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Uvod

1. UVOD

Elementi poput kadmija, Zive, olova i arsena, sastavnim su dijelom Zemljine biosfere,
oni se ne razgraduju ve¢ kruze u prirodi u razli¢itim oksidacijskim i kemijskim oblicima.
Covjek svojim djelovanjem poveéava prirodno prisutne razine tih elemenata u okolisu. Oni u
odredenim koli¢inama mogu biti Stetni, a toksi¢ni ucinci ovise o unesenoj koncentraciji,
kemijskom obliku i oksidacijskom stanju. Toksi¢nost teskih metala ukljucuje blokiranje
funkcionalnih skupina enzima, polinukleotida, transportnog sustava za esencijalne hranjive
tvari i ione. Toksi¢ni metali su Pb, Cd 1 Hg, dok je za Cr i As dokazano i povoljno djelovanje
kod nekih vrsta u odredenim oksidacijskim oblicima i koncentracijama. Arsen u malim
koli¢inama ima povoljan metabolicki ucinak. Glavne osobine teSkih metala su: imaju
sposobnost nakupljanja u organizmu, ograni¢ena mogucnost detoksikacije, sporo se izlucuju
iz organizma i toksi¢no djeluju na pluéa, bubrege, jetru i probavne organe. Iako su neki teski
metali bitni mikronutrienti za zivotinje, biljke 1 mnoge mikroorganizme, svi pokazuju
toksicne ucinke na Zive organizme uzrokuju¢i metabolicke smetnje 1 mutagenezu.
Mehanizam toksicnosti teSkih metala moze se pratiti do metabolickih smetnji vezanih za
sintezu enzima ili DNA replikaciju.

Divlja¢ se smatra pogodnim bioindikatorom onecis¢enosti okoliSa, tako su pronadeni
Pb 1 Cd u tkivima jetre i bubrega jelena obi¢nog (Cervus elaphus L.), divlje svinje (Sus scrofa
L.), srne obi¢ne (Capreolus capreolus L.) u razliCitim podruc¢jima. Koncentracije teskih
metala kod divljih i domacih zivotinja u pravilu se razlikuju jer se divlje Zivotinje hrane na
velikom podruc¢ju, imaju slobodan izvor hrane, a sama hranidba ovisi o sezonskoj
raspolozivosti odredene vrste hrane. Vecina teskih metala, pa i onih esencijalnih, imaju svoju
granicu toksi¢nosti. Putevi primanja u zivotinjski organizam ukljucuju di$ni i probavni
sustav. Najznacajniji put primanja je putem probavnog sustava, konzumiranjem hrane i vode
iz zagadenih podrucja. Primanjem u organizam, transportiraju se razli¢itim nacinima i
distribuiraju po odredenim tkivima, skladiste se i1 izazivaju metaboliCke poremecaje. Bitno je
napomenuti da se teSki metali taloze u masnom tkivu, jetri, bubrezima i mozgu, a odatle
pokazuju djelovanje na biokemijske i hormonske procese, kao Sto su metabolizam, rast
stanica, plodnost, te tako utjecu na cjelokupni organizam.

Selen je element u tragovima koji je prirodno prisutan u mnogim namirnicama, a
dostupan je 1 kao dodatak hrani. Selen je u organizmu sastavni dio najmanje 25 selenoproteina
koji imaju klju¢nu ulogu u reprodukciji, metabolizmu, sintezi DNA 1 zaStiti od oksidacijskog

oSte¢enja 1 infekcije. S obzirom da je dijelom antioksidativnih enzima, selen posredno
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sudjeluje u vezanju slobodnih radikala. Na taj nacin S§titi stanice, membrane 1 stani¢ne
organele od lipidne peroksidacije, enzime i nukleinske kiseline od S$tetnog djelovanja
reaktivnih vrsta kisika. Selen se u organizam moze primiti iz organskih i anorganskih izvora,
ali postoje razlike u njihovom postapsorpcijskom metabolizmu. Resorpcija i zadrzavanje u
tijelu je vece ako je izvor selenometionin, nego ako je to selenit. Dok se selenit pasivno
resorbira jednostavnom difuzijom, selenat se aktivno transportira preko kotransportnog puta
zajedno s natrijem, tako da se njegova resorpcija moze inhibirati ukoliko u obroku postoji
previse sumpornih spojeva. Resorbira se u dvanaesniku, a kod prezivaca u buragu i siristu.
Poznato je da hranidba selenom ima pozitivan ucinak na imunoloski odgovor i regulaciju
upalnih procesa. Ima zastitni u¢inak protiv nekih malignih bolesti, moze povecati plodnost
kod muskaraca i smanjiti smrtnost od kardiovaskularnih bolesti. Nedostatak selena povezuje
se s mnoStvom bolesti, ukljucujuéi kardiovaskularne bolesti, upalne procese i tumorozna
bujanja. Selen iz biljnog izvora ima najvec¢u bioraspolozivost (visSe od 60%), dok je
bioraspolozivost selena Zzivotinjskog podrijetla manja od 25%. Selen se nalazi u svim
stanicama i tkivima tijela u razli¢itim koncentracijama. U posljednjih nekoliko godina selen je
privukao veliku pozornost zbog svog antioksidativnog 1 imunostimuliraju¢eg djelovanja.
Ukupan iznos selena u ljudskom organizmu varira od 10 do 20 mg. Polovica koli¢ine selena u
organizmu nalazi se u skeletnim miSi¢ima, iako organi poput bubrega, testisa i jetre imaju
najvecu relativnu koncentraciju selena. S druge strane, stanice koje imaju najvecu potros$nju
selena su one imunosnog sustava, eritrociti i trombociti. Selen se uglavnom iz organizma
izluCuje mokracom, a znacCajni su 1 gubici putem fecesa. Selen je prisutan u mnogim
namirnicama, a dostupan je i kao dodatak hrani. Obrok koji sadrzi od 0,1 do 0,3 mg/kg selena,
pruza adekvatnu koli¢inu selena koja je vazna za zivotne procese u organizmu zivotinje.
Hranidba od 0,1 mg/kg selena potrebna je kod zivotinja koje Zive u standardnim optimalnim
uvjetima, bez zagadenja, a hranidba od 0,3 mg/kg Se potrebna je kada su prisutni razliciti
antagonisti, kao 1 u uvjetima intenzivne proizvodnje. Antioksidansi, kao §to je selen i1 vitamin
E, djeluju u zastiti stanice protiv djelovanja slobodnih radikala koji su $tetni nusproizvodi
metabolizma. Slobodni radikali mogu oStetiti stanice i pridonijeti razvoju bolesti. Selen
djeluje na sve komponente imunog odgovora, ukljucuju¢i razvoj 1 ekspresiju kako
nespecificnog, tako humoralnog i stani¢nog imunog odgovora. Koli¢ina selena u namirnicama
animalnog podrijetla ovisi o statusu selena u hrani kojom su te zivotinje hranjene i o obliku u

kojem se selen nalazi tj. o njegovoj bioloskoj raspolozivosti.



Uvod

Postoji mno$tvo podataka o zaStithom ucinku selena protiv djelovanja teSkih metala u
organizmu. S druge strane, na resorpciju, distribuciju i eliminaciju selena kod zivotinja mogu
znacajno utjecati okolisni i hranidbeni ¢imbenici kao $to su teski metali. Olovo, kadmij i ziva
javljaju se u okolisu 1 prisutni su kao kontaminanti u hrani. Poznato je da ovi metali imaju
brojne interakcije s metabolizmom selena. Selen takoder tvori netopljive komplekse sa
srebrom, bakrom, kadmijem i1 zivom. Moze sprijeCiti toksi¢ne ucinke kadmija, a moze
smanjiti i toksi¢ni u¢inak metil-zive. Selen moze reducirati zivu i kadmij koji su prisutni kao
kontaminanti u hrani, imaju znacajnu interakciju s metabolizmom selena, Sto je izuzetno
vazno za procese eliminacije teskih metala u zivotinja koje su izloZene toksicnom djelovanju
teSkih metala. Hranidbena vrijednost selena prvi puta je prepoznata 1957. godine kada je
utvrdeno da selen ima komplementarnu ulogu s vitaminom E kod jetrene nekroze u Stakora i
pili¢a. Ostalim istrazivanjima pokazane su sli¢ne interakcije izmedu selena i vitamina E kod

ptica i zivotinja.

1.1. Pregled literature

Jelen lopatar (Dama dama L.) Siroko je rasprostranjen u Europi, zahvaljujuci
djelovanju Covjeka. Obitava u brdima i ubraja se medu prezivace papkare. Kao divljac,
pogodan je bioindikator oneciS¢enosti okolisa. Razine teskih metala kod divljih i domacih
zivotinja u pravilu se razlikuju jer se divlje Zivotinje hrane na velikom teritoriju, imaju

slobodan izvor hrane, a sama hranidba ovisi o sezonskoj raspolozivosti odredene vrste hrane.

1.1.1. Zooloska Kklasifikacija jelena lopatara

Jelen lopatar (Dama dama L.) pripada razredu sisavci (Mammalia), redu parnoprstasi
(Artiodactyla), porodici jeleni (Cervidae), potporodici pravi jeleni (Cervinae) i rodu jelena
lopatara (Dama). Prema lovnom zakonodavstvu Republike Hrvatske, jelen lopatar uvrsten je u

krupnu divlja¢ zasti¢enu lovostajom (NN 140/2005).
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1.1.2. Rasprostranjenost jelena lopatara

Arheoloski dokazi pokazuju da se jelen lopatar pojavio prije pojave neolitika. Na
temelju nalaza iz paleolitskih arheoloskih nalazista (prije 10 000 i 100 000 godina), jelen
lopatar pojavljuje se kao polupripitomljena zivotinja kod Fenicana koji su bili velika
pomorska nacija. Izgleda da su oni bili ukljuceni u trgovinu i distribuciju divljaci. Distribuirali
su ih s istoka Mediteranskog mora na podrucje danaSnjeg Libanona i Sirije, kroz regije
Europe, pa sve do Velike Britanije. Jelen lopatar bio je popularan i kod Rimljana i Grka. On
se pojavljuje na drevnim grékim novéi¢ima, kao i u rimskoj umjetnosti. Postoje zapisi o lovu,
kro¢enju 1 uzgoju jelena lopatara u rimskim parkovima (Smith 1 Haigh, 1990.). Od posljednje
glacijacije prirodno obitava u juznoj Europi, Maloj Aziji, duz Sredozemnog mora.
Rasprostranjen je u 38 zemalja Sjeverne i Juzne Amerike, Europu, juznu Afriku, Australiju,
Novi Zeland i Fidzi (Feldhamer i sur., 1988.; Nowak, 1999.). Na podrucje Hrvatske naseljen
je 1850. godine u ogradeni prostor u Suhopolju. Bisukup Josip Juraj Strossmayer drzao je
1870. godine 160 jelena lopatara na podru¢ju danaSnjeg lovista Breznica pokraj Pakova. U
drugoj polovici 19. stoljeca naseljen je i na podruc¢ja Zelendvora i Brijuna. Lopatari s Brijuna
bili su ishodi$te za osnivanje prvih kolonija lopatara na nasim kvarnerskim otocima. Brijunski
lopatari naseljeni su na otok Sv. Grgur kraj Raba, Cres, Plavnik 1 druga podrucja na prostoru
Hrvatske. U Kunjevce kraj Vinkovaca unesen je 1941. godine, a u drugoj polovici 20. stoljeca
u loviste Pajzo$ pokraj Iloka, na Petrovu Goru i podrucje Hrvatske Dubice (Mustapi¢ i sur.,

2004.).

