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1. Uvod
U današnje doba život bez farmaceutika je nezamisliv, 
a kako populacija raste i stanovništvo stari, sve više ih se 
upotrebljava u svrhu prevencije ili liječenja bolesti.1 Neste-
roidnim protuupalnim lijekovima (engl. non-steroidal an-
ti-inflammatory drugs, NSAID) tretiraju se raznovrsni slabiji 
i jači bolovi u organizmu te se upotrebljavaju za liječenje 
upala, a zbog svoje niske cijene i široke primjene te lake 
dostupnosti (izdaju se bez recepta) sve se češće mogu naći 
u raznim sastavnicama okoliša, a posebice vodi.2 S obzirom 
na ustanovljene sve veće koncentracije farmaceutika u vo-
dama, važno je posvetiti se njihovoj identifikaciji i ukla-
njanju da bi se smanjilo opterećenje na okoliš te očuvalo 
zdravlje biljnog i životinjskog svijeta i ljudi. Najveću zabri-
nutost kod stručnjaka izazivaju otpadne vode porijeklom iz 
farmaceutskih industrija i bolnica, kao glavni onečišćivači 
okoliša lijekovima, ali nisu zanemarive ni komunalne ot-
padne vode putem kojih lijekovi, također, 

dospijevaju u okoliš.3 Osim iskorištenih i neiskorištenih 
lijekova te njihove ambalaže koja na sebi sadrži lijek u 
tragovima, u vodama se nalaze i razni produkti i nuspro-
dukti reakcija lijekova s drugim tvarima iz okoliša. Da bi 
se mogao ispitati utjecaj lijekova na organizme, odnosno 
da bi se mogla ustanoviti njihova toksičnost, znanstveni-
ci i stručnjaci pribjegavaju upotrebi testova ekotoksičnosti 
in vivo i in vitro na raznim organizmima u uvjetima koji su 
određeni normama. Neki od najčešće primjenjivanih te-
stova provode se na vodenbuhi Daphnia magna,4 zebrici 
Danio rerio,5 algi Pseudokirchneriella subcapitata,6 bakteriji 

Vibrio fischeri6 te brojnim drugim organizmima. Dokazano 
je da nesteroidni protuupalni lijekovi zaista izazivaju nega-
tivne učinke na organizme, među kojima je važno istaknuti 
izazivanje oksidativnog stresa,4 promjene ekspresije gena 
vezanih uz rast, razvoj i reprodukciju (inhibicija i indukci-
ja gena), utjecaj na rast i razvoj jedinki,7 hemodinamiku, 
otkucaje srca,5 povećanje smrtnosti i utjecaj na dinamiku 
populacije,8 izazivanje fizičkih malformacija,9 pojavu ne-
koordiniranog kretanja10 i inhibiciju rasta.6 U ovom radu 
stavljen je naglasak na testove ekotoksičnosti diklofenaka, 
ibuprofena i ketoprofena, najvažnije predstavnike NSA-
ID-a. 

2. Farmaceutici i otpadne vode
Farmaceutici su spojevi koji se u određenim količinama 
i na određen način mogu upotrebljavati u svrhu sprječa-
vanja, olakšavanja, ublažavanja i liječenja bolesti ili simp-
toma bolesti i štetnih pojava u ljudskom ili životinjskom 
organizmu.11 Farmaceutici koji su postojani u okolišu šire 
se vodom i tlom ili se nakupljaju u biljnom i životinjskom 
svijetu. Njihova koncentracija je stalna zbog njihova ne-
prekidnog ispuštanja u okoliš te samim time predstavljaju 
rizik za okoliš zbog svoje toksičnosti. Što se više povećava 
koncentracija različitih farmaceutika koji imaju slične ka-
rakteristike, to je rizik za ekosustav znatno veći.12 U po-
sljednjih nekoliko desetljeća farmaceutska industrija toliko 
se brzo razvila da se velika količina lijekova upotrebljava 
u mnogim područjima, kao što su poljoprivreda, peradar-
stvo, ribarstvo i medicina. Zbog zahtjeva farmaceutskog 
procesa troši se velika količina vode, pri čemu se izlučuju 
neki štetni spojevi koji potom reagiraju s vodom, što rezul-
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tira proizvodnjom velikih količina otpadnih voda. Glavne 
karakteristike otpadnih voda porijeklom iz farmaceutskih 
industrija su: visoka koncentracija organskih onečišćivala, 
velika fluktuacija koncentracije i složeni sastav, velika gu-
stoća bakterijskih populacija, visoka vrijednost biokemijske 
potrošnje kisika, BPK, i kemijske potrošnje kisika, KPK, i 
velika razlika vrijednosti BPK/KPK u otpadnoj vodi, visoka 
koncentracija NH3-N i kroma te visoka koncentracija sus-
pendiranih krutina i salinitet.13 Mikroonečišćivala kao što 
su farmaceutski spojevi postali su problem tijekom proči-
šćavanja otpadnih voda. Naime, njihovim pročišćavanjem 
ukloni se samo polovica lijekova koji se uzimaju na recept, 
kao i novonastalih farmaceutskih produkata.11 Međutim, 
tehnika adsorpcije pobudila je značajan interes, jer je jed-
nostavna tehnika za uklanjanje lijekova u uzorcima vode 
iz okoliša. Osim toga, adsorpcija se može kombinirati s 
postojećim postrojenjima za pročišćavanje otpadnih voda 
(engl. wastewater treatment plant, WWTP) primjenom 
konvencionalnih procesa obrade vode, kao što su floku-
lacija, koagulacija i dezinfekcija. Ta kombinacija osigurava 
učinkovitu obradu otpadnih voda.14 Među raznim farma-
ceutskim spojevima, koji se često nalaze u izvorima pitke 
vode i otpadnim vodama, su i NSAID-i, koji su često de-
tektirani u vodi za piće.14

3. Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID)
NSAID-i su najčešće upotrebljavani farmaceutski proizvodi 
u humanoj i veterinarskoj medicini, koji imaju analgetičko, 
antipiretičko i protuupalno djelovanje.15 To su lijekovi za 
ublažavanje boli, crvenila, oteklina, simptoma groznice i 
upala, pri čemu, za razliku od ostalih lijekova, ne djeluju 
na psihičko stanje pacijenta. Upravo zbog toga mogu se 
kupiti u ljekarni bez recepta, što je s jedne strane dobro jer 
su lako dostupni široj populaciji, a s druge strane njihova 
česta upotreba istodobno izaziva i veliku zabrinutost struč-
njaka. Naime, u posljednje vrijeme detektirani su u okolišu 
kao onečišćivala koja se pojavljuju u tragovima. Najčešće 
otkriveni NSAID-i u okolišu su diklofenak (DCF), ibuprofen 
(IBP) i ketoprofen (KTF). Oni vrlo lako dospijevaju u vodu i 
tlo, toksični su, mogu se transformirati u druge oblike koji 
mogu biti još toksičniji te kad jednom dospiju u okoliš teš-
ko ih je ukloniti zbog visoke stabilnosti kemijske strukture 
i vrlo aktivnih funkcionalnih molekulskih skupina. Upravo 
zbog navedenih svojstava predstavljaju posebnu opasnost 
za ljude i okoliš. Koncentracije NSAID-a u okolišu varira-
ju ovisno o količini njihove potrošnje od strane stanovniš-
tva, starosti populacije određene zemlje te učinkovitosti 
WWTP-a.15 Koncentracije tih farmaceutika najviše su u 
neobrađenim, ali i obrađenim otpadnim vodama, jer ih je 
procesima obrade vrlo teško ukloniti zbog hidrofilnosti. U 
površinskim i podzemnim vodama koncentracije su niže 
zbog prirodnih procesa kao što su biotransformacija, fotoli-
za, sorpcija, isparavanje i disperzija.15 Dakle, koncentracije 
se kreću između nekoliko ng l−1 do mg l−1 farmaceutika u 
podzemnim i površinskim vodama, dok su u slučaju pro-
čišćenih otpadnih voda između 0,001 i 1 µg l−1.15 Koncen-
tracije NSAID-a u tlu ovise o raznim čimbenicima i stoga 
ih je teže odrediti. Tlo je općenito onečišćeno otjecanjem 
različitih tvari s odlagališta otpada ili otpadom životinjskog 

porijekla, što povećava koncentraciju mikroonečišćivala 
u čvrstoj fazi. Bez obzira na veliko iskustvo s tom vrstom 
lijekova, razumijevanje njihove prisutnosti, raspodjele i 
ekotoksikoloških učinaka u okolišu i dalje je ograničeno, 
pa je stoga potrebno provoditi što više testova ekotoksič-
nosti da bi se ustanovili njihovi učinci na sve sastavnice 
okoliša.15–17

3.1. Diklofenak (DCF)

DCF ili 2-[(2,6-diklorfenil)amino] benzenoctena kiselina 
jedan je od najprodavanijih NSAID-a koji se obično upo-
trebljava kao analgetik, antiartritik i antireumatik.18,19 Hi-
drofilan je i vrlo stabilan spoj, a njegova struktura prikazana 
je na slici 1.4
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Slika 1 – Struktura diklofenaka
Fig. 1 – Structure of diclofenac

U svijetu ga se godišnje potroši 940 t, a gotovo 75 % upo-
trebljavanog DCF-a ulazi u vodeni okoliš i tlo.4,19 Upravo je 
zbog toga DCF postao onečišćivalo koje izaziva zabrinutost 
te je uključen na Popis za praćenje (“Watch list”) u sklopu 
Okvirne direktive EU-a o vodama (EU 2015/495) s ciljem 
prikupljanja više informacija o njegovoj pojavi i učincima 
na okoliš.18 Jedan je od najčešće uočenih farmaceutika u 
prirodnim vodama i komunalnim otpadnim vodama. U 
njih kontinuirano i najčešće dospijeva iz farmaceutske in-
dustrije, bolnica i odvodnje iz kućanstava, a vrlo često se 
detektira i u izvorima pitke vode (u mg  l−1).18 Lijek pod 
nazivom Voltaren najčešće je upotrebljavani oblik diklo-
fenaka. Zbog njegove hidrofilnosti i stabilnosti u vodenom 
okolišu njegovo je uklanjanje u konvencionalnim WWTP-
ima ograničeno (veoma varijabilno, u rasponu 7 – 98 %). 
Upravo ispuštanjem nedovoljno pročišćenih otpadnih 
voda dospijeva u sve sastavnice okoliša.18 S obzirom na 
razine koncentracija DCF-a koje nalazimo u okolišu nje-
gova toksičnost je relativno niska. Međutim, dokazano je 
da mogući sinergistički odnos s drugim farmaceuticima i 
kemijskim spojevima u vodenom mediju može doprinijeti 
povećanju štetnog utjecaja na okoliš.20 Stoga DCF izazi-
va brojne toksične učinke na organizme koji su izloženi 
njegovom prisustvu u okolišu, a primijećena je i njegova 
bioakumulacija u tkivima različitih biljaka i životinja. Tako-
đer, to može dovesti do biomagnifikacije (prijenosa oneči-
šćujuće tvari putem hranidbenog lanca) i vrlo nepovoljno 
djelovati na ljude putem hranidbenog lanca.18 
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3.2. Ibuprofen (IBP)

