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Sažetak 
Cilj istraživanja je potvrditi inhibiciju bioluminiscencije onečišćenom vodom pomoću ograničenih 

sredstava školskog laboratorija i samostalno uzgojenih bioluminiscentnih bakterija te istom metodom 

dokazati prisutnost onečišćenja u otvorenim vodotocima.  

Čista kultura bakterija razmnožena je na tekućoj hranjivoj podlozi, kojoj su u jednakim omjerima 

dodavani različiti uzorci vode. Nakon miješanja uzoraka vode i kulture bakterija, svi uzorci su 

fotografirani pod jednakim uvjetima i postavkama fotoaparata. Luminiscencija fotografija izmjerena je 

programom ImageJ. 

Rezultati potvrđuju da je bioluminiscentnim bakterijama moguće dokazati prisutnost zagađenja u vodi.  

Budući da različite tvari ne djeluju podjednako na inhibiciju bioluminiscencije, metoda dokazivanja 

onečišćenja vode pomoću bioluminiscentnih bakterija ne može zamjeniti klasične kemijske, 

mikrobiološke i biološke metode određivanja kvalitete vode. 

Usprkos ograničenjima, ispitivanje svijetlećim bakterijama brz je i efikasan način utvrđivanja 

prisutnosti onečišćenja u vodi. 
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1. Uvod 
Pojavu svjetlucanja živih organizama nazivamo bioluminiscencija. Bioluminiscencija nastaje 

oksidacijom molekule koju zovemo luciferin uz pomoć enzima luciferaze. Ponekad su luciferin i 

luciferaza spojeni te ih nazivamo fotoprotein. 

U suvremenom svijetu okruženi smo različitim izvorima svjetlosti, od javne rasvjete do različitih 

svjetlećih ekrana. Noć i mrak gotovo da se i ne percipiraju u njihovim prirodnim karakteristikama, a 

samim time i mnogobrojne prirodne pojave koje se zbivaju noću ostaju izvan vidokruga suvremenog 

čovjeka. U središtima velikih gradova danas je noću gotovo nemoguće razaznati zvijezde na nebu, a 

krijesnice (Lampyridae) sve više pripadaju legendama. Tako je prilično česta pojava luminiscencije 

živih organizama postala rijetko uočljiva pojava koju mnogi nisu nikada uočili i doživjeli. Napravimo 

li odmak od svakodnevice te se uputimo u „avanturu“ noćne šetnje po prirodi (osobito uz more), 

možemo ostati zadivljeni plavičastozelenkastom svjetlošću koju proizvode mnogi organizmi.  

Tako je bioluminiscencija fasciniralala i autore ovoga istraživačkoga rada. Početna faza istraživanja 

započela je pregledom dostupnih internetskih izvora koja je ujedno rezultirala prikupljanjem brojnih  

podataka o luminiscentnim bakterijama i metodama njihova uzorkovanja i uzgoja (1) te su krajem 

2012. godine započeti pokušaji uzimanja uzoraka i nacjepljivanja bioluminiscentnih bakterija. 

Kada se nakon višestrukih pokušaja uzimanja uzoraka i nacjepljivanja na hranjive podloge u 

petrijevim zdjelicama školskog laboratorija prvi puta pojavilo lagano svjetlucanje, autore ovog 

istraživačkog rada preplavio je osjećaj oduševljenja i zadivljenosti. Izvođenje pokusa s 

bioluminiscentnim bakterijama omogućilo je stjecanje novih znanja o uzgoju bakterija, uzimanju 

uzoraka, pripremi hranjivih podloga, izolaciji čistih kultura, sterilizaciji, dezinfekciji i različitim 

vrstama bioluminiscentnih bakterija što nas je potaknulo na daljnje istraživanje ove teme. 

 

1.1.  Bioluminiscentni organizmi 

Bioluminiscencija se razvila kod velikog broja organizama. Lakše je nabrojati koljena (odjeljke) 

filogenetskog stabla u kojima ne postoje luminiscentne vrste nego one u kojima postoje. Najveći broj 

bioluminiscentnih organizama pronalazi se u moru, ali postoji i značajan kopnenih bioluminiscentnih 

vrsta.  Kod različitih koljena (odjeljaka) nalazimo različite vrste luciferina koji se nasljeđuju među 

svim vrstama istog koljena (odjeljka). Enzim luciferaza puno je podložniji promjenama pa je 

specifičan za pojedine vrste.  Zaključujemo da se bioluminiscencija tijekom evolucije nezavisno 

pojavila u više navrata (2). 