1.1.3. Biologija i morfologija jelena lopatara

Jelen lopatar je, zbog ljudske aktivnosti, rasprostranjen po cijelom svijetu, a moze se
prona¢i u mnogim razli¢tim staniS§tima. Oni obi¢no traze utoCiSte u Sumama, iako su
uglavnom zivotinje koje pasu u poljima i paSnjacima. Jeleni lopatari su drustveni i pretezno
borave u krdima, koja mogu varirati u veli¢ini i sastavu (Chapman i Chapman, 1997.). Zive u
razli¢itim klimatskim uvjetima, od hladnih 1 humidnih do toplih i suhih podrucja. Staniste im
je obi¢no kombinacija viSe tipova vegetacije. Vole stare, listopadne Sume razliite gutoée
prozete travnatim podrucjima, ali takoder se mogu pronaé¢i i u mjeSovitim Sumama,
predalpskoj vegetaciji, travnjacima, Sikarama 1 savanama (Grizmek i sur., 1988.; Grizmek,
1990.). Poput mnogih vrsta jelena i jelen lopatar je aktivan tijekom 24 sata, ali u podrucjima

velike ljudske aktivnosti oni imaju tendenciju da budu aktivniji nocu. Jeleni opcenito
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pokazuju vece hranidbene prilagodbe od govedih vrsta. Oni imaju sezonsku uskladenost
rodenja, rasta, ciklusa aktivnosti i zastoja rasta koji odgovaraju koli¢ini, kvaliteti i dostupnosti
hrane. Primjerice, maksimalni hranidbeni zahtjevi za zenke su tijekom laktacije, to razdoblje
podudara se s razvojem vegetacije koja je tada najbujnija i najbogatija. Ljeto je vrijeme
teljenja 1 vrijeme za postizanje najvece tjelesne mase teladi. Za zrele jelene to je vrijeme rasta
rogovlja i ponovnog obnavljanja tjelesne mase i masnih rezervi koje su se iscrpile prethodne
jeseni i zime. Tijekom razdoblja smanjene dostupnosti krmne smjese u prirodi, koriste se
rezerve masti koje su ugradene tijekom intenzivnog hranjenja i debljanja, upravo to zahtjeva
neogranic¢enu opskrbu kvalitetnom, visoko proteinskom hranom tijekom ljetnih mjeseci
(Smith i Haigh, 1990.).

Tjelesna masa odraslih muzjaka krece se u rasponu od 56 do 80 kg, s prosjekom od 67
kg, a masa odraslih zenki od 30 do 50 kg s prosjekom od 44 kg. Glava i tijelo duzine su od 1,3
do 1,75 metara, duzina repa je od 150 do 230 milimetra. Visina grebena kod muzjaka je od
0,9 do 1,0 metra, dok je Zenka neSto manja. Prednje noge jelena lopatara obi¢no su nesto
krace od straznjih nogu, kao rezultat toga linija leda je uzdignuta posteriorno. Kod muzjaka je
istaknut grkljan — larinx (Feldhamer i sur., 1988.; Grizmek, 1990.; Nowak 1990.). Najcesca
boja, u ljetnoj dlaci, je svijetlohrdastosmeda, s tamnom prugom na hrptu, koja je prema repu
izrazenija. Na tijelu se istiCu bijele pjege koje se prema vratu gube, a u donjoj trecini
ograniCava ih svijetla uzduzna pruga. Donji dio vrata, prsa i noge su svjetliji, trbuh je bijel.
Straznji dio tijela, ogledalo, s obje je strane ograniCen crnom prugom, rep je s gornje strane
smedecrne do crne, a s donje bijele boje. Zimska je dlaka jednolicno sivosmeda, po hrptu
tamnija, prema trbuhu svijetlija, a unutrasnje su strane nogu, donja strana repa i straznji dio,
ogledalo, bijeli. Medu najces¢im su varijantama boje jelena lopatara crna, crvenosmeda i tzv.
porculanska obojenost u vise nijansi (od tamne do gotovo bijele). Sva osjetila podjednako su
razvijena, a vid je razvijeniji nego u obicnog jelena (Mustapic¢ i sur., 2004.).

Jeleni lopatari razvrstavaju se prema dobi u dobne razrede, pa tako kod muzjaka
razlikujemo: jelence — do 1 godine, Siljkan — dobi 2 godine, mladi jelen od 3 do 4 godine,
srednji jelen od 5 do 7 godina i stari jelen od 8 godina i viSe. Kod koSuta prema dobi
razlikujemo: mladunce — jelence, zenku od 1 do 2 godine — dvizica, od 2 do 4 godine — mlada
kosuta, od 5 do 7 godina — srednjedobna kosuta i od 8 godina i vie — stara ko$uta. Zivotni
vijek jelena lopatara krece se od 20 do 25 godina (Bajovic i sur., 1987.). Spolno sazrijeva u
drugoj godini Zivota, u dobi od oko 16 mjeseci. Kosute uglavnom sve bivaju oplodene u
drugoj godini, ali u jelena do Cetvrte godine Zivota spermiogeneza nije dostatna za cijelu

sezonu parenja koja traje od 20 do 30 dana. Parenje pocinje pocetkom listopada, a u nekim
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lovi§tima sredinom 1 potkraj listopada, Sto ovisi o nadmorskoj visini, klimi 1 vremenskim
prilikama. Rika jelena lopatara zvuci kao roktanje i ne sli¢i onoj u obi¢nog jelena. Gravidnost
kosute traje oko 240 dana, a oteli jedno tele (rijetko dva), potkraj svibnja ili pocetkom lipnja.

Telad sise 3 do 4 mjeseca (Mustapi¢ i sur., 2004).

1.1.4. Uzgoj jelena lopatara

Jeleni lopatari zive u krdima koje obi¢no predvodi stariji jelen. Najpovoljniji tereni za
zivot lopatara su ravni do brezuljkasti, nadmorske visine od 500 do 600 metara (Bajovi¢ i sur.,
1987.). Toj vrsti jelena najviSe odgovaraju Sumska podrucja s dosta livada i paSnjaka.
Njegova horizontalna i vertikalna premjeStanja mnogo su manja i najces¢e ne prelaze 2 do 5
km. Jelen lopatar uspje$no se moze uzgajati u lovistima od 1000 do 2000 ha. Racuna se da je
gospodarski primjerena prosjecna gustoca populacije od 2 do 10 grla na 100 ha. Budu¢i da
jelen lopatar nije naSa izvorna gospodarska vrsta, svrha je gospodarenja prije svega
omogucavanje odstrjela Sto veceg broja zrelih, trofejno vrijednih grla. Pri odredivanju
koli¢ine odstrjela, osim brojnog stanja populacije i njezina uskladenja sa staniStem, treba
odrediti visinu godiSnjeg prirasta. Racuna se da je godisnji priplod 80 do 85%, a prirast
izmedu 70 do 75% broja svih koSuta u proljetnom fondu. Da se sprije¢i premjestanje lopatara,
nuzno je u lovistima urediti potreban broj kvalitetnih oranica isklju¢ivo za ljetnu hranidbu
divljaci (0,05 ha uredene povrSine po grlu). Kvalitetno sijeno i otavu dobro je pomijesati s
priblizno 20% lisnika (Mustapic i sur. 2004.).

Kada se govori o uzgoju divljaci u ogradenim loviStima, praksa zemalja koje imaju
tradiciju uzgoja lopatara (poput Madarske) pokazuje da se najmanja povrsina kre¢e od 400 do
500 ha. Pri tome se u najboljim uvjetima moze uzgajati jedno grlo na 3 do 10 ha povrSina
ograde 1 da je u tome prostoru potrebno osigurati od 0,1 do 0,2 ha obradivih povrSina po grlu.
Ogradena povrSina prije svega mora pruzati trajnu hranidbu i zaklon. Povoljne uvijete za
uzgoj jelena lopatara pruzaju Sumske zajednice hrasta luznjaka i obi¢nog graba, luznjakovo —
grabova Suma s cerom i luznjakovo — grabova Suma s lipom. PovrSine prirodnih livada i
pasnjaka moraju odgovarati brojnosti divljaci i za 100 grla potrebno je osigurati 10 ha.
Intenzivan uzgoj zahtjeva posebno uredene lovno — gospodarske objekte unutar lovista.
Raspored 1 veliCina hraniliSta treba biti takav da jedno hraniliSte moze zadovoljiti potrebe za
10 do 15 grla. HraniliSta su izgradena za zrnatu hranu i hranu obogac¢enu mineralima,

vitaminima i1 mikroelementima (Bajovic i sur., 1987.).
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1.2. Teski metali

Teski metali definirani su kao metali sa specificnom teZinom veéom od 5 g/em’, koji
nemaju blagotvoran ucinak na zdravlje sisavaca, ve¢ pokazuju ozbiljne toksikoloske
simptome i u nizim koncentracijama. Teski metali su jo§ uvijek jedan od najvaznijih problema
u okolisu (Nordberg 1 sur., 2007.). Iako podaci biomonitoringa pokazuju opadanje razine
teskih metala u zraku (Grodzinska 1 Szarek-Fukaszewska, 2001.) postoje mnogi drugi izvori
zagadenja koji su 1 dalje potencijalno opasni. S povecanjem industrijalizacije sve viSe teSkih
metala ulazi u okoli$. Oni ostaju trajno zbog toga Sto se ne mogu degradirati u okolisu, ulaze u
hranu odakle imaju slobodan put za ulazak u zivotinjska tkiva (Baykov i sur., 1996.). U
viSestanicnim organizmima neki su vazni kofaktori u enzimskoj katalizi, dok drugi nemaju
kljuénu ulogu. Prvoj skupini pripadaju esencijalni elementi kao Sto su selen, cink, kalcij i
zeljezo. Prekomjerna koncentracija slobodnih metala moze imati nepovoljan ucinak na
zdravlje, pa je stoga njihova cirkulacija i koncentracija u tkivima strogo kontrolirana
zahvaljujuéi vezanosti s bjelancevinama. U drugu skupinu ubrajaju se metali poput kadmija,
arsena, olova i zive. Ti neesencijalni metali su otrovni i negativno djeluju na organizam (Duce
i Bush, 2010). Jedan od glavnih mehanizama koji stoji iza toksicnosti teskih metala je
oksidativni stres. Oni su sposobni za interakcije s bjelanCevinama i DNA molekulom
uzrokujuci propadanje bioloskih makromolekula (Leonard i sur., 2004.). Istrazivanja koja su
provedena u posljednjih nekoliko desetljeCa pokazala su da metali poput Zeljeza, bakra,
kadmija, zive, nikla, olova i arsena utjeCu na stvaranje reaktivnih radikala, Sto je rezultiralo
stani¢nim oSte¢enjima, smanjenom enzimskom aktivnoscu, osStecenjem lipidnog dvosloja i
DNA (Stohs 1 Bagchi, 1995.). Reaktivne vrste radikala ukljuuju raznovrsne radikale kisika,
ugljika, sumpora i duSika, oni ne potjeCu samo od superoksidnog radikala, vodikovog
peroksida i lipidnih peroksidaza, nego takoder i od kelata aminokiselina, peptida i proteina
kompleksiranih s teSkim metalima. Ti metali stvaraju reaktivne vrste koje mogu uzrokovati
neurotoksicnost, nefrotoksi¢nost i hepatotoksicnost kod ljudi i zivotinja (Stohs i1 Bagchi,
1995.; Chen i sur., 2001.).