IBP ili (RS)-2-(4-(2-metilpropil)fenil) propionska kiselina 
vrlo je topljiv u vodi, a njegova struktura prikazana je na 
slici 2. Farmaceutski je spoj koji se ubraja u NSAID-e i koji 
se upotrebljava u liječenju reumatoidnog artritisa i mišić-
no-koštanih poremećaja u odraslih i djece.21 IBP inhibira 
enzime ciklooksigenaze, uglavnom COX-1 i COX-2, blo-
kirajući sintezu prostaglandina. Prostaglandini su lipidi koji 
djeluju kao posrednici u upalnom odgovoru i endokrinom, 
živčanom, reproduktivnom i probavnom sustavu.22 Još se 
uvelike upotrebljava kao protuupalni lijek za ublažavanje 
bolova uključujući zubobolju, migrenu te kao analgetik i 
antipiretik za snižavanje vrućice.23 
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Slika 2 – Struktura ibuprofena
Fig. 2 – Structure of ibuprofen

Primjena IBP-a postala je široko rasprostranjena posljed-
njih godina i najčešće je prodavan bezreceptni lijek u svi-
jetu, a može ga se naći u vidu svima dobro poznatog lijeka 
imena Brufen.24 Glavni put unosa IBP-a u okoliš je izlučiva-
nje nemetaboliziranog i metaboliziranog lijeka u mokraći 
ljudi i životinja nakon medicinskog liječenja, a toksični uči-
nak može imati i iskorišten i odbačen lijek iz akvakulture i 
farmaceutske industrije.25 Oko 15 % terapijske doze IBP-a 
ostaje nepromijenjeno u izlučivanju, dok se oko 26 % izlu-
čuje kao metabolizirani hidroksil-ibuprofen, a 43  % kao 
karboksi-ibuprofen, koji su čak i toksičniji od ishodnog 
spoja.26 Zbog kontinuiranog ispuštanja u okoliš IBP je pro-
nađen kao jedan od najčešćih lijekova u otpadnim vodama 
iz WWTP-a, kanalizacijskom mulju i bolničkim otpadnim 
vodama u nekoliko europskih, američkih i azijskih zemalja. 
Fizikalne metode koje su najčešće primjenjivane za ukla-
njanje IBP-a jesu adsorpcija, osmoza te procesi membran-
ske filtracije. Kemijske metode najčešće primjenjivane za 
uklanjanje IBP-a uključuju napredne oksidacijske procese, 
koagulaciju-flokulaciju, elektrokoagulaciju, kemijsku ok-
sidaciju te ionsku izmjenu.27 IBP uzrokuje štetne učinke 
na gljivicama, bakterijama, algama, mikroorganizmima, 
rakovima i brojnim vrstama riba te utječe na fotosintezu 
vodenih biljaka.27

3.3. Ketoprofen (KTF)

KTF, odnosno 2-(3-benzoilfenil)-propionska kiselina, deri-
vat je propionske kiseline koji pripada u skupinu NSAID-a, 
a obično se izdaje na recept.28 Struktura KTF-a prikazana 
je na slici 3. 
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Slika 3 – Struktura ketoprofena
Fig. 3 – Structure of ketoprofen

Patentiran je 1967. godine, a odobren za upotrebu u 
medicinske svrhe 1980.29 Primjena KTF-a najčešća je u 
suzbijanju upala, reumatskih bolesti i smanjenju akutne i 
kronične boli.30 KTF se može okarakterizirati niskom bio-
raspoloživošću, kratkim biološkim poluvremenom i slabom 
topljivosti u vodi, a njegovom učestalom konzumacijom 
može doći do gastrointestinalnih nuspojava.31 U listopadu 
2020., Američka agencija za hranu i lijekove (engl. U.S. 
Food and Drug Administration) zatražila je nadogradnju 
oznake na lijeku KTF zbog otkrivene mogućnosti štetnog 
utjecaja na jetru u fetalnom razvoju djece, pri čemu se 
ne preporučuje primjena KTF-a ženama koje su u dvade-
setom ili višem tjednu trudnoće ili poslije.32 Kao poslje-
dica djelomične razgradnje u WWTP-u, prisutnost KTF-a 
detektirana je u otpadnim vodama, rijekama i morima.28 
Koncentracija KTF-a u otpadnim vodama ovisi o nekoliko 
faktora, a posebice o vrsti vodenog medija te može varirati 
od svega par ng l−1 pa do nekoliko mg l−1, kad su u pitanju 
otpadni tokovi iz farmaceutske industrije. Prema postoje-
ćim podatcima vezanim uz konvencionalni WWTP, KTF se 
uklanja u rasponu 40 – 100 %, s prosječnom učinkovito-
šću od 69 %.33 Najbolji način za pospješivanje uklanjanja 
KTF-a iziskuje primjenu trećeg stupnja pročišćavanja koje 
uključuje napredne oksidacijske procese, međutim poten-
cijalni problem može nastati u slučaju formiranja više tok-
sičnih nusprodukata.33 Neke od metoda koje se također 
primjenjuju za uklanjanje KTF-a su heterogena katalitička 
ozonacija,34 primjena procesa s O3/UV kombinacijom,6 
degradacija inducirana radijacijom35 i uklanjanje upotre-
bom zeolitnih kompozita.33