Organizmi bioluminiscenciju koriste u sljedeće svrhe: 

• komunikacija 

• primamljivanje spolnog partnera 

• primamljivanje plijena 
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• mimikrija 

• zbunjivanje predatora 

• označavanje predatora 

• osvjetljavanje 

i mnoge druge (2). 

Kod gljiva i mnogih drugih vrsta nije poznata svrha bioluminiscencije. 

 

1.2. Bioluminiscentne bakterije 

Među bakterijama, do danas je bioluminiscencija zabilježena kod više morskih vrsta, a najintenzivnije 

svjetlo proizvode vrste porodice Vibrionaceae, roda Vibrio i Photobacterium. Na kopnu je 

istovremeno zabilježen samo jedan rod svjetlećih bakterija Photorhabdus (3). 

Mnoge luminiscentne bakterije žive u simbiozi s drugim morskom organizmima koji tu svjetlost 

koriste u razne svrhe, a Zarubin i sur. dokazali su zašto svijetle nesimbiontske morske bakterije (4). 

Bakterije iz roda Vibrio svjetlucanjem primamljuju razne zooplanktonske račiće koji ih konzumiraju. 

U probavilu zooplanktonskih račića uspješno se razmnožavaju te svjetlucanjem u utrobi poluprozirnih 

račića primamljuju ribe koje puno rađe love i konzumiraju svjetleće planktonske račiće. Bakterije 

uspješno preživljavaju i dodatno se množe u probavilu riba te se putem fecesa uspješno 

rasprostranjuju.   

 

1.3. Test toksičnosti 

Luciferaza je složeni protein, a kao i ostali enzimi, specifična je samo za jednu reakciju. Aktivnost 

luciferaze u stanicama je prirodno regulirana, što je lako vidljivo prema prisutnosti ili odsutnosti 

luminiscencije i njezinom intenzitetu. Međutim, osim prirodne regulacije, na aktivnost enzima 

luciferaze utječu mnoge druge tvari koje možemo naći u vodi. Tako razne otpadne tvari mogu utjecati 

na aktivnost luciferaze, što se očituje u intenzitetu bioluminiscencije.  

Iz tog razloga je pojava smanjenja intenziteta bioluminiscencije u onečišćenoj vodi iskorištena za 

razvoj standardiziranog testa za određivanje zagađenja vode koji je opisao Bulich koji je kasnije 

patentiran kao Microtox® Acute Toxicity Test te se danas primjenjuje kao brza, precizna i vrlo 

jednostavna metoda za određivanje prisutnosti toksina u vodi, mulju i tlu. (5, 6, 7, 8, 9,  10, 11).  

 

1.4. Luminiscencija 

U toku istraživanja susreli smo se s  problemom mjerenja i iskazivanja luminiscencije uzorka 

bakterija. 

Luminiscencija je količina svjetlosti koju zrači neko tijelo. Intenzitet luminiscencije izražava se u 

kandelama po kvadratnom metru (cd/m2) i mjerimo je luminometrom. Luminometri su vrlo skupi 

uređaji i cijena im je preko 10 000 kn te su time ujedno za učenike nedostupni. Međutim, umjesto 



Dokazivanje onečišćenja vode pomoću bioluminiscentnih bakterija 

 

6 

lumionometra moguće je koristiti fotoaparat (12). Svi današnji digitalni fotoaparati u sebi imaju 

fotometar kojim mjere količinu svjetlosti koja kroz objektiv dolazi do senzora pa prema izmjerenim 

vrijednostima prilagođavaju otvor blende i duljinu ekspozicije.  

 

1.5. Cilj istraživanja 

Promišljajući o mogućoj primjeni bioluminiscencije, osim u edukativne svrhe, većinom se pomišlja na 

mogućnost osvjetljavanja prostora, no svjetlost koju produciraju bakterije je preslaba da bi se mogla 

uspoređivati s danas dostupnim izvorima svjetlosti.  