Odnos izmedu izvora izlaganja, transporta 1 distribucije raznim organima (koZza, di$ni
sustav, bubrezi i jetra) i puteve izlu€ivanja prikazuje Slika 1. U¢inci teSkih metala ovise o dozi
1 vremenu izlaganja organizma teSkom metalu. Najpreciznija definicija doze je koli¢ina
metala u stanicama organa koja izaziva toksikoloski ucinak. Rezultati zasebnih mjerenja
mogu prikazati nedavnu, duzu ili raniju izloZenost, ovisno o vremenu zadrZavanja u

odredenom tkivu. Kritiéna odrednica zadrzavanja metala je njegov bioloski poluZivot,
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odnosno vrijeme koje je potrebno da tijelo ili organ izlu¢i pola akumuliranog iznosa (Goyer 1

Clarkson, 1996.).

Medij Zrak, voda, Zrak Hrana, voda,
izvrgavanja prljavstina, itd. lijekovi
Udisanje l T lzdisanje Konzumacija

Glavni putevi Kosa Didni Probavni
unosa sustav ;

distribucija

Prijenos i o : ~
Ostali )‘_ Krv «—  Jetra
organi | —» ) — )

Bubrezi }

Glavni putevi

v

.

ekskrecije

Vanjska kontaminacija

Slika 1. Kretanje teskih metala u organizmu nakon apsorpcije preko koze, udisajem i gutanjem. Strelice

prikazuju transport i distribuciju. (Elinder i sur., 1994.).

Prepoznavanje Cimbenika koji utjeCu na toksicnost odredene razine izlozenosti
toksi¢nim metalima vazni su u odredivanju rizika toksi¢nosti. Cimbenici koji utje¢u na
toksi¢nost metala su: interakcija s esencijalnim metalom, formiranje kompleksa metal-
protein, starost i stupanj razvoja, kemijski oblik ili specijacija i imunoloski status domacina.
Interakcija toksi¢nih i esencijalnih metala dogada se kada je metabolizam toksi¢nog metala
slican metabolizmu esencijalnog metala (Goyer, 1995.). Resorpcija toksi¢nih metala iz pluc¢a
ili probavnog sustava moze biti pod utjecajem esencijalnog metala, osobito ako su ukljuceni u
isti homeostatski mehanizam, kao $to se to dogada za olovo, kalcij 1 zeljezo, te za kadmij 1
zeljezo. Postoji inverzna veza izmedu sadrzaja bjelancevina u hrani i toksi¢nosti kadmija i

olova. Vitamin C smanjuje resorpciju kadmija i olova, zbog povecane resorpcije iona zeljeza.
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Toksi¢ni metali mogu utjecati na ulogu esencijalnih metala kao kofaktora za enzime ili druge
metabolicke procese (Goyer i Clarkson, 1996.).

Postoje brojne interakcije izmedu metala i bjelancevina. Bjelan¢evine mogu imati
zaStitnu ulogu, smanjujucéi aktivnost (toksi¢nost metala), za S$to je primjer metalotionein
(bjelanCevina sastavljena od Sezdesetak aminokiselina). Mnoge bjelanc¢evine imaju ulogu u
raspodijeli metala u organizmu. Nespecificno vezanje na bjelancevine, kao §to su serumski
albumini ili hemoglobin, ima ulogu u transportu metala u krvotok i na raspodjelu metala
izmedu eritrocita i plazme.

Metalotioneini otkriveni su prije viSe od 40 godina, mogu imati nekoliko razli¢itih
funkcija, ukljucujucéi zastitu od toksi¢nosti metala. Imaju malu molekularnu masu (oko 6000
Da) te su bogati tiolnim ligandima. Ti ligandi pruzaju temelj za visoki afinitet vezanja za
nekoliko esencijalnih i toksi¢nih metala kao §to su kadmij, bakar, ziva, srebro i cink. U vecini
slucajeva metalotioneini su inducirani brojnim metalima i drugim stimulansima. Mogu
komunicirati s metalima u slozenim fizioloskim i biokemijskim putovima.

Transferin je glikoprotein koji se veZe na vecinu feri oblika Zeljeza u plazmi. Prijenos
zeljeza kroz stanicne membrane dogada se zbog endocitoze izazvane pomocu receptora
transferina. Receptor je disulfidnim vezama povezani membranski glikoprotein. Nakon ulaska
u stanicu, Zeljezo je odvojeno od transferina procesom zakiseljavanja endosomima. Ovaj
protein takoder prenosi AI** i Mn®".

Feritin je prvenstveno protein za pohranu zeljeza u retikuloendotelnim stanicama jetre,
slezene 1 kosti. On igra glavnu ulogu u prometu Zeljeza u jetri. Kupfferove stanice otpustaju
zeljezo koje su dobili fagocitozom eritrocita 1 nalaze se u obliku feritina. Feritin moze
posluziti kao op¢i metalni detoksikant, budu¢i da veZze niz toksi¢nih metala, ukljucujuéi
kadmij, cink, berilij i aluminij.

Ceruloplazmin je glikoprotein oksidaza, sadrzi bakar u plazmi i pretvara fero u feri
zeljezo, koje tada veze transferin. Ovaj protein takoder poti¢e resorpciju Zeljeza putem
mehanizma neovisnog o transferinu (Goyer i Clarkson, 1996.).

Divlje zivotinje koje zive u prirodnim ekosustavima posebno su izlozene raznim
¢imbenicima okoliSa. Upravo je okoli§ glavni ¢imbenik koji odreduje zdravlje, stanje i
populaciju divljaci. Teski metali su sveprisutni u tlu, vodi i zraku. Njihov transport
hranidbenim lancem vazan je zbog kontaminacije mesa divljaci teSkim metalima, uglavnom
toksi¢nim metalima koji se akumuliraju u tkivima, kao $to su kadmij (Beilbock i sur., 2001.),
olovo (Karita i sur., 2000.) i metaloid arsen (Mankovska i Steinnes, 1995.). Neki drugi metali,

kao Sto su cink, bakar i krom su mikroelementi u tragovima s razli¢itim biokemijskim 1
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fizioloskim funkcijama u organizmu (Dosi, 2000). Olovo, zZiva, kadmij i arsen su medu
glavnim toksi¢nim metalima koji se nakupljaju u prehrambenim lancima i imaju kumulativan
ucinak (Chunningham i Saigo, 1997.). Teski metali ¢esto imaju usmjerene fizioloske toksi¢ne
ucinke 1 pohranjuju se ili ugraduju u ziva tkiva (Baykov i sur., 1996.). Dob, hranidba,
interakcija toksi¢nih metala i kombinacija izlaganja mogu utjecati na pojavu i razinu
toksicnosti u bilo kojem organizmu. S druge strane, metabolicki vezani esencijalni metali,
poput zeljeza, bakra, cinka i metaloida selena mogu utjecati na toksi¢nost putem interakcija na
stani¢noj razini (Goyer, 1996.). Koncentracije esencijalnih metala potrebno je pratiti kao i
koncentracije toksi¢nih metala. Najvazniji putevi izlaganja za ljude i zivotinje su putem hrane
i vode (Herber, 2004.). Glavne komponente u hranidbi divljaci su kultivirane biljke, trave,
stabljike, lis¢e 1 grmlje. Mineralni sastav hrane kod divljac¢i karakterizira sezonska
promjenljivost, opéenito, ¢imbenici kao S§to su staniSte, hrana, stanje, dob, spol Zivotinje i
sezona lova mogu utjecati na koncentraciju teskih metala u tkivima zivotinja (Ramirez i sur.,
1996.; Pokorny i Ribari¢-Lasnik, 2002.; Pokorny i sur., 2004.; Sobanska, 2005.). ProSirivanje
podrucja znanja analitickim podacima o nutritivnoj kvaliteti mesa divljaci, rezultiralo je
dobivanjem informacija o sadrzaju minerala u mesu divlja¢i radi popunjavanja prehrambeno-
bioloSkog koncepta kvalitete mesa. Zbog nedostatka podataka koji se odnose na koli¢inu
teskih metala u mesu divljaci, s obzirom na ograni¢ene mogucnosti kontroliranja iskoristive
hrane u prirodnom okruzenju, kao i c¢imbenike zagadenja okoliSa, postoji potreba za
saznanjima o tehnoloskoj kvaliteti mesa divljaci. Ta su saznanja potrebna za proces obrade,
kako bi se povecala ekonomicCnost, a uz to je vazna i korelacija fizikalnih, kemijskih 1
tehnoloSkih pokazatelja sa senzorskim osobinama mesa divljaci, radi $to ucinkovitije
kulinarske pripreme (Postolache, 2011.). Koncentracija teSkih metala u biljkama utjee na
njihovu koncentraciju kod biljojeda. Teski metali akumuliraju se samo u nekim organima, a
preostali dio izluCuje se kroz probavni sustav (Friberg i sur., 1979.). Podaci o koncentraciji
teskih metala u organima slobodno zivucih biljojeda, kao sto je jelen obicni (Cervus elaphus
L.) moze biti indikativno za odredivanje razine oneciS¢enja njihovog staniSta (S'Wiergosz i
sur., 1993.; Tataruch, 1993.; Wolkers 1 sur.,, 1994.; Kottferova 1 Korénekova, 2000.;
Falandysz 1 sur., 2005.). Srna obi¢na (Capreolus capreolus L.) Cesto je proucavana radi
akumulacije teSkih metala. Kako je osjetljiva na promjene u okoliSu, moze se koristiti kao
bioindikator onecis¢enja okolisSa (Sawicka-Kapusta, 1978.; Bobek i Perzanowski, 1984.).
Kosti, zubi i rogovlje cervida pouzdani su pokazatelji zagadenja (Karstad, 1967.; Maiikovska,
1980.; Sileo i Beyer, 1985.) 1 odrazavaju geografske varijacije u oneciS¢enju kopnenih

ekosustava (Sawicka-Kapusta, 1978.). Takoder, pogodni bioindikatori su jelen obi¢ni i divlja
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svinja (Sus scrofa L.) s obzirom na njihovu veliku zemljopisnu distribuciju, nacin Zivota,
hranidbene navike i relativno dugi zivotni vijek (Kottferova i Korénekova, 1998.; Pokorny,
2000.; Falandsyz 1 sur., 2005.). Istrazivanje koje su proveli John i Jeanne (1994) pokazalo je
da su koncentracije As, Cd, Hg i Pb otkrivene u tkivima koza bile vrlo velike, u razinama koje
su iznad dopustenih. Slicno tome, distribucija i lokalizacija teSkih metala otkrivena je u
tkivima i organima teladi, gdje su pokazani visoki rezultati metala u jetri, bubrezima i tankom
crijevu (Horky 1 sur., 1998.). Poznato je da su bubrezi i jetra glavni organi za akumulaciju
toksi¢nih metala, posebno kadmija i zive, dok su kosti mjesto odlaganja olova (Goering i sur.,
1995.; Bridges i Zalups, 2005.). Prema istraZivanjima provedenim u Spanjolskoj, olovo i
kadmij dva su najceséa toksicna metala koji su pronadeni u jetri i bubrezima divlje svinje i
jelena obi¢nog (Swiergosz 1 sur., 1993.; Falandysz, 1994.; Garcia-Fernandez i sur., 1995.;
Santiago i sur., 1998.; Karamarova i sur., 2005.). Studija u Spanjolskoj pokazala je da se
olovo akumulira u vecoj stopi kod divljih svinja, a kadmij kod jelena obi¢nog (Santiago i sur.,
1998.). Vece koncentracije kadmija promatrane u starijih Zivotinja objaSnjavaju se kronicnom
izlozenosti ovome metalu, njegovoj tendenciji nakupljanja i niskoj stopi izlu¢ivanja. Ova
pojava prouCavana je kod razliCitih vrsta porodice Cervidae, tj. kod losa (Alces alces L.;
Frosly 1 sur., 1984.), sjevernog jelena (Rangifer tarandus L.; Frank, 1986.) i srne obi¢ne

(Pompe-Gotal i Prevendar Crni¢, 2002.).

