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 

Firmicutes 7,80 8,84 3,55 5,39 4,55 3,98 

Gemmatimonadetes 1,35 1,74 1,92 2,64 1,79 1,44 

Hydrogenedentes 0,15 0,09 0,09 0,06 0,03 0,09 

Kiritimatiellaeota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Latescibacteria 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Nanoarchaeaeota 0,00 0,07 0,01 0,03 0,01 0,02 

Nitrospirae 0,41 0,37 0,09 0,24 0,08 0,13 

Omnitrophicaeota 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 

Patescibacteria 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01 

PAUC34f 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Planctomycetes 3,31 4,79 4,19 3,88 4,40 5,90 

Proteobacteria 33,73 40,04 47,05 48,21 53,88 41,78 

Spirochaetes 0,07 0,10 0,06 0,05 0,02 0,02 

Thaumarchaeota 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Verrucomicrobia 7,07 3,65 3,37 3,93 2,43 3,95 

WPS-2 0,04 0,05 0,06 0,06 0,12 0,09 

Zixibacteria 0,00 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 

Nepoznato 1,40 0,92 0,53 0,79 0,97 0,83 
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Tablica P13. Zastupljenost bakterijskih koljena (%) u aktivnoj (cDNA) zajednici izloženoj 

različitim eksperimentalnim tretmanima (Početak-T – početni uzorak + stalni tok; Početak-S – 

početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; 

Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan 

pokusa). Zastupljenosti ispod 0,01% nisu izražene. 

 koljeno Pocetak-S Pocetak-T Kraj-S Kraj T Kraj-SO Kraj-TO 

cDNA 

Acidobacteria 2,27 1,87 1,20 1,40 1,40 1,42 

Actinobacteria 0,55 0,30 0,42 0,46 0,99 0,66 

Armatimonadetes 0,29 0,19 0,13 0,13 0,16 0,18 

Bacteroidetes 9,51 9,49 13,81 13,01 12,60 14,56 

BRC1 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 

Chlamydiae 0,08 0,03 0,10 0,06 0,12 0,14 

Chloroflexi 0,22 0,16 0,13 0,13 0,21 0,20 

Cyanobacteria 24,82 32,38 16,87 15,35 17,88 15,68 

Deinococcus-

Thermus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 

Dependentiae 0,63 0,52 0,57 0,63 0,41 0,50 

Elusimicrobia 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Fibrobacteres 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Firmicutes 22,43 16,75 11,67 12,27 15,19 11,49 

Gemmatimonadetes 1,02 0,71 0,55 0,57 0,40 0,57 

Hydrogenedentes 0,25 0,25 0,49 0,53 0,25 0,37 

Kiritimatiellaeota 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 

Latescibacteria 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 

Nanoarchaeaeota 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Nitrospirae 0,39 0,24 0,25 0,17 0,20 0,22 

Omnitrophicaeota 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 

Patescibacteria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

PAUC34f 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Planctomycetes 5,99 6,11 7,94 6,38 8,31 7,52 

Proteobacteria 27,19 25,66 40,89 43,84 37,95 41,16 

Spirochaetes 0,11 0,12 0,06 0,11 0,01 0,03 

Thaumarchaeota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Verrucomicrobia 3,82 4,89 4,54 4,55 3,32 4,52 

WPS-2 0,19 0,17 0,30 0,32 0,50 0,67 

Zixibacteria 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 

Nepoznato 0,17 0,10 0,04 0,05 0,05 0,06 
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Tablica P14. Zastupljenost bakterijskih razreda (%) u ukupnoj (DNA) zajednici izloženoj 

različitim eksperimentalnim tretmanima (Početak-T – početni uzorak + stalni tok; Početak-S – 

početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; 

Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan 

pokusa). Zastupljenosti ispod 0,01% nisu izražene. 

 razred Pocetak-S Pocetak-T Kraj-S Kraj T Kraj-TO Kraj-SO 

DNA 

Acidobacteria: 

Acidobacteriia 0,26 0,49 0,49 0,80 0,58 0,34 

Acidobacteria: 