Međutim, procijenili smo kako je izuzetno zanimljiva ideja korištenja bioluminiscentnih bakterija u 

svrhu određivanja onečišćenja vode. 

Iz tog razloga potražili smo informacije o ispitivanju kvalitete voda u Odjelu za ispitivanje voda 

Zavoda za javno zdravstvo Koprivničko-križevačke županije te informacije o eventualnoj primjeni 

Microtox® Acute Toxicity Testa ili neke slične metode.  Prema dobivenim informacijama, Zavod nije 

do sada koristio Microtox® Acute Toxicity Test niti slične metode određivanja kvalitete vode, a nisu 

niti upoznati s postojanjem ovakvog testa. Stoga smo zaključili kako je vrlo mala vjerojatnost da je u 

Hrvatskoj do sada netko koristio svjetleće bakterije za određivanje onečišćenja u vodi što je bio 

dovoljan poticaj za pokušaj istraživanja mogućnosti primjene ove metode uz skromna materijalna 

tehnička pomagala. 

Budući da smo prethodno usvojili znanja o tome kako uspješno uzgojiti i izolirati čiste kulture 

bakterija, pretpostavlili smo da ćemo mjereći i uspoređujući intenzitet njihove luminiscencije u 

različitim uzorcima vode moći odrediti prisutnost onečišćenja.  

Prema podacima iz literature, pretpostavka je da će svjetlucanje bioluminiscentnih bakterija biti slabije 

pod utjecajem zagađenja u vodi, odnosno da ćemo mjereći intenzitet bioluminiscencije moći 

procijeniti razinu onečišćenja uzorka vode koji dodajemo u tekuću kulturu bioluminiscentnih bakterija.  

Cilj ovog istraživanja je ispitati prisutnost zagađivača u površinskim vodama na nekoliko lokacija u 

okolici Koprivnice pomoću bioluminiscentnih bakterija koje ćemo sami izolirati i pomoću sredstava 

lako dostupnih velikoj većini srednjoškolaca u Hrvatskoj. 
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2. Mjerenja  
 Iako je istraživački rad „Dokazivanje onečišćenja vode pomoću bioluminiscentnih bakterija“ 

provođen od studenog 2013. godine, sam uzgoj bakterija, izolacija čistih kultura i proučavanje osobina 

psihrofilnih bioluminiscentnih bakterija započet je godinu dana ranije. 

Bioluminiscentne bakterije korištene u radu uzorkovane su s morskih riba i glavonožaca iz lokalne 

ribarnice i uzgojene u školskom laboratoriju.  

3.1. Štapići za uzimanje mikrobioloških uzoraka: 

Štapić za uzimanje briseva bakterija napravljen je od epruvete, poklopca za mikrobiološke epruvete, 

vate i štapića za ražnjiće. Prvo je na jedan kraj štapića za ražnjiće omotano malo vate poput štapića za 

čišćenje uši. Na drugi kraj omotano je više vate koja je ugurana u poklopac epruvete  tako da sa 

štapićem čvrsto stoji u poklopcu. Štapić je tada stavljen u epruvetu koja je poklopljena poklopcem. 

Tako pripremljeni štapići sterilizirani su u autoklavu. 

3.2. Hranjiva podloga 

Sastav hranjive podloge preuzet je od Eddlemana (1) koji ističe kako 3% koncentracija soli može 

inhibirati neke patogene vrste, a istovremeno ne djeluje negativno na rast bioluminiscentnih bakterija 

koje se žele uzgojiti.  

Sastav podloge: 1000ml vode, 30g NaCl, 1g glicerola, 10g sojinog peptona, 3g bujona i 15g agara (za 

krute podloge).  

Količina vode odmjerena je pomoću menzure, a ostali sastojci izvagani vagom. Sastojci su usipani u 

erlenmeyerovu tikvicu, dodana je voda pa je sve otopljeno uz postupno zagrijevanje i miješanje. 

Tikvice su nakon toga zatvorene poklopcem načinjenim od vate i aluminijske folije izvana i stavljene 

na sterilizaciju u autoklav (120°C/15min).  