1.2.1. Kadmij

Onecisc¢enje okoliSa kadmijem i kontaminacija zZivotinja, ukljucuju¢i i divljac, ozbiljan
je problem u vecini zemalja (Hecht i1 sur., 1984.; Stawarz i sur., 2003.). Poznato je da je
kadmij izuzetno toksian i sveprisutan u okoliSu, pojavljuje se u gotovo svim tlima,
povrSinskim vodama i biljkama te se lako mobilizira ljudskim aktivnostima kao Sto je
rudarstvo. Kao rezultat toga, kadmij je prepoznat kao potencijalna prijetnja za zdravlje
zivotinjskih vrsta. Medutim, zato $to najceS¢e postoji u okoliSu kao sastavnica u tragovima,
zabiljezeni toksi¢ni ucinci kadmija su rijetki. Toksi¢nost kadmija najcéesce se pojavljuje medu
prirodnim populacijama kraljeSnjaka (Soylak 1 sur., 2002.; Larison i sur., 2003.). Jetra je
organ u kojem se kadmij prvenstveno nakuplja i oCituje s nekoliko Stetnih ucinaka (Bernard,
2004.). Vecina in vivo 1 in vitro studija o toksi¢nosti kadmija na organe sisavaca pokazala je
da kadmij lokaliziran u hepatocitima izaziva razne Stetne posljedice, nakupljanje,

patohistoloSke i stani¢ne promjene, povecanje lipidne peroksidacije, a njegovo povecanje
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utjece na funkciju mitohondrija i uzrokuje prijelom DNA lanca (Toman i sur., 2005.; Berzina
i sur., 2007.). Kadmij ima nefrotoksi¢ni ucinak, osobito prilikom izlozenosti visokim
koncentracijama. Izlozenost kadmiju moze utjecati na mineralnu gustocu kostiju i funkciju
bubrega (Alfven 1 sur., 2002.). Metalotionein, bjelancevina koja veZe kadmij, smatra se
dobrim biomarkerom izloZenosti kadmija. Iako kadmij djeluje na gotovo svaki organ i tkivo u
organizmu, bubrezi se i dalje smatraju glavnim organima za akumulaciju i toksi¢nost. Tre¢ina
ukupne koli¢ine kadmija u organizmu pohranjena je u bubrezima, odnosno u dvama
segmentima proksimalnih tubula (S1 i S2) u okviru bubreznog korteksa (Satarug i sur.,
2006.). Oko 70% filtrata krvne plazme resorbira se u proksimalnim tubulima, ukljucujuéi
vodu, bjelancevine, glukozu, natrij, aminokiseline, bikarbonate i neke esencijalne metale.
Budu¢i da ne postoji ucinkoviti mehanizam za izlu¢ivanje kadmija iz organizma, on se
pohranjuje u bubrezima i to u razdoblju od 10 i 30 godina (Jarup i sur., 1998.). Poznato je da
mnogi toksi¢ni ucinci kadmija nastaju zbog njegova medudjelovanja s esencijalnim
elementima. Kadmij za ulazak u stanicu rabi transportne sustave esencijalnih elemenata
(Himeno i sur., 2009.) i tako smanjuje njihovu resorpciju (Peraza i sur., 1998.). Kod Zivotinja
s niskim koncentracijama zeljeza u organizmu primje¢ene su povecane resorpcije kadmija iz
probavnog sustava (Flanagan i sur., 1978.) i poviSenje razine u tkivima (Piasek i sur., 2004.).
Kippler i sur. (2009) potvrdili su snaznu negativnu korelaciju kadmija i kalcija kod ljudi, $to
je dokazano i1 kod Zivotinja (Min 1 sur., 2008.). Poznavanje medudjelovanja kadmija s
esencijalnim elementima moze se primijeniti u zastiti od Stetnih u¢inaka kadmija jer dodatak
esencijalnih elemenata utjece na toksodinamiku i toksokinetiku kadmija u organizmu. Lazarus
i sur. (2005) promatrali su koncentracije toksi¢nih i esencijalnim metala u bubregu jelena
obi¢nog na podrucju Isto¢ne Hrvatske. Studija je pokazala veée koncentracije kadmija u
bubregu starijih zivotinja. Pompe-Gotal 1 Crni¢ (2002) pronasli su u tkivima srnece divljaci,
prikupljanih u razdoblju od pet godina, u 43% uzoraka jetre 1 90% uzoraka bubrega
premasene maksimalne dopustene vrijednosti za kadmij utvrdene hrvatskim propisima (NN
46/94 1 NN 11/01). Karamarova i sur. (2005) utvrdili su da je koncentracija kadmija u jetri i
bubrezima prezivaca sli¢na koncentracijama ispitanih kod drugih zivotinja. To znaci da su
bubrezi organi u kojima je zabiljeZena najveca koncentracija kadmija. Najvece koncentracije

kadmija u bubregu zabiljezene su kod jelena obi¢nog i jelena lopatara.
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1.2.2. Olovo

Olovo je jedan od glavnih oneciS¢ivaca okoliSa. Djeluje na sredisnji i periferni ziv€ani
sustav zivotinja te wuzrokuje encefalopatiju, nemir, akutnu ili kroni¢nu nefropatiju,
gastroenteritis 1 degeneraciju perifernih zivaca, posebno u slucajevima dugoro¢ne ingestije
malih koli¢ina (Van Oostdam i sur., 1999.). Neuroloski simptomi trovanja olovom povezani
su sa sposobnosti S-aminolevulinske kiseline da inhibira ili K'-stimulirano otpustanje y-
aminomaslac¢ne kiseline (GABA) s mozdanih sinapsa ili vezanje GABA za sinapticke
membrane (Brennan i sur., 1995.). Poznato je da olovo moze imati znacajne posljedice za
domace i divlje zivotinje kao i ljude jer se akumulira u gotovo svim tkivima (Satarug i sur.,
2003.). Jedan od glavnih ciljeva toksi¢nosti olova je sinteza hema. Olovo utjeCe na ovaj sustav
tako Sto inhibira sintezu hema i hemoglobina, te mijenja morfologiju i prezivljavanje eritrocita
(Flora 1 sur., 2008.). Oko 50% olova u tijelo ulazi udisajem prasine, 10 do 15% oralno, od
cega se 90% pohranjuje u kostima (Links 1 sur., 2001.). Ostali u¢inci ukljucuju skracen vijek
trajanja eritrocita, smanjenje porodne mase, smanjenje pokretljivosti i broja spermatozoida
(Borja-Aburto i sur., 1999.). Toksi¢nost olova povecava se s manjkom kalcija, Zeljeza ili
cinka. Na primjer, samo 12 ppm olova dodanog u vodu za piée, ometa sintezu hema i
bubreznu funkciju u Stakora s manjkom kalcija, dok je 200 ppm olova potrebno za izazivanje
poremecaja kod Stakora s normalnom koncentracijom kalcija u organizmu (Mahaffey, 1974.).
Quarterman 1 Morrison (1975) izvijestili su da se u slucaju prisutnosti razli¢itih koncentracija
kalcija, fosfora i olova u hrani Stakora, sadrzaj olova u organizmu znacajno povecao kada je
obrok sadrzavao manju koncentraciju kalcija ili fosofora od minimalne koncentracije koja je
potrebna organizmu. Tako se tijekom razdoblja hranidbe hranom koja je sadrzavala razlicite
koncentracija olova i1 manje koncentracije kalcija ili fosofora, koncentracija kalcija u
organizmu smanjila sa 2,3 g na 1,9 g, dok se razina olova povecala sa 350 pg na 1 200 pg.
Nedostatak Zeljeza moZe povecati toksi¢nost olova (Mahaffey, 1974.). Cerklewski i Forbes
(1976) otkrili su da se razina olova kod Stakora smanjivala kako se povecavala razina cinka
primljenog hranom, vjerojatno zbog smanjenja crijevne apsorpcije olova. Slicno kao i drugi
postojani toksi¢ni metali poput arsena, kadmija i zive i olovo ostecuje stani¢ne komponente
zahvaljuju¢i oksidativnom stresu. Patogenetski u¢inak olova izravno prekida aktivnost enzima
1 inhibira apsorpciju vaznih minerala u tragovima (Patrick, 2006.). Olovo se nakuplja u
organizmu tijekom cijelog Zivota. Resorpcija iz probavnog trakta iznosi oko 10% kod odraslih
osoba. Ukupni sadrzaj olova u organizmu moZze se podijeliti na najmanje dva kineticka

bazena. Kostur je najvec¢i bazen koji sadrzi 90% olova, ali i kineti¢ki najsporiji (Merian,

13



Uvod

2004.), to ga ¢ini dobrim pokazateljem sadrzaja olova u organizmu. Istrazivanja olova u
kostanom tkivu proucavana su kod jelena obi¢nog i divlje svinje (Reglero i1 sur., 2009.;
Rodriguez i sur., 2009.; Ruiz i sur., 2009.). Ostatak olova, manje od 10%, nalazi se u

bubrezima i jetri.