4. Testovi ekotoksičnosti
Toksičnost označava svojstvo neke tvari da u živom orga-
nizmu izaziva bolest, promjenu ponašanja, karcinogene i 
mutagene promjene, fiziološke smetnje, fizičke deforma-
cije odnosno smrt.36 Znanost koja se bavi proučavanjem 
štetnog djelovanja kemijskih i/ili fizikalnih agensa na žive 
organizme ili određeni biološki sustav naziva se toksikolo-
gija.34 Nadalje, tvari koje mogu izazivati štetan učinak op-
ćenito se nazivaju toksikantima, a mogu biti prirodnog ili 
umjetnog podrijetla.37,38 S obzirom na to da je djelovanje 
štetnih tvari vrlo složeno te ovisi o primjeni i učestalosti 
izloženosti organizama tim toksičnim tvarima, utvrđeno je 
i dogovoreno da se razlikuju akutna, subakutna, subkro-
nična i kronična izloženost. Ekotoksikologija se definira 
kao znanost koja se bavi istraživanjem učinaka nastalih 
kao posljedica prirodnih ili umjetno stvorenih toksičnih i 
opasnih tvari na sve žive organizme. S obzirom na to da je 
ekotoksikologija interdisciplinarna znanost, ona uključuje 
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fiziologiju, ekologiju, toksikologiju, patofiziologiju i ekofizi-
ologiju.39 Metode za određivanje ekotoksičnosti su različiti 
testovi ekotoksičnosti u kojima se testni organizmi izlažu 
toksičnim tvarima, smjesama tvari, odnosno različitim one-
čišćujućim tvarima te se procjenjuju učinci na preživljava-
nje, rast, reprodukciju, ponašanje i druge osobine testnih 
organizama.37,38 Testovi ekotoksičnosti mogu se primjenji-
vati za određivanje akutne toksičnosti (izlaganje testnih 
organizama ispitivanoj tvari tijekom kraćeg razdoblja, uz 
jednokratnu ili višekratnu veću dozu) i kronične toksično-
sti (izlaganje testnih organizama ispitivanoj tvari tijekom 
duljeg razdoblja, uz višekratnu manju dozu). Nadalje, ti 
testovi mogu se provoditi in vivo (na živim organizmima) 
i in vitro (na stanicama ili tkivima). Neki od najpoznatijih 
testova za određivanje akutne toksičnosti su testovi s Vibrio 
fischeri, Daphnia magna, Danio rerio i Pseudokirchneriella 
subcapitata, dok se za određivanje kronične toksičnosti 
primjenjuju testovi upotrebom Pseudomonas putida, De-
smodesmus subcapitata, Skeletonema costatum i Daphnia 
magna kao testnim organizmima.39

Pojmovi pomoću kojih se izražavaju rezultati dobivenih 
istraživanja su:

•	 LC50 (engl. lethal concentration) – koncentracija tvari 
koja je smrtonosna za 50 % istraživanih jedinki u testu 
ekotoksičnosti,

•	 EC50 (engl. effective concentration) – koncentracija tvari 
kod koje su štetni učinci vidljivi kod 50 % promatranih 
organizama,

•	 IC50 (engl. inhibitory concentration) – koncentracija 
određene tvari, primjerice farmaceutika, pesticida ili 
druge onečišćujuće tvari), potrebna za 50 %-tnu inhibi-
ciju biološkog procesa.38,40

Testovi ekotoksičnosti pomažu utvrditi koncentracije one-
čišćujućih tvari koje mogu uzrokovati štetne učinke kod 
testiranih organizama.38

4.1. Testovi ekotoksičnosti – Diklofenak (DCF)

Zbog velike prisutnosti DCF-a u vodenom okolišu pro-
vedena su brojna istraživanja njegova učinka na različite 
vodene organizme. Tablica 1 sažima neka provedena istra-
živanja.