Dio tekućih podloga je prije sterilizacije izlijevan u epruvete koje su također začepljene poklopcem od 

vate i Al folije te nakon toga sterilizirane u autoklavu.  

Krute hranjive podloge, nakon sterilizacije u autoklavu, čuvane su do upotrebe u erlenmeyerovim 

tikvicama u frižideru. Prije upotrebe, krute podloge otapane su zagrijavanjem pa izlijevane u sterilne 

petrijeve zdjelice.  

Petrijeve zdjelice s krutim podlogama korištene su za uzgoj kulture bakterija uzete brisevima s tijela 

riba i glavonožaca. Tekuće podloge u epruvetama korištene su za razmnožavanje i čuvanje čistih 

kultura svjetlećih bakterija.  
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Tekuće podloge u tikvicama korištene su za uzgoj veće količine bakterija potrebnih za provođenje 

istraživanja dokazivanja onečišćenja u vodi.  

Slika 1. Uzimanje uzorka bakterija sa škrga ribe. 

3.3. Uzgoj bakterija 

Briseve bakterija uzimalo se sterilnim štapićima u obližnjoj ribarnici sa škrga i glava različitih vrsta 

morskih riba (Slika 1), te glavonožaca. Štapići s brisevima vraćeni su u epruvete na kojima su 

markerom označeni datum, vrsta ribe i inicijali osobe koja uzima uzorak. 

Po povratku u laboratorij bakterije su nacijepljene na kruti agar u petrijevim zdjelicama jednostavnim 

premazivanjem površine agara štapićem. Nacijepljene zdjelice su omotavane aluminijskom folijom i 

stavljene na inkubaciju 24 - 48 sati u frižider. Temperatura inkubacije iznosi oko 4°C što pogoduje 

razvoju psihrofilnih svjetlećih bakterija roda Photobacterium, no mogu se razviti i druge svjetleće 

vrste iz porodice Vibrionaceae roda Vibrio. Ovako niska temperatura ne pogoduje razvoju patogenih 

vrsta za čovjeka (1).  

Nakon inkubacije razvijene kulture bakterija potrebno je pregledati u mraku i markerom označiti 

kolonije koje svijetle. Ukoliko je svjetlost jako slaba, uzorke je dobro ostaviti na sobnoj temperaturi da 

se zagriju, nakon čega bakterije počnu svijetliti puno jačim intenzitetom. Iz označenih kolonija 

pomoću mikrobiološke ušice uzimaju se uzorci za uzgoj čistih kultura. Čiste kulture bakterija izolirane 
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su na krute podloge u petrijevim zdjelicama metodom razrjeđivanja(slika 2). Proces izolacije čiste 

kulture bakterija ponavljan je u više navrata radi što boljeg pročišćavanja kulture. 

Nakon izolacije, čiste kulture su pomoću mikrobioloških ušica nacjepljivane na tekuću hranjivu 

podlogu u epruvete i tako čuvane nekoliko dana u frižideru. Svakih 2 - 3 dana nacijepljeno je nekoliko 

novih epruveta kako bi se kultura bakterija što bolje očuvala.  

Dan prije mjerenja inhibicije bioluminiscencije bakterije su iz epruveta nacijepljene na veću količinu 

tekuće podloge u erlenmeyerovoj tikvici i inkubirane na sobnoj temperaturi  

Slika 2. Izolacija čistih kultura bioluminiscentnih bakterija metodom razrijeđivanja 

3.4. Uzorci vode 

Uzorci vode uzimani su pomoću winklerovih boca od 100ml 27. veljače 2014. godine s pet kontrolnih 

točaka (KT) na 5 vodotoka u blizini Koprivnice (Slika 3) i to: 

KT1 – Moždanski jarak (kanal), Herešin, Koprivnica 

KT2 –Bistra (kanal), Hlebine 

KT3 – Komarnica (kanal), Novigrad Podravski 

KT4 – Petrov dol (potok), Draganovec, Koprivnica  

KT5 – Koprivnica (potok), Koprivnica 
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Slika 3. Karta prikazuje kontrolne točke na kojima su uzimani uzorci vode 

KT1 se nalazi na kanalu Moždanski jarak oko 1km nizvodno od uređaja za pročišćivanje otpadnih 

voda voda. KT2 se nalazi se na kanalu Bistra oko 5 km nizvodno od KT1  kod sela Hlebine. KT1 i 

KT2 predstavljaju kontrolne točke vodotoka u kojeg se ulijevaju vode iz koprivničkog uređaja za 

pročišćivanje otpadnih voda voda koji je smješten u naselju Herešin sjeveroistočno od Koprivnice, uz 

Mošćanski jarak. Ovaj vodotok je odabran s ciljem utvrđivanja stupnja efikasnosti pročistača voda.  