1.2.3. Ziva

Ziva je kemijski element koji pripada teskim metalima, te je jedini metal koji se na
sobnoj temperaturi nalazi u teku¢em stanju (Risher i Amler, 2005.). U okolisu je Siroko
rasprostranjena, a prisutna je u elementarnom, anorganskom i organskom obliku (Pacyna i
sur., 2010.). Prisutnost Zive ukazuje na oneciS¢enje okoliSa od prirodnih i antropogenih
izvora. Glavni antropogeni izvori su taljenje metala, spaljivanje otpada, izgaranje ugljena i
poljoprivreda (Burger i sur., 1994.). Prema tome, ziva se nakuplja u razli¢itim tkivima u
razliCitim Zivotinjskim organizmima, te uzrokuje kontaminaciju u hranidbenom lancu (Dietz 1
sur., 1996.). Ziva moze potaknuti odgodenu neurotoksi¢nost godinama nakon prestanka
izlozenosti ili kao rezultat izlozenosti niskim koncentracijama kroz dugo vremensko razdoblje
(Weiss, 2000.). Pri izlaganju zivinim spojevima u akutnom trovanju, najtezi su toksi¢ni
ucinci na bubrege s popratnom oligurijom ili kompletnom anurijom. Kroni¢no izlaganje
najcesce napada bubrege uz oStecenje tubula i funkcionalne poremecaje (Morris i sur., 2005.).
Svi oblici Zive i zivinih spojeva su potencionalno toksi¢ni, perzistentni i bioakumulativni, a
njihova toksi¢nost ovisi o koncentracijama u pojedinom organizmu. Organska Ziva se u
organizam prima isklju¢ivo hranom i to kao spoj metil-ziva (CH;Hg). Ziva u elementarnom i
anorganskom obliku rijetko se pojavljuje u namirnicama, a uglavnom zbog slucajnih
kontaminacija, kada je prisutna u vrlo malim koncentracijama (5 do 50 pg/kg; Srebocan i sur.,
2007.). Jednom primljena u organizam, ziva se lako veze za —SH 1 —NH, skupine, te na taj
naCin inhibira enzimske aktivnosti 1 stvara stabilne spojeve s dugim poluvremenom
zadrZavanja u tkivima pa se lako akumulira u organizmima. Izbor biomarkera za izloZenost
zivi nije jednostavan zbog brojnih c¢imbenika koji na to mogu utjecati, kao Sto su
koncentracija u krvi, nutritivni status organizma, moguca razlika u toksokinetici izmedu
muzjaka 1 zenke. Koncentracija u krvi Zenki znatno je veca zbog razlike u metabolizmu
glutationa, koji je ukljucen u bubreznu eliminaciju zivinih spojeva. Vece su koncentracije zive

.....

Dob i vrijeme izlaganja takoder imaju vaznu ulogu, §to je posebno vidljivo kod razvoja mozga
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djece, koja su bila izloZena Zivi prenatalno (Kakkar i Jaffer, 2004.). Ziva utje¢e na funkciju
stanica urodenog imunoloSkog sustava, ukljucujuéi neutrofile, monocite, makrofage,
dendriti¢ne stanice, kao i stanice epitela (Jansson i Harms-Ringdahl, 1993.). IzloZenost divljih
zivotinja 1 ljudi zivi konzumacijom kopenih organizama zanemariva je u odnosu na izloZenost
konzumacijom ribe. Ziva iz vode, sedimenta i drugih biota metilacijom ulazi u prehrambeni
lanac, ondje se biokoncentrira i bioakumulira te njezina razina raste prema vrhu hranidbenog
lanca (Merian i sur., 2004.). Covjek resorbira 1 do 7% anorganske Zive iz hrane koja se
nakuplja u bubregu s vremenom poluraspada od 40 dana, s druge strane organska Ziva se
gotovo potpuno resorbira (90 do 95%) iz probavnog sustava, nakuplja se i1 zadrzava, osobito u
mozgu, s vremenom poluraspada oko 70 dana (Goyer, 1996.). Ne postoji veliki broj
literaturnih podataka o koncentracijama zive u divljaci. Postoje podaci o koncentracijama
zabiljezenim u Poljskoj (Dobrowolska i Melosik, 2002.) 1 Hrvatskoj (Bilandzi¢ i sur., 2009.,
2010.) gdje su utvrdene znacajne razlike u koncentracijama zive u jetri i miSi¢ima izmedu

Zupanija.

1.2.4. Arsen

Najces¢i oksidacijski brojevi arsena su +5, +3 1 -3, u koje je element sposoban
oblikovati i organske i anorganske spojeve u okoliSu i unutar organizma (Hei i Filipi¢, 2004.).
U kombinaciji s drugim elementima kao §to su kisik, sumpor i klor naziva se anorganski
arsen, a u kombinaciji s vodikom i ugljikom, organski arsen. Arsen je toksian u
peterovalentnom i trovalentnom obliku. Stvara ozbiljne posljedice na zdravlje nakon udisanja
ili gutanja. Udisanje arsena povezano je s rakom pluca, limfomom, leukemijom i urinarnom
ekskrecijom arsenita i arsenata, ve¢ 8 sati nakon izlaganja (Jokukowski i sur., 1998.).
Proizvodnju ATP arsen naruSava putem nekoliko mehanizama. Na razini ciklusa limunske
kiseline, arsen inhibira lipoi¢nu kiselinu, koja je kofaktor za piruvat dehidrogenazu. Osim
toga, natjecuci se s fosfatom, arsenat uklanja vezu oksidativne fosforilacije, ¢ime se sprjecava
energetski povezano smanjenje NAD', mitohondrijska respiracija i sinteza ATP-a.
Proizvodnja vodikova peroksida takoder je povecana, Sto moze dovesti do stvaranja
reaktivnih vrsta kisika 1 oksidativnoga stresa. Ove metabolicke smetnje dovode do nekroze
stanica, Sto dovodi do otkazivanja organa (Hughes, 2002.). Akumulacija arsena varira jer to
ovisi o vrsti hrane koju zivotinje konzumiraju (John i Jeanne, 1994.). U akutnom trovanju

javlja se glavobolja, mucnina i teSka iritacija probavnoga sustava (Allan i1 sur., 1995.).
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Anorganski arsen 1 njegovi spojevi (nakon ulaska u hranidbeni lanac) postupno se
metaboliziraju procesom metilacije (Sakurai, 2003.; Reimer i sur.,, 2010.). Osim
oksidativnoga stresa, arsen negativno djeluje na sposobnost popravka DNA (McMurray i
Tainer, 2003.). Budu¢i da se arsen brzo metabolizira i izluCuje putem urina, zbroj metabolita
arsena moze se koristiti kao biomarker nedavne izloZenosti koncentracijama arsena (Le i sur.,
1994.). S obzirom da meso i iznutrice divlja¢i nisu oznacene kao namirnice s vioskom
razinom arsena (EFSA, 2009.) ucestala konzumacija ne bi znacajno utjecala na dnevni unos

arsena hranom.

1.2.5. Zeljezo

Zeljezo se pojavljuje u oksidacijskom stanju +2 i +3. Fero (Fe*") ioni su topivi u
bioloSkim tekucinama i generiraju se u prisutnosti kisikovog Stetnog hidroksilnog radikala.
Fero ioni su nestabilni u vodenim medijima 1 imaju tendenciju da reagiraju s molekularnim
kisikom kako bi se dobili feri (Fe*") ioni i superoksid anion radikal. Oksidirani oblik zeljeza
netopiv je u vodi pri neutralnom pH, a talozi se u obliku feri hidroksida (Jones-Lee i Lee,
2005.). Unatoc¢ ¢injenici da su oba iona zeljeza, 1 fero i feri, vrlo nedostupni, zeljezo je kljuc¢no
kataliticko mjesto mnogih enzima 1 kisik-transportnih proteina u stanici. lako je Zeljezo bitno
za 7Zivot, ono moze biti toksi¢no kada je prisutno u suvisku (Lee i sur., 2006.). Homeostaza
zeljeza je slozen proces, postoji mnogo razlicitih bjelancevina koje ne reagiraju samo na
ukupnu koli¢inu zeljeza u organizmu, ve¢ i na podrazaje kao $to su hipoksija, anemija i upala.
Oko 65% zeljeza veze se za hemoglobin, 10% sastavni je dio mioglobina, citokroma i enzima
koji sadrze zZeljezo, a 25% je vezano za bjelancevine koje vezu zeljezo, feritin 1 hemosiderin
(Cheng i Li, 2007.). Oko 0,1% zeljeza u organizmu cirkulira u plazmi. Postupak keliranja ne
samo da olakSava transport Zeljeza u stanicama nego takoder sprijeCava posredovanje
slobodnih radikala u toksi¢nosti Zeljeza. Redoks stanje stanice uglavnom ovisi o zeljezovim (i
bakrovim) redoks parovima, a odrazava se unutar strogih fizioloskih granica (Park i sur.,
2009.). Homeostatski mehanizmi spreavaju prekomjernu resorpciju Zeljeza u crijevima i
reguliraju brzinu otpustanja zeljeza (Ganz, 2003.). Raspored zeljeza reguliran je kompleksnim
mehanizmom za odrZzavanje homeostaze, uglavnom ukljucuju¢i unos, pohranu i gubitak.
Opcenito, oko 2 do 15% resorbira se iz probavnog sustava, dok je uklanjanje resorbiranog
zeljeza samo 0,01% po danu. Na resorpciju Zeljeza utjece koli¢ina i1 bioraspolozivost Zeljeza

iz hrane, koli¢ina prostora za pohranu Zeljeza i stopa proizvodnje eritrocita. Tijekom razdoblja

16



Uvod

povecane potrebe za Zeljezom (djetinjstvo, trudnoca i gubitak krvi), resorpcija Zeljeza znatno
se povecava. Resorpcija se javlja u dva koraka: resorpcija iona Zeljeza iz crijevnog lumena u
stanice sluznice i prijenos iz stanica sluznice u plazmu, gdje se veZe za transferin koji obavlja
prijenos i pohranu. Transferin je B;-globulin, a proizvodi se u jetri (Goyer i Thomas, 1996.).
Zeljezo, cink, bakar, mangan i selen vazni su minerali koji se nalaze u mesu (Lugasi, 2006.).
Iz mesa se resorbira 15 do 35% zeljeza, dok se samo 1 do 5% Zeljeza resorbira iz hrane
biljnog podrijetla (Rodler, 2009.). Mikroelementi poput Zeljeza imaju znacajnu ulogu u

metabolickim procesima organizma.

1.2.6. Zakonodavstvo vezano za teSke metale u mesu

U Republici Hrvatskoj ne postoji nacionalna legislativa za najviSe dopuStene
koncentracije teSkih metala u tkivima i iznutricama divljih Zivotinja koje su namjenjene za
hranu ljudi. Pravilnikom o najve¢im dopustenim koli¢inama odredenih konataminata u hrani
(NN 154/08), donesenom prema Uredbi Europske komisije br. 1881/2006/EZ (EC, 2006.) i
629/2008/EZ (EC, 2008.), nacionalna legislativa odreduje najviSe dopustene koncentracije
metala u domacim zivotinjama (mg/kg). Ovim Pravilnikom, odnosno Uredbom, nisu
obuhvacene vrijednosti za zivu.

Pravilnikom o izmjenama i dopunama Pravilnika o najve¢im dopustenim koli¢inama
odredenih kontaminanata u hrani (NN 78/2011) donesenom prema Uredbi Europske komisije
br. 420/2010 (EC, 2011.) u potpunosti su izbrisane vrijednosti za arsen, zeljezo i nikal koje se
mogu nac¢i u hrani, $to znaci da koncentracije ukupnog arsena u tkivima divljaci vise ne
podlijezu zakonskim propisima.

U procjeni zdravstvene ispravnosti mesa 1 iznutrica divljaci za procjenu koriste se
vrijednosti Pravilnika pod nazivljem meso i iznutrice odnosno jetra i bubreg goveda, ovaca,
svinja i peradi.