Blastocatellia 0,61 0,75 0,20 0,29 0,17 0,46 

Acidobacteria: 

Holophagae 0,91 0,67 0,01 0,08 0,02 0,01 

Acidobacteria: 

podgrupa 17 0,03 0,05 0,01 0,00 0,01 0,01 

Acidobacteria: 

podgrupa 22 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 

Acidobacteria: 

Subgroup 0,64 0,54 0,26 0,28 0,30 0,40 

Acidobacteria: 

Thermoanaerobaculia 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Actinobacteria: 

Acidimicrobiia 0,08 0,12 0,17 0,32 0,31 0,22 

Actinobacteria: 

Actinobacteria 0,21 0,51 0,19 0,19 0,28 0,21 

Actinobacteria: 

Thermoleophilia 0,05 0,12 0,02 0,04 0,10 0,04 

Armatimonadetes: -- 0,13 0,04 0,01 0,03 0,01 0,04 

Armatimonadetes: 

Armatimonadia 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,02 

Armatimonadetes: 

Chthonomonadetes 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 

Armatimonadetes: 

Fimbriimonadia 0,04 0,09 0,02 0,12 0,09 0,10 

Bacteroidetes: 

Bacteroidia 11,58 13,19 15,20 18,69 15,89 14,70 

Bacteroidetes: 

Ignavibacteria 0,02 0,18 0,26 0,39 0,19 0,35 

BRC1: --- 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 

Chlamydiae: 

Chlamydiae 0,08 0,10 0,14 0,12 0,16 0,12 

Chloroflexi: 

Anaerolineae 0,14 0,23 0,04 0,09 0,09 0,14 

Chloroflexi: 

Chloroflexia 0,00 0,02 0,01 0,00 0,01 0,01 

Chloroflexi: 

Dehalococcoidia 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Chloroflexi: KD4-96 0,01 0,02 0,00 0,01 0,00 0,02 

Chloroflexi: OLB14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Chloroflexi: TK10 0,05 0,04 0,02 0,04 0,03 0,03 
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Tablica P14. – nastavak. 

 
razred Pocetak-S Pocetak-T Kraj-S Kraj T Kraj-TO Kraj-SO 

DNA 

Cyanobacteria: 

Melainabacteria 0,24 0,12 0,03 0,02 0,04 0,08 

Cyanobacteria: 

Oxyphotobacteria 29,10 21,37 21,60 12,42 12,97 24,06 

Cyanobacteria: 

Sericytochromatia 0,10 0,20 0,15 0,29 0,16 0,15 

Deinococcus-

Thermus: 

Deinococci 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 

Dependentiae: 

Babeliae 0,27 0,36 0,17 0,39 0,24 0,15 

Elusimicrobia: 

Elusimicrobia 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Fibrobacteres: 

Fibrobacteria 0,04 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 

Firmicutes: Bacilli 5,70 6,11 3,17 4,36 3,95 3,70 

Firmicutes: BRH-

c20a 0,04 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 

Firmicutes: 

Clostridia 2,06 2,69 0,38 1,02 0,61 0,29 

Gemmatimonadetes: 

--- 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 

Gemmatimonadetes: 

Gemmatimonadetes 1,34 1,73 1,92 2,63 1,78 1,44 

Hydrogenedentes: 

Hydrogenedentia 0,15 0,09 0,09 0,06 0,03 0,09 

Kiritimatiellaeota: 

Kiritimatiellae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Latescibacteria: --- 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Nanoarchaeaeota: 

Woesearchaeia 0,00 0,07 0,01 0,03 0,01 0,02 

Nitrospirae: 

Nitrospira 0,41 0,37 0,09 0,24 0,08 0,13 

Omnitrophicaeota: -

-- 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 

Omnitrophicaeota: 

Omnitrophia 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 

Patescibacteria: 

Parcubacteria 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01 

PAUC34f: --- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Planctomycetes: --- 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 

Planctomycetes: 

BD7-11 0,07 0,02 0,00 0,00 0,00 0,01 

Planctomycetes: 

linija Pla4  0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
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Tablica P14. – nastavak. 