KT3 se nalazi na potoku Komarnica u Novigradu Podravskom. Iako u Novigradu Podravskom postoji 

kanalizacijska mreža, dio domaćinstava uz sami potok i dalje nesavjesno ispušta svoje otpadne vode 

direktno u potok. 

KT4 se nalazi na malom šumskom potoku koji protiče kroz dolinu Petrov dol pokraj naselja 

Draganovec, južno od Koprivnice. Potok od izvorišta protiče kroz šumu te nema prisutnih zagađivača, 

međutim uz potok je ove jeseni provedena intenzivna sječa što bi moglo utjecati na kvalitetu vode.   

KT5 se nalazi na potoku Koprivnica kod bazena Cerine. Činjenica je da na području grada Koprivnice 

nema nekontroliranih kanalizacijskih ispusta u korito potoka Koprivnica. Ispitivanje biotičkog indeksa 

potoka Koprivnica  provedeno 1999. godine pokazalo je voda potoka Koprivnica vrlo visoke kvalitete 

(13).   
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Peti uzorak vode je uzorak vode iz školskog akvarija. U akvariju je u funkciji unutrašnji filter kroz 

kojega struju vode tjera pumpica za zrak. U akvariju je zamjetan rast algi po stijenkama, a voda je 

potpuno bistra. 

Kao kontrolni uzorak uzet je uzorak vodovodne vode. 

3.5. Mjerenje luminiscencije 

Mjerenje luminiscencije mikroorganizama obavljeno je pomoću fotoaparata. Iz podataka o ekspoziciji, 

osjetljivosti senzora i kalibracijskoj konstanti za fotografiju, moguće je izračunati luminiscenciju 

optimalno osvijetljene fotografije prema sljedećoj formuli: 

          
mK

SLEX ×
=2   

 EX - duljina ekspozicije 
L - luminiscenija (cd/m2) 
S - ISO osjetljivost  
Km - kalibracijska konstanta (12,5 za nikon) 
 

Međutim većina fotoaparata ne može precizno mjeriti slabu svjetlost bioluminiscentnih  

mikroorganizama pa tako niti automatski podešavati ekspoziciju i otvor blende. Zbog toga su naši 

uzorci fotografirani  pod ručnim postavkama fotoaparata. U tom slučaju nije moguće izračunati 

luminiscenciju uzorka na ovaj način. Iz navedenog smo razloga umjesto proračunavanja 

luminiscencije pojedinačnih uzorka odlučili uspoređivati Srednje vrijednosti luminiscencije fotografija 

napravljenih pod istim uvjetima pomoću besplatnog programa za obradu i analizu slike ImageJ.  

Prije mjerenja luminiscencije uzorci se ostave da nekoliko sati odstoje na sobnoj temperaturi kako 

razlike u temperaturi ne bi utjecale na intenzitet luminiscencije. Nakon toga u svakom uzorku vode iz 

kontrolnih točaka, kao i kontrolnom uzorku vodovodne vode, otapa se 3g NaCl. Pomoću menzure 

mjeri se 20ml tako pripremljenih uzoraka vode i miješa u staklenoj čaši s 20ml tekuće kulture 

bioluminiscentnih bakterija.  