Prema Pravilniku o najveéim dopustenim koli¢inama odredenih kontaminata u hrani
(NN 154/08) najviSe dopustene koncentracije metala (mg/kg) u pojedinim tkivima prikazane

su u Tablici 1.
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Tablica 1. NajviSe dopustene koncentracije metala (mg/kg) prema Pravilniku o najveéim

dopustenim koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani (NN 154/08).

ORGAN GOVEDA, OVACA, Pb Cd Hg As
SVINJA T PERADI (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

JETRA 0,5 0,5 - 0,5

BUBREG 0,5 1,0 - 0,5

MISIC 0,1 0,05 - 0,1

Pb = olovo; Cd = kadmij; Hg = Ziva; As = arsen.

1.3. Biljke i teski metali

Biljke nakon izlozenosti teskim metalima dozivljavaju oksidativni stres koji dovodi do
stani¢nog oStecenja 1 poremecaja stanicne ionske homeostaze. Da bi se smanjili Stetni ucinci
izloZzenosti teSkim metalima i1 njihova akumulacija, biljke su razvile detoksikacijske
mehanizme koji se uglavnom temelje na keliranju i raspodjeli u razlicite unutarstani¢ne
odjeljke. Osnovna skupina kelatora teskih metala u biljkama su fitokelatini, oni se sintetiziraju
bez translacije iz reduciranog glutationa u transpeptidaznoj reakciji kataliziranoj enzimom
fitokelatin sintetaze. Dakle, dostupnost glutationa vrlo je bitna za sintezu fitokelatina u
biljkama tijekom izlaganja teSkim metalima (Yadav, 2010.). Mahunarke (Fabaceae) i biljke
klasificirane kao krmno bilje akumuliraju mnogo veée koliine teSkih metala od trava
(Débska-Kalinowska 1 sur., 1999.). Koncentracija teSkih metala ovisi o vrsti bilja i njihovoj
okolini.

Teski metali u tlu djeluju na rast biljaka, pokrivenost tla i imaju negativan utjecaj na
mikrofloru tla (Roy i sur., 2005.). Poznato je da se teski metali ne mogu kemijski razgraditi i
trebaju se fizicki ukloniti ili pretvoriti u netoksi¢ne spojeve (Gaur i Adholeya, 2004.). Teski
metali u tlima toksi¢ni su za biljke, zivotinje 1 ljude zbog njihove moguénosti transporta u
hranidbene lance. Ukupna koncentracija teSkih metala sluzi kao pokazatelj za odgovarajucu
procjenu statusa oneciS¢enosti tla. Medutim, ona nisu u moguénosti pruziti dovoljno
informacija o bioraspolozivosti, mobilnosti i1 toksi¢nosti teskih metala (Zhong i sur., 2011.).
Mobilnost 1 oslobadanje teskih metala u tlima ovisi o njihovoj ukupnoj koncentraciji,
specificnom kemijskom obliku, stanju vezanja, metalnim svojstvima, okoliSnim ¢imbenicima
i svojstvima tla (Hooda, 2010.).

Biljke su razvile vrlo specificne 1 ucinkovite mehanizme za dobivanje potrebnih

nutrijenata iz prirode, ¢ak i1 kada su prisutni u niskim koncentracijama. Korijenje biljke, uz
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pomo¢ biljne proizvodnje i inducirane promjene pH 1 redoks reakcije ima moguénost otapanja
i unosa mikronutrijenta iz tla kada su oni zastupljeni u niskim koncentracijama, a tu
moguénost imaju i kod gotovo netopivih taloga. Biljke su takoder razvile vrlo specifi¢ne
mehanizme kako bi premjestile i pohranile mikronutrijente. Ti isti mehanizmi takoder su
ukljuceni u unos, premjestanje i skladistenje toksicnih elemenata. Zbog toga su mehanizmi
unosa nutrijenata od velikog interesa za fitoremedijaciju. Raspon poznatih transportnih
mehanizama ili specijaliziranih bjelancevina uklopljenih u membrane stanice biljke
(plazmalemu, tonoplast, membrane stani¢nih organela) koji su ukljuceni u unos i premjestanje
iona ukljucuju: proton crpke (ATP-aze koje troSe energiju i generiraju elekrokemijski
gradijent), kotransportere 1 antitransportere (bjelanCevine koje koriste elektrokemijski
gradijent generiran putem ATP-aze za prijenos aktivnhog unosa iona) i ionske kanale
(bjelanCevine koje olakSavaju transport iona u stanicu). Najznacajniji nacin transporta
metalnih iona kroz biljku je ascedentno kretanje ksilemom, dok su manje poznati ostali
mehanizmi kretanja metalnih iona kroz biljku (Anonymous, 1994.). Biljne vrste koje
akumuliraju teske metale poput kadmija, cinka, kobalta, mangana, nikla i olova mogu preuzeti
100 ili 1000 puta vise metala od neakumuliraju¢ih biljaka. U veéini slucajeva,
mikroorganizmi, bakterije i gljivice, zive u rizosferama usko povezani s biljkama, mogu
doprinijeti mobilizaciji metalnih iona, povecavajuéi bioraspolozivost frakcije. Njihova uloga u
uklanjanju organskih kontaminata jo§ je vaznija nego u slucaju anorganskih spojeva (Erdei i
sur., 2005.). Nekoliko ¢imbenika utjeCu na uspjesnost fitoremedijacije 1 mehanizme usvajanja
teSkih metala, to su: biljna vrsta i1 genotip, vegetativna resorpcija i dodatak kelirajuceg
sredstva (Tangahu i sur., 2011.). Usvajanje metala putem biljaka ovisi o bioraspolozivosti
metala u vodenoj fazi, Sto opet ovisi o vremenu zadrzavanja metala, kao i interakciji s ostalim
elementima 1 tvarima u vodi. Nadalje, kada su metali vezani za tlo, pH, redoks potencijal i
organska tvar utjecati ¢e na sklonost metala da postoji u ionskom 1 biljci dostupnom obliku.
Biljke ¢e utjecati na dostupnost metala u tlu preko njihove sposobnosti da smanje pH i razinu
kisika u supstratu (Fritioff i Greger, 2003.). Tako se u postupcima fitoremedijacije povecava
bioraspolozivost teSkih metala dodavanjem biorazgradivih fizikalno-kemijskih faktora, kao

Sto su kelirajuci agensi 1 mikronutrijenti (Van Ginneken i sur., 2007.).
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1.4. Selen i bioloSka uloga u viSestani¢nim organizmima

Selen je vazan mikronutrijent kod svih Zivotinja. Potreban je za najosnovnije
fizioloske funkcije kao komponenta 21. aminokiseline, selenocisteina. Adekvatna
koncentracija selena vazna je za reprodukciju, metabolizam kostiju, funkciju imunoloskog
sustava 1 metabolizam joda. Ipak, selen je relativno rijedak element i Cesto je prisutan u
niskim koncentracijama u tlu i vegetaciji. Nedostaci selena zabiljezeni su kod domacih 1 nekih
populacija divljih Zivotinja. Na koncentraciju selena u organizmu moZze utjecati povecana
razina oksidativnog stresa. Koncentracija selena kod biljojeda, koji svoju koncentraciju selena
dobivaju prvenstveno iz biljaka, ovisi o geoloskim 1 klimatskim ¢imbenicima okoliSa (Flueck
1 sur., 2012.). S obzirom da nije esencijalan za biljke, tlo siroma$no selenom ne osigurava
dovoljnu koli¢inu za prijenos u biljke. Stoga se dodaje kao dodatak hrani, jer je neophodnim
sastojkom selenoproteina koji igraju vaznu ulogu u reprodukciji, regulaciji djelovanja
hormona S$titnjace, djelotvornosti imunog sustava, sintezi DNA 1 zastiti od oksidativnog
oStecenja i infekcije (Sunde, 2012.).

U posljednjih nekoliko godina selen je privukao veliku pozornost zbog svog
antioksidativnog 1 imunostimuliraju¢eg djelovanja. Ukupan iznos selena u ljudskom
organizmu varira od 10 do 20 mg. Polovica koli¢ine selena u organizmu nalazi se u skeletnim
miSi¢ima, iako organi poput bubrega, testisa i1 jetre imaju najvecu relativhu koncentraciju
selena. S druge strane, stanice koje imaju najvecu potroSnju selena su one imunosnog sustava,
eritrociti 1 trombociti. Selen se uglavnom iz organizma izlucuje mokra¢om, a znacajni su i
gubici putem fecesa (Burk i Levander, 2002.).

Nedostatak Se povezuje se s mnoStvom bolesti, uklju¢ujuci kardiovaskularne bolesti,
upalne procese 1 tumorozna bujanja. Selen iz biljnog izvora ima najvecu bioraspolozivost
(vise od 60%), dok je bioraspoloZzivost selena iz Zivotinjskog podrijetla manja od 25%. Selen
se nalazi u svim stanicama i tkivima tijela u razli¢itim koncentracijama. Bubrezi svinja,
goveda 1 ovaca imaju najvecu koncentraciju (1 do 3 mg/kg), zatim jetra (0,2 do 0,9 mg/kg),
srce (0,1 do 0,7 mg/kg) i skeletni misi¢ (0,1 do 0,2 mg/kg; Ullrey, 1987.). Zivotinjska mast
sadrzi malo selena, jer se on veze s bjelancevinama. Misi¢i sadrze 40% kolic¢ine cjelokupnog
selena, probavni sustav 12%, kosti 10%, bubreg 7% 1 jetra 6%. Mehanizam toksi¢nosti selena
nije u potpunosti izrazen, ali smatra se da prevelika koncentracija selena u organizmu inhibira
enzime dehidrogenaze 1 uklanja sulfhidrilne skupine vazne za stani¢ne oksidativne procese.
Kod suficita selena dolazi do pojave akutne ili kroni¢ne selenoze. Akutna selenoza nastaje

kada se u kratkom vremenskom intervalu primi visoka koncentracija selena. Kroni¢na
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selenoza nastaje kada se u duzem vremenskom razdoblju primi hrana koja sadrzi vise od 5, a
manje od 40 mg selena po kg (Todorovi¢ i sur., 2001.). Selen je prisutan u mnogim
namirnicama, a dostupan je i kao dodatak hrani.

Sadrzaj selena u tlu procjenjuje se na temelju odnosa fizioloskih potreba covjeka i
fizioloSkih potreba Zivotinja temeljeno na prosjecnom sadrzaju selena u tlu pojedinih
promatranih podrucja. Gupta i Gupta (2000) smatraju da je nedovoljan ukupan sadrzaj selena
u tlu manji od 0,6 mg/kg. Proizvodnja usjeva na tlima s manjom koncentracijom od
spomenute uzrokuje manjak selena kod Zivotinja. Kabata-Pendias i Pendias (2001) navode da
sadrzaj selena u tlu i bioloSkom materijalu varira u Sirokom opsegu. Prosje¢ni sadrzaj selena u
tlu iznosi 0,33 mg/kg, a varira ovisno o tipu tla i lokalitetu od 0,25 do 0,37 mg/kg.