Istraživanja se provode na embrijima i odraslim jedinkama 
zebrica Danio rerio s obzirom da su pogodni za ispitivanje 
ekotoksičnosti zbog lakog održavanja u laboratoriju, brzog 
razvoja i rasta te visoke plodnosti.7 U istraživanju koje su 
proveli Bio i Nunes,7 proveden je test akutne toksičnosti, 
tijekom 96  h, za četiri relevantne koncentracije DCF-a 
za okoliš: 0,5, 5, 50 te 500 μg l−1. Nakon 96 h izlaganja 
embrija i odraslih jedinki zebrica DCF-u uslijedilo je odre-
đivanje biomarkera oksidativnog stresa (katalaza (CAT), 
glutation-S-transferaza (GST) i glutation peroksidaza (GPx)) 
te peroksidacija lipida. Zaključeno je da je DCF izazvao 
oksidativni stres kod embrija i odraslih jedinki Danio rerio, 
što ukazuje na to da uslijed izloženosti organizama DCF-u 
u prirodnim staništima dolazi do oksidativnog stresa budu-
ći da su ispitivane okolišne koncentracije DCF-a.7 Nadalje, 
Liu i sur.41 ispitivali su utjecaj DCF-a na preživljavanje, ek-

spresiju gena povezanih s detoksikacijskim metabolizmom, 
brzinu rasta i reprodukciju vodenbuha Daphnia magna i 
to pomoću testa kronične ekotoksičnosti. Daphnia magna 
naširoko se upotrebljava u procjeni toksičnosti kemikalija 
zbog svoje visoke osjetljivosti na širok raspon kemikalija, 
kratkog životnog ciklusa i lakoće uporabe u laboratoriju.41 
Osim toga, pojavljuju se u velikom broju slatkovodnih je-
zera i ribnjaka te imaju ključnu ulogu u prijenosu energije 
i hranjivih tvari.41 U testu akutne ekotoksičnosti izlaganje 
je provedeno za koncentracije od 5, 50, 500 i 5000 μg l−1 
tijekom 24, 48 i 96 h. U testu kronične ekotoksičnosti vo-
denbuhe su bile izložene istim koncentracijama DCF-a, ali 
tijekom 21 dana. Pratio se učinak DCF-a na ekspresiju slje-
dećih gena: HR96, P-gp, CYP360A8, CYP314, GST, EcR i 
VTG, koji su povezani s detoksikacijskim metabolizmom, 
rastom, razvojem i reprodukcijom. Navedeni geni bili su 
inhibirani pri niskim koncentracijama (5 i 50 μg l−1), me-
đutim produljenjem vremena izlaganja gena istim koncen-
tracijama DCF-a, ali i povećanjem  koncentracija (500 i 
5000 μg l−1), došlo je do njihove indukcije. Te ekspresije 
gena pružile su bolji uvid u molekularne toksične meha-
nizme DCF-a, međutim potrebna su daljnja istraživanja.41 
Osim testova ekotoksičnosti određenog NSAID-a na oda-
brani testni organizam, provode se i istraživanja u kojima 
se uspoređuje toksični učinak dvaju ili više NSAID-a. Jedno 
od takvih istraživanja koje su proveli Stancova i sur.40 ispi-
tuje učinak samih IBP-a, DCF-a i CBZ-a i učinak njihove 
smjese na parametre oksidativnog stresa u ranim životnim 
stadijima linjaka (Tinca tinca), odnosno slatkovodne ribe iz 
porodice šarana. Zametci i ličinke linjaka bili su izloženi 
35 dana otopinama pojedinačnih lijekova u nominalnoj 
koncentraciji od 60  μg  l−1 i mješavinama lijekova u no-
minalnim koncentracijama od 0,02; 0,2; 2; 20 i 60 μg l−1 
svakoga lijeka. Brojni biomarkeri izloženosti ksenobiotici-
ma (enzimski sustavi koji kataliziraju reakcije biotransfor-
macije, biomarkeri za razinu antioksidanasa, biomarkeri 
za lipidnu peroksidaciju) praćeni su u ribama nakon 35 
dana izlaganja otopinama pojedinačnih lijekova i njihovim 
smjesama. Ispitivani lijekovi inducirali su oksidativni stres 
u ribama, i pojedinačno i u smjesi. Zaključeno je da je 
vrlo teško odrediti jesu li toksičnije otopine pojedinačnih 
lijekova ili smjesa upravo zbog činjenice da se otopine po-

Tablica 1 – Pregled provedenih testova ekotoksičnosti za diklofe-
nak na različitim testnim organizmima 

Table 1 – Overview of conducted ecotoxicity tests for diclofenac 
on different test organisms

Testni 
organizam

Vrijeme 
izlaganja

Ispitivane 
koncentracije 

⁄ µg l−1
Praćeni utjecaji Lit.

Danio rerio 96 h 0,5 – 500 oksidativni stres, 
preoksidacija lipida 7

Daphnia 
magna

24, 48 i 
96 h 5 – 5000 preživljavanje, brzina 

rasta, reprodukcija 41

Tinca tinca 35 dana 0,02 – 60 

oksidativni stres, 
promjene u 

biotransformaciji 
i antioksidativnim 

enzimima

42
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jedinačnih lijekova mogu smatrati smjesama koje se sastoje 
od aktivnog spoja te njegovih metabolita.42