Fotografiranje je obavljeno u Gimnaziji „Fran Galović“ Koprivnica u prostoru WC-a za invalide u 

mraku. Intenzitet luminiscencije ovisi o količini dostupnog kisika u kulturi bakterija. Kako bismo 

eliminirali utjecaj koncentracije kisika na intenzitet bioluminiscencije prije svakog fotografiranja 

uzorak bakterija je aeriran pomoću pumpice za zrak. Aeriranje je svaki puta provođeno na istovjetan 

način. Prije prvog fotografiranja uzorka provedeno aeriranje sa šest pritisaka na pumpicu, a kod 

svakog idućeg fotografiranja s tri snažna pritiska na pumpicu. Uzorci su fotografirani odmah nakon 

svakog aeriranja. 
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Svaki uzorak je na taj način fotografiran četiri puta. Postavke fotoaparata prilikom fotografiranja nisu 

mijenjane (ISO 3200, E 10s, F 5,6), kultura bioluminiscentnih bakterija uvijek je ista, a mijenja se 

samo uzorak vode. Slika 4 prikazuje fotografiranje uzorka bakterija. 

Nakon fotografiranja radi se analiza fotografija pomoću programa za analizu fotografija ImageJ. 

ImageJ mjeri vrijednost luminiscencije svakog uzorka i izražava je numerički bez jedinice. Postupak 

pretvorbe tih podataka u lumene vrlo je složen. Budući da je moguće usporediti luminiscenciju 

uzoraka na podacima koje nam daje program, procijenjeno je da je preračunavanje u lumene potpuno 

nepotreban postupak.  

Nakon mjerenja luminiscencije četiri fotografije istog uzorka, izračunava se prosječna vrijednost 

luminiscencije tog uzorka vode, a dobiveni podaci upisuju se u tablicu, grafički obrađuju i uspoređuju.  

Slika 4. Fotografiranje uzorka bakterija  
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3. Rezultati 
Tablica 1. Srednje vrijednosti bioluminiscencije kulture bakterija pomiješanih s različitim uzorcima 

vode. Rezultati su dobiveni mjerenjem luminiscencije fotografije pomoću programa ImageJ. 

 

Slika 5. Grafički prikaz luminiscencije uzoraka vode. 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6. Najsvjetliji uzorak vodovodne vode (a) i najmanje luminiscentan uzorak bistre KT2 (b), 

razlikuju se u luminiscenciji oko 11%. 

 Vodovod Akvarij KT1 KT2 KT3 KT4 KT5 

Srednja 

vrijednost 

luminiscencije 

149 148 139 139 142 141 144 

a b 
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Na fotografijama uzoraka vode teško je vizualno uočiti male razlike u luminiscenciji pa smo odlučili ne 

prikazivati fotografije svih uzoraka već samo dva uzorka s najvećom razlikom u luminiscenciji (Slika 

6). 

4.1. numerički podaci dobijeni ImageJ programom 

ImageJ je program kojim su analizirane fotografije ovog istraživanja. Riječ je o besplatnom 

računalnom programu koji mjeri svjetloću piksela čitavih fotografija ili pak prethodno označenih 

dijelova fotografije. Vrijednosti koje se prikazuje na skali su od 0 do 255. Srednja osvijetljenost kreće 

se oko 110. U slučaju fotografije srednje vrijednosti 110 može se primijeniti formulu za izračunavanje 

lumena izvora svjetlosti navedene na stranici 5 ovog rada. U svakom drugom slučaju trebalo bi 

navedenu luminiscenciju množiti stupnjem konverzije kako bi se dobile prave vrijednosti 

luminiscencije uzorka. Kada bi progrem ImageJ uzorku bakterija fotografiranom Nikon aparatom s 

postavkama expozicije od 10 sekundi, otvora blende 5,6 na ISO osjetljivosti 3200 izračunao srednju 

vrijednost luminiscencije 110, podatke bismo mogli uvrstiti u formulu i dobili bismo sljedeći rezultat: 

     
2

10
8,3

23200

5,12
mcdL µ=

×
=   

 

Međutim, uzorcima koji su bili predmet istraživanja ovog rada ImageJ programom je izmjerena 

luminiscenciju od 139 do 149. Mjerenjem pomoću fotoaparata može se doći do podatka da 

fotografija s dvostruko duljom ekspozicijom ima vrijednost luminiscencije piksela (izračunato ImageJ 

programom) 155, ali istovremeno slika dvostruko kraće ekspozicije kod koje se očekuje prosječna 

luminiscencija piksela od 65 ima izmjerenu luminiscenciju od 60. To je zato što porast vrijednosti 

luminiscencije od 0 do 255 nije linearan, već se nalazi na krivulji koja je dio hiperbole. Stoga je teško 

napraviti točnu konverziju numeričkih podataka dobijenih pomoću ImageJ programa u lumene, a 

samim time točno izračunati postotne razlike u luminiscenciji uzoraka vode.  