 
razred Pocetak-S Pocetak-T Kraj-S Kraj T Kraj-TO Kraj-SO 

DNA 

Planctomycetes: 

OM190 0,47 0,81 0,40 0,38 0,36 0,37 

Planctomycetes: 

Phycisphaerae 0,29 0,45 0,33 0,55 0,51 0,45 

Planctomycetes: 

Planctomycetacia 2,44 3,49 3,43 2,93 3,51 5,00 

Planctomycetes: 

vadinHA49 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,06 

Proteobacteria: -- 0,96 0,40 0,49 0,48 0,57 0,40 

Proteobacteria: 

Alphaproteobacteria 19,05 25,85 36,55 36,26 38,04 29,59 

Proteobacteria: 

Deltaproteobacteria 1,52 1,65 1,53 1,80 1,23 1,32 

Proteobacteria: 

Gammaproteobacteria 12,20 12,14 8,48 9,68 14,04 10,47 

Spirochaetes: 

Leptospirae 0,07 0,08 0,06 0,05 0,02 0,02 

Spirochaetes: MVP-15 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 

Thaumarchaeota: 

Nitrososphaeria 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Verrucomicrobia: 

Verrucomicrobiae 7,07 3,65 3,37 3,93 2,43 3,95 

WPS-2: --- 0,04 0,05 0,06 0,06 0,12 0,09 

Zixibacteria: --- 0,00 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 

Nepoznato 1,40 0,92 0,53 0,79 0,97 0,83 
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Tablica P15. Zastupljenost bakterijskih razreda (%) u aktivnoj (cDNA) zajednici izloženoj 

različitim eksperimentalnim tretmanima (Početak-T – početni uzorak + stalni tok; Početak-S – 

početni uzorak + suša; Kraj-T – stalni tok bez onečišćenja; Kraj-TO – stalni tok + onečišćenje; 

Kraj-S – suša bez onečišćenja; Kraj-SO – suša + onečišćenje; Kraj – uzorak uzorkovan 55. dan 

pokusa). Zastupljenosti ispod 0,01% nisu izražene. 

  razred Pocetak-S Pocetak-T Kraj-S Kraj T Kraj-SO Kraj-TO 

cDNA 

Acidobacteria: 

Acidobacteriia 1,01 0,79 0,67 0,63 0,74 0,73 

Acidobacteria: Blastocatellia 0,86 0,79 0,36 0,45 0,28 0,42 

Acidobacteria: Holophagae 0,19 0,06 0,02 0,13 0,04 0,06 

Acidobacteria: podgrupa 17 0,01 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 

Acidobacteria: podgrupa 22 0,00 0,00 0,01 0,02 0,02 0,01 

Acidobacteria: podgrupa 6 0,17 0,20 0,11 0,14 0,15 0,15 

Acidobacteria: 

Thermoanaerobaculia 0,03 0,03 0,03 0,04 0,17 0,04 

Actinobacteria: 

Acidimicrobiia 0,24 0,13 0,17 0,21 0,38 0,28 

Actinobacteria: 

Actinobacteria 0,14 0,09 0,22 0,24 0,54 0,31 

Actinobacteria: 

Thermoleophilia 0,17 0,07 0,03 0,01 0,07 0,07 

Armatimonadetes: --- 0,16 0,08 0,04 0,04 0,04 0,07 

Armatimonadetes: 

Armatimonadia 0,02 0,03 0,01 0,01 0,01 0,01 

Armatimonadetes: 

Chthonomonadetes 0,00 0,01 0,01 0,03 0,02 0,01 

Armatimonadetes: 

Fimbriimonadia 0,11 0,07 0,07 0,05 0,09 0,09 

Bacteroidetes: Bacteroidia 8,73 8,58 12,30 11,49 11,08 12,62 

Bacteroidetes: 