4.2. Testovi ekotoksičnosti – Ibuprofen (IBP)

U tablici 2 dan je pregled provedenih testova ekotoksično-
sti za IBP na različitim testnim organizmima. Zhang i sur.5 
ispitali su utjecaj IBP-a na Danio rerio pri koncentracijama 
0,19, 0,91, 4,3 i 21,9 μg l−1. Proučavao se utjecaj na razvoj 
embrija prateći otkucaje srca, pojavu spontane kontrakcije 
i uspješnost izlijeganja tijekom 56 h. Pri izlaganju embrija 
najvišoj koncentraciji lijeka (21,9 μg  l−1) otkucaji srca bili 
su smanjeni za 8 %; vidljivo je bilo blago uvećanje ven-
trikularnog udarnog volumena; minutni volumen srca se 
povećao za čak 30,6 % pri koncentracijama od 0,91, 4,3 
i 21,9 μg l−1. Osim fiziologije, proučavan je i utjecaj IBP-a 
na hemodinamiku, odnosno na brzinu kretanja krvnih sta-
nica, gustoću i protok krvi. Utvrđena je povećana brzina 
kretanja pri koncentracijama od 4,3 i 21,9 μg  l−1, što je 
čak 60,2 % brže od uobičajene brzine kretanja.5 Pri istim 
koncentracijama smanjila se gustoća krvi za 20,9 %, dok 
je pri koncentraciji od 4,3 μg l−1 protok uvećan za 20,8 %, 
odnosno za 26,7 % pri koncentraciji od 21,9 μg l−1.5

Tablica 2 – Pregled provedenih testova ekotoksičnosti za ibupro-
fen na različitim testnim organizmima

Table 2 – Overview of conducted ecotoxicity tests for ibuprofen 
on different test organisms

Testni 
organizam

Vrijeme 
izlaganja

Ispitivane 
koncentracije ⁄ 

µg l−1
Praćeni utjecaji Lit.

embrij 
Danio 
rerio

56 h 0,19 – 21,9

otkucaji srca, pojava 
spontane kontrakcije, 

uspješnost 
izlijeganja, fiziologija 

kardiovaskularnog 
sustava, 

hemodinamika

5

Daphnia 
magna

24 h – 
14 dana 20 000 – 80 000

somatski rast, 
reprodukcija, 
preživljavanje, 

dinamika populacije
8

Navicula 
sp. 10 dana 100 – 100 000 brzina rasta, sadržaj 

klorofila i karotenoida 44

Heckmann i sur.8 ispitali su učinak IBP-a (20, 40 i 80 mg l−1) 
na Daphnia magna tijekom 24 h do 14 dana izlaganja. Pro-
učavani su sljedeći parametri: somatski rast, reprodukcija, 
preživljavanje i dinamika populacije. Somatski rast prou-
čavan je u vidu tjelesne površine, a uočeno je da je došlo 
do njegova značajnijeg porasta pri višim koncentracijama 
IBP-a i to tek nakon 8 dana izlaganja organizama. Naime, 
uočeno je da se toksični učinak povećavao s duljim vreme-
nom izlaganja s obzirom na povećanje tjelesne površine 
od 12. do 14. dana pri koncentracijama od 40 i 80 mg l−1. 
Najznačajniji utjecaj IBP je imao upravo na reprodukci-
ju Daphnia magna, gdje je utvrđeno da je koncentracija 
od 40  mg  l−1 IBP-a odgodila reprodukciju, a sveukupna 

reproduktivnost ženki tijekom cijelog razdoblja ispitiva-
nja najviše je smanjena pri najvišoj ispitanoj koncentraciji 
od 80 mg l−1. Ispitivana koncentracija IBP-a od 80 mg l−1 
doprinijela je visokoj smrtnosti Daphnia magna. Dinamika 
populacije mijenjala se s koncentracijom, odnosno pora-
stom koncentracije IBP-a uočeno je smanjenje dinamike 
populacije, a odnos između koncentracije i dinamike po-
pulacije je linearan.8 Procijenjene vrijednosti EC10 i EC50 
za cjelokupno razdoblje ispitivanja iznosile su 2,04 mg l−1 
odnosno 13,4 mg l−1.8 Parametre preživljavanja, dinamike 
populacije i reprodukcije proučavali su i Hayashi i sur.,43 
koji su potvrdili ispitivanja koja su proveli Heckmann i sur.8 
Naime, nađeno je da je najveća smrtnost Daphnia magna 
bila pri koncentraciji IBP-a od 80 mg l−1 te da se porastom 
koncentracije smanjivala dinamika populacije. Nadalje, 
potvrdili su da je najmanja reproduktivnost ženki bila pri 
izlaganju najvećoj koncentraciji IBP-a (80  mg  l−1).43 Ispi-
tivanja mogućih negativnih učinka NSAID-a provode se 
i na algama. Tako je u istraživanju koje su proveli Ding i 
sur.44 na zelenoj algi Navicula sp. promatran utjecaj IBP-a 
na parametre brzine rasta te sadržaj klorofila i karotenoida. 
Test se provodio 10 dana uz izloženost koncentracijama 
IBP-a od 0,1, 0,5, 1, 10, 50 i 100 mg  l−1. Uočeno je da 
brzina rasta alge ovisi kako o koncentraciji lijeka tako i o 
vremenu izlaganja s obzirom na to da je nakon dva dana 
uočena 100  %-tna inhibicija rasta algi pri koncentracija-
ma IBP-a od 50 i 100 mg l−1. Međutim, u razdoblju od 2. 
do 7. dana izlaganja došlo je do ponovnog rasta algi, što 
se može pripisati mehanizmu oporavka algi. Mehanizam 
oporavka podrazumijeva preraspodjelu hranjivih tvari, pri 
čemu dolazi do regeneracije oštećenih dijelova i ponovnog 
rasta algi.42 Nakon 7. dana izloženosti nastavljen je trend 
opadanja brzine rasta algi uslijed povećanja koncentracije 
IBP-a, ali i povećanja koncentracije nusprodukata nastalih 
njegovim raspadom. Inhibicija fotosinteze također je uoče-
na pri višim koncentracijama IBP-a (10, 50 i 100 mg l−1) pri 
kojima je došlo do znatnog smanjenja sadržaja klorofila. 
Kao i kod klorofila, koncentracija karotenoida bila je veća 
pri izlaganju koncentracijama od 0,1, 0,5 i 1 mg l−1, dok 
pri višim koncentracijama karotenoidi ne mogu deaktivi-
rati pobuđeni klorofil ili reagirati s nusproduktima raspada 
IBP-a, što dovodi do inhibicije rasta alge Navicula sp.44