Prema tome konverziju možemo samo otprilike procijeniti uzevši da 45 jedinica na dijelu skale ImageJ 

programa između 110 - 155 označava 100% povećanje luminiscencije te isto tako procijeniti razlike u 

luminiscenciji pojedinih uzoraka u odnosu na referentni uzorak (Slika 7).  
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Slika 7. Procijenjena razlika luminiscencije uzoraka u odnosu na vodovodnu vodu 
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4. Rasprava 
 Bez kisika nema niti bioluminiscencije stoga je kisik važan čimbenik koji utječe na intenzitet 

bioluminiscencije. Taj utjecaj je jedan od najvažnijih problema s kojim smo se suočili tijekom 

mjerenja luminiscencije i razlog zbog kojega smo ponavljali mjerenja.  

Prvo uzorkovanje i fotografiranje obavljeno je uzoraka 20. veljače 2014. godine. Tada nije dovoljno 

posvećena pažnja aeriranju uzoraka. Nakon analize fotografija programom ImageJ utvrđeno je da je 

intenzitet svjetlosti pojedinačnih uzoraka prilično promjenjiv i da raste sa svakim novim aeriranjem. 

Zbog ujtjecaja koncentracije kisika na bioluminiscenciju ti rezultati su odbačeni, a mjerenje 

ponovljeno 27. veljače 2014. godine.  

Tijekom novog mjerenja posebno smo obratili pažnju na koncentraciju kisika u kulturi bakterija. Prije 

prvog mjerenja obavili smo dvostruko jače aeriranje. Rezultat toga je vrlo ujednačena luminiscencija 

svih fotografija istog uzorka što je moguće vidjeti u tablici 3. Iz navedenog je vidljivo kako kisik nije 

utjecao na intenzitet bioluminiscencije tijekom mjerenja obavljenog 27. veljače.  

Tablica 3. Usporedba oscilacije u luminiscenciji uzoraka 20. i 27. veljače - Velike razlike u 

bioluminiscenciji uzoraka od 20. veljače uvjetovane su oscilacijom koncentracije kisika. Problem je 

uspješno otklonjen 27. veljače nakon dvostruko intenzivnije početne aeracije (6 upuhivanja 

pumpicom) i kasnije ujednačene aeracije (3 upuhivanja) prije svakog fotografiranja. 

  Luminiscencija fotografija analiziranih programom Image J 

  Foto 1 Foto 2 Foto 3 Foto 4 

akvarij 20. veljače 128 134 135 136 

27. veljače 149 148 148 148 

KT5 20. veljače 131 134 136 139 

27. veljače 144 144 144 143 

 

Kada eliminiramo ostale vanjske utjecaje na bioluminiscenciju, možemo reći da rezultati istraživanja 

jasno pokazuju kako tvari u određenim uzorcima vode jače inhibiraju bioluminiscenciju čime je 

potvrđena pretpostavka da je u nekim uzorcima prisutno zagađenje koje inhibira enzim luciferazu.  

Rezultate smo namjeravali usporediti s nezavisnim, vanjskim mjerenjima kvalitete vode. Nažalost, na 

području naše županije ne provodi se kontinuirani nadzor kvalitete otvorenih vodotoka pa posljednjih 
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godina ne postoje mjerenja  s kojima bi se mogli usporediti rezultati ovog istraživanja. Međutim, prije 

15 godina učenici Gimnazije „Fran Galović“ Koprivnica su izvršili istraživanje određivanja biotičkog 

indeksa potoka Koprivnica (13). Navedenim istraživanjem za Koprivnički potok dobivene su vrlo 

visoke vrijednosti biotičkog indeksa čime je vodotok svrstan u čiste i vrlo slabo onečišćene vode. 

Otada se na potoku Koprivnica nisu dogodile nikakve značajne promjene u smislu povećanja broja 

zagađivača  pa se može zaključiti da ti podaci potvrđuju rezultat našeg mjerenja. 