Usvajanje selena putem biljaka i ukupan iznos u biljnim tkivima pod utjecajem je
mnogih ¢imbenika, ukljuuju¢i sadrzaj selena u tlu, njegov oblik, reakciju tla, redoks
potencijal tla, mineralnu strukturu tla, mineralna gnojiva i oborine. Jo§ jedan ¢imbenik koji
sudjeluje u ukupnom primanju selena je atmosfera. S aspekta fiziologije bilja, selen pripada
skupini korisnih ili beneficijalnih elemenata. U smislu raspolozivosti, oblik selena je vazniji
¢imbenik od ukupnog iznosa selena u tlu (Surai, 2006.). Biljka moze resorbirati selen u
anorganskom obliku kao selenat ili selenit ili u organskom obliku kao selenometionin
(Kopsell 1 Kopsell, 2007.). Prema opisu razli¢itih autora selenat je dobro topljiv i za biljku
lako dostupan oblik selena.

Hrana kao 1 bioloski sustavi, mogu sadrzavati anorganske (selenit i selenat) i organske
(Se-aminokiseline, metilirane oblike i1 selenoproteine) oblike selena (Pedrero i sur., 2009.).
Dominantni oblik selena u hrani utjeCe na prihvatljivost selena za organizam i njegovu
dostupnost u sintezi bjelanc¢evina i proizvodnji metiliranih spojeva selena (Rayman, 2008.). U
usporedbi sa anorganskim oblicima selena, organski su dostupniji za organizam i mogu se
lako resorbirati. Oni se metaboliziraju u strukturama selenoproteina i ostalih specifi¢nih
bjelan¢evina, a u manjoj mjeri izluCuju se bubrezima (Daniels, 1996.). Na primjer,
selenometionin koji se nalazi u biljnim proizvodima, ulazi izravno u metablizam bjelancevina
zamijenivsi esencijalni metionin ili postaje dio metabolizma selena (Combs, 2001.). S druge
strane, anorganski selen resorbira se u mineralnom obliku i1 pohranjuju se u manjoj mjeri u
tkiva, a znatan dio izluCuje se mokracom. Se-aminokiseline 1 selenometionin pretvaraju se u
strukture bjelancevina (Finley, 2006.; Rayman 1 sur., 2008.). U selenoproteinima selen je u
obliku sintetiziranog selenocisteina (Brown i Arthur, 2001.). Najvazniji selenoprotein u
organizmu je glutation peroksidaza. Njezina aktivnost u organizmu smatra se pokazateljem

opskrbe selenom (Tapiero 1 sur., 2003.).
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1.4.1. Bioloska funkcija selenoproteina

Ukupno 35 selenoproteina identificirano je kod Zivotinja 1 ljudi, svi oni sadrZe
selenocisteine u svojim aktivnim mjestima (Arthur, 2000.; Kryukov i sur., 2003.; Raymond i
Ralston, 2004.). Najvaznija poznata funkcija selenoproteina je antioksidacijska obrana,
ukljucujuéi uklanjanje aktivne vrste kiska kao S§to je vodikov peroksid, hidroperoksidi i
slobodni radikali koji sadrze kisik, odnosno toksi¢ni produkti aerobnog disanja (Schedrina i
sur., 2010.). Te reaktivne vrste kisika reagiraju sa nezasi¢enim spojevima lipida, uzrokujuci
degradaciju stani¢ne membrane. Cetiri glutation peroksidaze, kao i tiredoksin reduktaze i
drugi selenoproteini djeluju kao antioksidirani hvataci u razli¢itim tkivima. Serdaru i sur.
(2004) pokazali su da je sinteza selenoproteina vazna za rani razvoj sisavaca, zabiljeZeno je da
je ¢ak i tijekom razdoblja nedostatka selena kod odrasle zivotinje, nastavljena opskrba teladi
selenom preko kolostruma iscrpljivanjem vlastitih rezervi majke. Genomske studije
identificirale su bjelancevinu koja je homologna selenoproteinu N koji je jedinstven za
kraljeSnjake (Rederstorff i sur., 2006.). Selen se nalazi u ljudskim i zivotinjskim tkivima kao
L-selenometionin i1 L-selenocistein. Samo male frakcije L-metionina u bjelanéevinama
prisutno je kao L-selenometionin. S druge strane, ugradnja L-cisteina u selenoproteine nije
slucajna. Naime, za razliku od L-selenometionina, koji se nasumi¢no zamjenjuje za L-
metionin, L-selenocistein se ne zamjenjuje slu¢ajno za L-cistein (Brown i Arthur, 2001.).
Selenoproteini obavljaju razne fizioloske uloge. Oni su sastavljeni od Cetiri selen-ovisne
glutation peroksidaze (GSHPx-1, GSHPx-2, GSHPx-3 i GSHPx-4), tri selen ovisne iodtironin
dejodinaze, tri tioredoksin reduktaze (selen je na aktivhom mjestu enzima), selenoproteina P,
selenoproteina W 1 selenofosfat sintetaze. Glutation peroksidaze, a mozda i selenoprotein P i
selenoprotein W su antioksidativne bjelancevine koje smanjuju potencijalna oStecenja
reaktivnih vrsta kisika (ROS), kao $to su vodikov peroksid i lipid hidroperoksidi (Cepelak i
Dodig, 2003.). Druga velika skupina selenoproteina su enzimi iodtironin dejodinaze (tipa 1, 2
1 3) koje kataliziraju 5'-mono-dejodiranje prohormona tiroksina (T4) i aktivni tiroidni hormon
3, 3', 5-trijodtironin (T3) ¢ime se regulira metabolizam hormona Stitnjace. Sve tri razlicite
selen ovisne iodtironin dejodinaze mogu i aktivirati i onesposobiti hormone $titnjace, tako da
je selen esencijalni element za normalan razvoj, rast i metabolizam kroz regulaciju hormona
Stitnjac¢e (Larsen 1 sur., 1998.). Selenoprotein P je izvanstanicni protein koji sadrzi 10 atoma
selena po molekuli, moze posluziti kao transportni protein za selen. Oko 60% selena u plazmi
ugradeno je u selenoprotein P. Funkcija selenoproteina P nije potpuno razja$njena, smatra se

da on djeluje kao transportna bjelancevina, te antioksidans koji je sposoban zastiti endotelne
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stanice od oStecenja reaktivnih skupina duSika (RNS) zvanih peroksinitrit. Povezuje se s
endotelnim stanicama, vjerojatno putem heparin-vezanih osobina (Saito i Takahashi, 2002.;
Burk 1 sur., 2003.). Selenoprotein W nalazi se u misi¢ima i smatra se da igra ulogu u

metabolizmu misi¢a (Whanger, 2000.).

1.4.2. Prirodni izvori selena i metaboli¢ki put u organizmu sisavaca

Postoji nekoliko spojeva selena u tkivima biljaka, Zivotinja i morskim plodovima.
Razli¢ite koncentracije selena mogu se na¢i u hrani iz razli¢itih zemljopisnih podrucja,
uglavnom zbog razlike u ukupnom sadrzaju selena u tlu, kao i zbog razlike u njegovoj
raspoloZivosti u biljkama (Goldfarb, 1999.). Zivotinjski proizvodi, posebno iznutrice, bogatiji
su selenom od biljnih proizvoda (Whanger, 2000.; Jameson i Diamond, 2004.). Postoji velika
razlika u sadrzaju selena u biljkama. To je zbog toga Sto za biljke nije neophodan.
Komponente selena koje se pronalaze u hrani su: selenat (glavna anorganska komponenta
pronadena i u zivotinjskim i u biljnim tkivima), selenocistein, selenometionin i selen-metil
selenocistein (glavni spoj selena kod biljaka koje su obogaéene selenom, kao $to su Cesnjak,
luk 1 divlji poriluk). Selenometionin je glavni spoj selena u Zitaricama, mahunarkama 1 soji
(Whanger, 2002.). Meso, piletina, riba 1 jaja su namirnice koje sadrze velike koncentracije
selena (Klapec i sur., 2004.; Sirichakwal i1 sur., 2005.). S druge strane, voc¢e sadrzi male
koncentracije selena, ta ¢injenica se moze objasniti manjom frakcijom bjelancevina i stoga
velikim sadrzajem vode. Isto tako i1 svjeze povrée se pokazalo kao siromasan izvor selena
(Sirichakwal 1 sur. 2005.). Zbog koli¢ine prirodnog selena u namirnicama koja je izrazito
varijabilna, doslo je do razvoja komercijalne uporabe organskog selena i to u obliku
selenometionina kao izvora dodatne koliCine selena u organizmu zivotinje. Koncentracije
selena u sto¢noj hrani od 0,1 do 0,5 mg/kg u suhoj tvari prihva¢ene su kao sigurne u smislu
moguce toksi¢nosti selena. Simptomi kronicnih 1 akutnih trovanja opisani su kod
koncentracija od 2 do 5 mg/kg (Edmondson i sur., 1993.).

Nekoliko oblika selena ulazi u organizam, kao dio aminokiselina u bjelancevinama.
Dva najcesSca oblika elementa koji ulaze u organizam su selenometionin i selenocistein koji se
uglavnom nalaze u biljkama, odnosno Zivotinjama (Burk i1 Levander, 1999.). Bioraspolozivost
selena ovisi o njegovom kemijskom obliku, S§to takoder utjeCe na raspodjelu selena u
organizmu. Selenometionin se zadrzava u bjelancevinama tkiva u veéoj mjeri nego

selenocistein i anorganski oblici, selen nije nuzno odmah na raspolaganju funkcionalnim
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selenoproteinima. Brojni drugi cimbenici, osim kemijskog oblika, mogu utjecati na
bioraspolozivost i distribuciju selena, kao Sto su: ostale prehrambene komponente, status
selena, fiziolosko stanje i lijekovi (Thomson, 1998.). Primarno mjesto resorpcije je
dvanaesnik, resorpcije u Zelucu gotovo da i nema, a vrlo mali dio resorbira se u dvama
segmentima tankog crijeva. Resorpcija selena usko je povezana s viSe nutritivnih ¢imbenika
koji inhibiraju ili poti¢u resorpciju. Vitamini A, C i E zajedno s reduciranim glutationom
povecavaju resorpciju elementa. Nasuprot tome, teski metali (poput Hg) smanjuju resorpciju
putem talozenja i keliranja (Groff i sur., 1995.). Selenoproteini se enzimski razgrade u tankom
crijevu, ¢ime se dobiju aminokiseline, oligopeptidi, L-selenometionin i1 L-selenocistein
(Swanson 1 sur., 1991.; Schrauzer, 2000.). Nakon resorpcije iz tankog crijeva, putem
mehanizma slicnom onom u L-metioninu, L-selenometionin transportira se u jetru gdje je
ekstrahiran putem hepatocita. Preostali dio prenosi se cirkulacijom u razna tkiva u organizmu.
L-selenometionin ulazi u L-metionin u hepatocitima i ostale tjelesne stanice i ima istu
metabolicku sudbinu kao L-metionin, dok se ne metabolizira. Naime, L-selenometionin
sudjeluje u sintezi bjelancevina i formiranju seleno-adenozilmetionina, homoselenocisteina i
L-selenocisteina. Metabolizam L-selenocisteina nesto je drugaciji od onoga L-cisteina. L-
selenocistein prevodi se u vodikov selenid putem enzima selenocistein B-liaze. Vodik selenid
moze se metabolizirati do selenofosfata (prekursora L-selenocisteina u bjelancevinama ili
selen nukleozida u prijenosu RNA) preko selenofosfat sintetaze ili se moze metilirati.