4.3. Testovi ekotoksičnosti – Ketoprofen (KTF)

S obzirom na to da je KTF sveprisutan u površinskim i ot-
padnim vodama, provedena su brojna istraživanja njegova 
učinka na raznovrsne organizme. Tako su ispitivanja pro-
vedena na embrijima i odraslim jedinkama zebrica Danio 
rerio i vodenbuhi Daphnia magna (tablica 3).

Rangasamy i sur.9 ispitali su mogući negativan učinak KTF-a 
u koncentracijama od 1, 10 i 100 μg l−1 na embrije i odra-
sle jedinke zebrica u razdoblju od 42 dana. Kod embrija 
su ustanovljene promjene poput fizičkih malformacija (za-
krivljenje kralježnice i edem perikarda), koje su bile naju-
očljivije za koncentracije 10 i 100 μg l−1 KTF-a.9 Smanjeno 
izlijeganje i povećanje smrtnosti embrija rasli su s pove-
ćanjem ispitivanih koncentracija. Značajnije promjene u 
otkucajima srca ustanovljene su pri koncentracijama od 10 
i 100 μg l−1 KTF-a. S druge strane, kod odraslih jedinki koje 
su bile izložene KTF-u, ustanovljena je povećana aktivnost 
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biokemijskih enzima poput aspartat transaminaze (AST), 
alanin aminotransferaze (ALT) i mliječne dehidrogenaze 
(LDH), smanjena aktivnost Na+/K+ ATPaze te je uočeno 
smanjenje razine antioksidansa u jetri i povećanje razine 
lipidne peroksidacije pri izloženosti svim ispitanim kon-
centracijama lijeka. Nusprodukti nastali reakcijom KTF-a 
doveli su do stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva (slo-
bodnih radikala) koji su uzrokovali promjene u ponašanju 
odraslih jedinki (primjerice, došlo je do pojave hiperak-
tivnosti, pri čemu se brzina plivanja povećala odmah pri 
izlaganju, međutim povećanjem koncentracija dolazilo je 
do postupnog smanjenja brzine plivanja, odnosno smanjila 
se hiperaktivnost), ali i oksidativni stres koji se očitovao u 
obliku oštećenja DNK u tkivima i smrti stanica.9 Ispitivanje 
učinka KTF-a provedeno je i na vodenbuhi Daphnia ma-
gna. Tako su Bownik i sur.10 navedeni organizam izlagali 
koncentracijama KTF-a od 0,005, 0,05, 0,5, 5 i 50 mg l−1. 
Tim testom ispitivani su brzina plivanja, otkucaji srca i po-
kretljivost donje čeljusti vodenbuhe nakon izloženosti od 
24 i 48 h. Ispitivanja su ukazala na promjenu u brzini pli-
vanja Daphnia magna, odnosno nakon 24 h bilo je moguće 
vidjeti značajan pad u brzini plivanja kod izloženosti svim 
navedenim koncentracijama, posebice pri koncentraciji od 
50 mg l−1. Nakon 48 h svi izloženi organizmi plivali su brzi-
nom u rasponu od 0,2 do 1,2 mm s−1 (za usporedbu, brzi-
na plivanja u kontroli nakon 48 h bila je 5,4 mm s−1). Što se 
otkucaja srca tiče, nakon izloženosti od 24 h vidjelo se da 
sve koncentracije, osim one od 50 mg l−1, nisu imale zna-
čajniji utjecaj, dok je nakon 48 h koncentracija 50 mg l−1 
KTF-a imala drastičan utjecaj te je smanjila otkucaje srca s 
prvobitnih 270 otkucaja u minuti na 50 otkucaja u minu-
ti. Kod pokretljivosti donje čeljusti ispitivanih organizama 
pronađeno je da su nakon 24 h sve koncentracije imale 
negativan učinak, odnosno smanjena je njezina pokretlji-
vost, međutim kod koncentracije od 0,5 mg l−1 došlo je do 
povećane pokretljivosti donje čeljusti.10 