Slika 8. Tablica prikazuje inhibicijske podatke različitih kontaminanata za Microtox
® 

test, preuzeto sa: 

Environmental Technology Verification Joint Verification Statement (6)  

Prije osvrta na ostale rezultate želja nam je ukazati na mjerenja inhibitornog djelovanja različitih 

toksikanata vidljivih na slici 8 koja su preuzeta od Agencije za zaštitu okoliša SAD-a (6). Iz tablice je 

vidljivo kako različite tvari ne djeluju jednako na inhibiciju bioluminiscencije te da inhibitorno 

djelovanje opada sa smanjenjem koncentracije. Iz toga proizlazi da se na temelju rezultata mjerenja 

inhibitornog djelovanja vode na bioluminiscenciju ne možemo zaključiti koja tvar je odgovorna za 

inhibiciju luciferaze. 

Zanimljiv je podatak prema kojem neki od najjačih toksina biološkog podrijetla za čovjeka (botulinum 

toksin i ricin) uopće ne djeluju inhibitorno na luciferazu. 
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Promatrajući uzorke s kontrolnih točaka 1 i 2 (KT1 i KT2)  koje se nalaze nizvodno od uređaja za 

pročišćavanje otpadnih voda dobiveni rezultati su potpuno u skladu s očekivanjima. Uređaj za 

pročišćavanje otpadnih voda očigledno ne uspijeva u potpunosti otkloniti sve štetne tvari koje se 

kanaliziraju sustavom javne odvodnje. Vrstu toksikanata te visinu njihove koncentracije trebalo bi 

utvrditi dodatnim mjerenjima.  

Uzorak s kontrolne točke 3 (KT3) koja se nalazi u Novigradu Podravskom pokazao je nešto manju 

inhibiciju nego što je očekivano, međutim to se može lako objasniti visokim vodostajem potoka zbog 

velike količine oborina u periodu prije izvršenog uzimanja uzoraka vode. 

Uzorak s kontrolne točke 4 (KT4) koja se nalazi u Draganovcu jedini nije u skladu s  očekivanjem, no 

moguće je objasniti tako visoku inhibiciju bioluminiscencije vode iz potoka u kojem prethodno nije 

očekivano nikakvo onečišćenje. Vrlo vjerojatno, uzrok je intenzivna sječa šume na području uzvodno 

od uzorkovanja obzirom da je velik dio okolne šume potpuno posječen, a po sječi je na tlu ostala 

velika količina drvnih ostataka koji bi mogli biti uzrok dobivenih rezultata. Naravno, izneseni navodi 

trebali bi biti potvrđeni i provjereni dodatnim istraživanjima. 

Kako je ranije navedeno, uzorak s kontrolne točke 5 (KT5) u potpunosti je u skladu s pretpostavkama. 

Akvarijska voda je deklorirana vodovodna voda. Produkte ribljeg metabolizma asimiliraju alge i 

bakterije u biološkom filteru te je niska razina inhibicije luminiscencije očekivana. 

Na kraju, može se zaključiti kako je metoda dokazivanja onečišćenja vode pomoću bioluminiscentnih 

bakterija zaista brz i efikasan način utvrđivanja prisutnosti određenog onečišćenja vode, ali ista ne 

omogućuje uvid u količinu i vrstu onečišćenja stoga ona ne može zamijeniti klasične kemijske, 

mikrobiološke i biološke metode određivanja kvalitete vode. 
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5. Zaključak 
 Različite tvari ne djeluju podjednako na inhibiciju luciferaze te ispitivanjem  

pomoću bioluminiscentnih bakterija nije moguće utvrditi koja je tvar  

prouzročila inhibiciju bioluminiscencije. 

 

Metoda dokazivanja onečišćenja vode pomoću bioluminiscentnih bakterija  

ne može zamjeniti klasične kemijske, mikrobiološke i biološke metode  

određivanja kvalitete vode.  

 

Bioluminiscentnim bakterijama moguće je na brz i efikasan način dokazati  

prisutnost onečišćenja u vodi. 
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Zahvale 
 Zahvaljujemo vlasnicima i djelatnicima ribarnice „More“ na susretljivosti i pomoći pri 

uzimanju uzoraka bioluminiscentnih bakterija.  
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