Ignavibacteria 0,78 0,92 1,51 1,52 1,52 1,93 

BRC1: --- 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 

Chlamydiae: Chlamydiae 0,08 0,03 0,10 0,06 0,12 0,14 

Chloroflexi: Anaerolineae 0,09 0,10 0,06 0,05 0,11 0,08 

Chloroflexi: Chloroflexia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 

Chloroflexi: Dehalococcoidia 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 

Chloroflexi: KD4-96 0,07 0,03 0,01 0,03 0,02 0,05 

Chloroflexi: OLB14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 

Chloroflexi: TK10 0,04 0,02 0,04 0,04 0,05 0,05 
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Tablica P15. – nastavak.  

 
razred 

Pocetak-

S 

Pocetak-

T Kraj-S Kraj T Kraj-SO Kraj-TO 

cDNA 

Cyanobacteria: 

Melainabacteria 0,30 0,20 0,13 0,26 0,14 0,18 

Cyanobacteria: 

Oxyphotobacteria 24,37 31,93 16,62 14,98 17,63 15,43 

Cyanobacteria: 

Sericytochromatia 0,14 0,24 0,12 0,12 0,12 0,07 

Deinococcus-Thermus: 

Deinococci 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 

Dependentiae: Babeliae 0,63 0,52 0,57 0,63 0,41 0,50 

Elusimicrobia: Elusimicrobia 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Fibrobacteres: Fibrobacteria 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Firmicutes: Bacilli 19,52 13,38 11,02 11,35 14,12 10,66 

Firmicutes: BRH-c20a 0,03 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Firmicutes: Clostridia 2,88 3,36 0,65 0,92 1,08 0,83 

Gemmatimonadetes: BD2-11 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 

Gemmatimonadetes: 

Gemmatimonadetes 1,02 0,71 0,54 0,57 0,40 0,57 

Hydrogenedentes: 

Hydrogenedentia 0,25 0,25 0,49 0,53 0,25 0,37 

Kiritimatiellaeota: 

Kiritimatiellae 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 

Latescibacteria: --- 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,03 

Nanoarchaeaeota: 

Woesearchaeia 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 

Nitrospirae: Nitrospira 0,39 0,24 0,25 0,17 0,20 0,22 

Omnitrophicaeota: --- 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 

Omnitrophicaeota: 

Omnitrophia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Patescibacteria: Parcubacteria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

PAUC34f: --- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

pirochaetes: MVP-15 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,01 

Planctomycetes: --- 0,20 0,12 0,29 0,26 0,29 0,31 

Planctomycetes: BD7-11 0,02 0,03 0,01 0,00 0,00 0,01 
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Tablica P15. – nastavak.  

 
razred Pocetak-S Pocetak-T Kraj-S Kraj T Kraj-SO Kraj-TO 

cDNA 

Planctomycetes: linija Pla4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Planctomycetes: OM190 0,45 0,49 0,35 0,24 0,21 0,38 

Planctomycetes: 

Phycisphaerae 0,48 0,45 0,66 0,32 0,39 0,45 

Planctomycetes: 

Planctomycetacia 4,83 5,02 6,60 5,55 7,37 6,35 

Planctomycetes: vadinHA49 0,01 0,00 0,02 0,01 0,05 0,02 

Proteobacteria: --- 0,16 0,06 0,05 0,04 0,04 0,13 

Proteobacteria: 

Alphaproteobacteria 15,82 17,40 28,42 32,32 25,97 25,98 

Proteobacteria: 

Deltaproteobacteria 3,61 1,80 2,92 3,38 2,56 3,22 

Proteobacteria: 

Gammaproteobacteria 7,60 6,39 9,51 8,10 9,38 11,84 

Spirochaetes: Leptospirae 0,10 0,10 0,06 0,11 0,01 0,01 

Thaumarchaeota: 

Nitrososphaeria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Verrucomicrobia: 

Verrucomicrobiae 3,82 4,89 4,54 4,55 3,32 4,52 

WPS-2: --- 0,18 0,17 0,29 0,32 0,49 0,66 

WPS-2: --- 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 

Zixibacteria: --- 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 

Nepoznato 0,17 0,10 0,04 0,05 0,05 0,06 
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