5. Zaključak
Nesteroidni protuupalni lijekovi danas se primjenjuju za 
razne bolesti i jedni su od najzastupljenijih lijekova koje 
proizvode farmaceutske tvrtke. Iako se i dalje o štetnim 
učincima NSAID-a ne zna mnogo, znanstvenici i stručnjaci 
diljem svijeta sve više teže i potiču ispitivanja vezana uz 
njihove utjecaje na različite sastavnice okoliša. Kao velik 
problem pokazale su se otpadne vode porijeklom iz far-
maceutskih industrija i bolnica, koje su glavni izvor oneči-
šćenja farmaceutskim supstancijama, no bitno je naglasiti i 
činjenicu da sve veće količine lijekova dospijevaju u komu-
nalne otpadne vode, što se najčešće događa zbog nepro-
pisnog postupanja s neiskorištenim lijekovima. Iz pregle-
dane literature i na temelju izdvojenih provedenih testova 
ekotoksičnosti, može se zaključiti da NSAID-i mogu imati 
značajniji štetan učinak na organizme. Tako je primijećeno 
da oni mogu uzrokovati razne malformacije, smanjiti re-
produktivnu sposobnost, utjecati na dinamiku populacije, 
uzrokovati štetu na brojnim organskim sustavima, izazvati 
hormonski disbalans u organizmu, ali i negativno utjeca-
ti na rast organizama. Pregledani radovi ukazuju na to da 
je važno pažnju posvetiti uklanjanju lijekova iz sastavnica 
okoliša, da bi se spriječio njihov štetan učinak kako na bilj-
ni i životinjski svijet tako i na same ljude koji s dotičnim 
spojevima dolaze u kontakt putem hranidbenog lanca.

Popis kratica i simbola 
List of abbreviations and symbols

BPK – biološka potrošnja kisika 
– biochemical oxygen demand

KPK – kemijska potrošnja kisika 
– chemical oxygen demand

WWTP – postrojenje za pročišćavanje otpadnih voda 
– wastewater treatment plant

NSAID – nesteroidni protuupalni lijekovi 
– non-steroidal anti-inflammatory drugs

DCF – diklofenak 
– diclofenac

IBP – ibuprofen 
– ibuprofen

KTF – ketoprofen 
– ketoprofen

CBZ – karbamazepin 
– carbamazepine

LC50 – koncentracija tvari koja je smrtonosna za 50 % 
populacije 

– concentration of a substance that is lethal for 50 % of 
the population

IC50 – koncentracija određene tvari pri kojoj dolazi do 
50 %-tne inhibicije 

– concentration of a certain substance at which 50 % 
inhibition occurs

EC10 – efektivna koncentracija pri kojoj dolazi do štetnog 
utjecaja na 10 % populacije 

– concentration of a certain substance at which 50 % 
inhibition occurs

Tablica 3 – Pregled provedenih testova ekotoksičnosti za ketoro-
fen na različitim testnim organizmima 

Table 3 – Overview of conducted ecotoxicity tests for ketopro-
fen on different test organisms 

Testni 
organizam

Vrijeme 
izlaganja

Ispitivane 
koncentracije 

⁄ µg l−1
Praćeni utjecaji Lit.

embrij 
Danio rerio 42 dana 1 – 100

pojava fizičkih 
malformacija, 

uspješnost izlijeganja, 
preživljavanje, otkucaji 

srca

9

odrasle 
jedinke 

Danio rerio
42 dana 1 – 100

biokemijski parametri, 
ponašanje, oksidativni 

stres
9

Daphnia 
magna 24 – 48 h 5 – 50 000

brzina plivanja, otkucaji 
srca, pokretljivost donje 

čeljusti
10
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EC50 – efektivna koncentracija pri kojoj dolazi do štetnog 
utjecaja na 50 % populacije 

– effective concentration at which a harmful effect 
occurs in 50 % of the population

CAT – katalaza 
– catalase

GST – glutation-S-transferaza 
– glutathione-S-transferase

GPx – glutation peroksidaza 
– glutathione peroxidase

AST – aspartat transaminaza 
– aspartate transaminase 

ALT – alanin aminotransferaza 
– alanine aminotransferase 

LDH – mliječna dehidrogenaza 
– lactic dehydrogenase
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SUMMARY
Ecotoxicity of Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs 

on Aquatic Organisms
Danijela Bićanić, Antonela Čugalj, Marko Jajčević,* Antonija Lazinica, 

Martina Miloloža, and Dajana Kučić Grgić

In today’s modern world, it is difficult to imagine life without the use of non-steroidal anti-in-
flammatory drugs. Namely, due to easy availability, we witness their increasing presence in all 
components of the environment, where they most often end up due to improper disposal or via 
wastewater. Therefore, it is important to note that non-steroidal anti-inflammatory drugs can often 
be found as part of wastewater originating from pharmaceutical industries and hospitals, as well 
as municipal wastewater. In the last few decades, scientists have become aware that these drugs 
represent a great danger because, in addition to polluting all components of the environment, they 
also cause negative consequences for organisms present in the environment, thus, more time is 
being devoted to conducting ecotoxicity tests. Ecotoxicity tests are the best solution for monitoring 
the negative effects of individual substances and/or their mixtures on the organisms, whereby a 
negative effect for humans can be predicted as well. 
This paper provides an overview of previous research related to non-steroidal anti-inflammatory 
drugs and their role in the food chain. An overview of several types of drugs such as ibuprofen, 
diclofenac, and ketoprofen is given, as well as their effect on certain organisms such as Daphnia 
magna, Danio rerio, Tinca tinca, and Navicula sp.
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