Metilirani metaboliti izlucuju se u mokraci (Schrauzer, 2000.).

1.5. Implikacija selena i teSkih metala

Postoji mnostvo podataka o zaStitnom ucinku selena protiv djelovanja teskih metala u
organizmu. S druge strane, na resorpciju, distribuciju i eliminaciju selena kod zivotinja mogu
znacajno utjecati okoliSni 1 hranidbeni ¢imbenici kao $to su teski metali (McKinney, 1993.).
Selen moze Stititi od toksi¢nog ucinka teskih metala, dima cigareta, alkohola, oksidacije
masti, a posebno oSte¢enja Zivom i kadmijem (Lazarus i sur., 2010.). Selen dolazi u
aminokiselini selenocisteinu koja je sastavni dio brojnih enzima i neenzimskih molekula koje
se zbog svoje grade nazivaju selenoproteini. Pri tome najvazniji su enzim glutation
peroksidaza, tireodoksin reduktaza, selenoprotein P, jodotironin dejodinaze, seleno-fosfat
sintetaza 1 selenoprotein W (Surai, 2006.). Poznato je da se olovo, kadmij i Ziva javljaju u

okoliSu 1 prisutni su kao kontaminanti u hrani, te imaju brojne interakcije s metabolizmom
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selena (Oishi 1 sur., 2000.). Selen takoder tvori netopljive komplekse sa srebrom, bakrom,
kadmijem i zivom. Moze sprijeciti toksi¢ne uc¢inke kadmija, a moze smanjiti i toksi¢ni uc¢inak
metil-zive (WHO, 1996.). Wangher (2001) je izvjestio da selen suzbija neurotoksicnost zive,
kadmija, olova i vanadija. Jedan od glavnih mehanizama koji stoji iza toksi¢nosti teskih
metala je oksidativni stres. Antioksidansi, kao Sto su selen i vitamin E, djeluju u zastiti stanice
protiv djelovanja slobodnih radikala koji su Stetni nusproizvodi metabolizma. Slobodni
radikali mogu ostetiti stanice i pridonijeti razvoju bolesti (Van Gaal i sur., 2006.). Poznato je
da kod zivotinja selen moze suzbiti toksi¢nost razli¢itih elemenata, posebno dvovalentne zive
1 metil-zive (Ganther i sur., 1972.; El-Begearmi i sur., 1982.; Satoh i sur., 1985.; Fredriksson i
sur., 1993.; Beyrouty i Chan, 2006.). Selen je prisutan u riba i morskih sisavaca zajedno sa
metil-zivom (Cabanero i sur., 2005.; Burger i Gochfeld, 2007.), $to upucuje da selen moze
imati ulogu u zastiti od toksi¢nosti metil-zive. Selen djeluje na sve komponente imunog
odgovora, ukljucujuci razvoj i ekspresiju kako nespecificnog, tako humoralnog i stani¢nog
imunog odgovora. Deficit selena uzrokuje imunosupresiju, a dodavanje ve¢ manjih
koncentracija selena obnavlja funkcije imunog sustava. Poznato je da nedostatak selena
snizava otpornost na bakterijske i virusne infekcije, smanjuje funkciju neutrofila, proizvodnju
protutijela, proliferaciju T 1 B limfocita u odgovoru na mitogene i stani¢no propadanje T

limfocita i NK stanica (Kiremidjian-Schumacher i Stotzky, 1987.).

1.5.1. Medudjelovanje kadmija i selena

Mnogi toksic¢ni ucinci kadmija nastaju zbog njegova medudjelovanja s esencijalnim
elementima. Pretpostavlja se da kadmij za ulazak u stanicu koristi transportne sustave
esencijalnih elemenata (Himeno i sur., 2009.) i tako smanjuje njihovu resorpciju (Peraza i
sur., 1998.). Kod zivotinja 1 ljudi sa niskim koncentracijama zeljeza u organizmu povecana je
resorpcija kadmija iz probavnog sustava (Flanagan i sur., 1978.; Barany 1 sur., 2005.) i
povisenje koncentracije kadmija u tkivima (Tandon i sur., 1994.; Piasek i sur., 2004.). Selen
Stiti od toksi¢nosti kadmija. Gasiewicz i Smith (1976) istrazivali su prirodu vezanja kadmija 1
selena u pokusima s radioaktivnim izotopima na Stakorima u uvjetima in vivo 1 in vitro te
pokazali da primijenjeni selen ne ulazi u izravnu reakciju s ionima kadmija i bjelancevinama
plazme, ve¢ se prvo reducira u eritrocitima uz prisutnost glutationa. Detalje vezanja i
stvaranja proteinskog kompleksa otkrili su japanski istrazivaci dvadeset godina kasnije. Oni

su pokazali da se selen, primljen u organizam pokusnih Zivotinja u obliku selenita, vrlo brzo
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selektivno transportira u eritrocite putem anion-transportnog proteina (AE1; Galanter 1 sur.,
1993.), tamo se reducira te izbacuje u plazmu u obliku selenida. Selenid se u molarnom
omjeru 1:1 spaja s ionima kadmija ili zive. Nastali kompleks veze se selektivno za kationski
centar specificnoga plazmatskog proteina prepoznatog kao selenoprotein P te nastaje tercijarni
kompleks (Sasakura i Suzuki, 1998.). Kao najvjerojatniji mehanizam detoksifikacije
organizma selenom predlozen je onaj gdje selen utjee na pojacano vezanje kadmija u
kompleks s bjelan¢evinama velike molekularne mase ¢ime se mijenja njegov metabolicki put
u organizmu. Ako se organizam izlaze samo kadmiju, on dospijeva u krv gdje se transportira
plazmom, ve¢inom vezan za albumin i druge bjelancevine te odlazi u jetru gdje potice
stvaranje kadmij-cink metalotioneina (Cd, Zn-MT). Kadmij se =zatim veze za te
novosintetizirane molekule MT-a, sporo otpusta iz jetre te zbog male molekularne mase (oko
7 kDa) ucinkovito filtrira kroz membranu glomerula i reapsorbira u stanice proksimalnih
bubreznih kanalica. Nakon $§to Cd-MT ude pinocitozom u stanice, katabolizira se u
lizosomima te se u stanici oslobadaju ioni kadmija koji stimuliraju de novo sintezu
endogenoga bubreznog MT-a koji sadrzava kadmij, cink i bakar. Vezanje za MT mehanizam
kojim se organizam S$titi od kadmija, a kada njegova koli¢ina u jetri ili bubregu premasi
kapacitet vezanja MT-a, slobodni ioni kadmija mogu izazvati hepatotoksicnost i
nefrotoksi¢nost (Chen i sur., 1975). Neke studije takoder su pokazale da selen stimulira
antioksidativne enzime u nezrelom bubregu kod Stakora izlozenih kadmiju i da moze zastititi
od oksidativnog oste¢enja (Lazarus i sur., 2010.). Hepatotoksi¢ni ucinci kadmija opsezno su
proucavani kod razliitih Zivotinjskih vrsta (Sheweita, 1998.; Grawe i sur., 2004.; Shimada 1
sur., 2004.). Osim toga, toksi¢nost kadmija moze se pripisati promjenama u antioksidativnom
obrambenom sustavu (Ognlanovi¢ i sur., 1995.). Malo je informacija dostupno o zastitnom

ucinku selena protiv kadmij-inducirane hepatotoksi¢nosti.

1.5.2. Medudjelovanje olova i selena

Olovo je okolisni i industrijski zagadivac koji je otkriven u gotovo svim bioloskim
sustavima. Mnoga istrazivanja provedena su na utjecajima olova na ponasSanje, fizioloske i
biokemijske ucinke kod zivotinja, ukljucujuéi poremecaje centralnog i perifernog zivéanog
sustava, krvozilnog sustava, bubrega, jetre i spolnog sustava. Toksicni u¢inak olova povezan
je s vezanjem na metalotionein koji je bogat sulfhidrilnim skupinama impliciranim u

homeostazi cinka i bakra (Ping-chi i Yueliang, 2002.). Pokazano je da primjena olova
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reducira probavnu resorpciju kalcija, zeljeza, cinka i selena. Ta interakcija s metabolizmom
dvovalentnih kationa molekularna je osnova toksicnosti olova (Gottipalu i sur., 2006.). U
posljednjih nekoliko godina mnoga istrazivanja posvecena su utjecaju izmedu toksi¢nih i
esencijalnih metala. Tako da jedan metal sluzi kao koristan ili manje Stetan element za borbu
protiv oStecenja koja su potaknuta drugim toksi¢nim metalom. U tom pogledu, selen i cink
pokazali su obrat u toksicnosti olova kod pokusnih zivotinja (Nehru i sur., 1997.; Patricia i
sur., 2005.). Selen i cink dva su elementa koja su esencijalna za normalne metabolicke
reakcije. Selen reducira toksicnost nekoliko metala vjerojatno putem formiranja inertnoga
selenid kompleksa. Takoder je poznato da selen osigurava zastitu od reaktivnih skupina kisika
(ROS), koje izazivaju oSteCenja stanica (Santamaria i sur., 2003.). Visoke koncentracije
selena u plazmi smanjuju toksi¢nost olova (Nehru i Dua, 1997.; Xie i sur., 1998.). Iako
temeljni mehanizam toga utjecaja nije jasan, neka istrazivanja ukazuju da se selen veze s
otrovnim metalima i smanjuje ili uklanja njihov ucinak (Peraza i sur. 1998.; Xie i sur., 1998.).
Antioksidativni uinak takoder moze biti vazan Cimbenik koji smanjuje toksi¢nost olova

(Holben i Smith, 1999.; Stadtman 2002.).

1.5.3. Medudjelovanje Zive i selena

Selen je esencijalni element i dobar antioksidans za sva tkiva zivotinja i ljudi. Osim
toga, postoji u razli¢itim oblicima kao Sto su selenit i selenat, a vazan je za vise biokemijskih i
fizioloSkih procesa (Su 1 sur., 2008.; Jihen 1 sur., 2009.; Sakr i1 sur., 2011.). Natrijev selenit,
prehrambeni oblik selena, bitan je u zivotinjskoj i ljudskoj prehrani (Shilo i sur., 2003.).
Geyikolu i Turkez (2005) izvjestili su da natrijev selenit ima antikancerogena i antimutagena
svojstva. Mnoga istrazivanja pokazala su zaStitni u€inak natrijevog selenita kod toksi¢nosti
zive (Perottoni 1 sur., 2004.). Interakcija izmedu Zive i selena u organizmu uglavnom ovisi o
kemijskom obliku i1 koncentraciji oba elementa (ukljucujuci i hranidbu), trajanju izlaganja,
kao 1 vrsti organizma (riba, ptica ili sisavac; Cuvin-Aralar i Furness, 1991.; Bjerregard i sur.,
2011.). Stvaranje netopivih spojeva zive i selena jedan je od procesa kojima selen moze
sprijeciti toksi¢nost zive (Watanabe, 2002.; Carvalho i sur., 2011.). Spojevi zive, zbog svoje
sveprisutnosti, nedostatka bioloSkih funkcija 1 toksicnosti predstavljaju opasnost za zdravlje,
posebno metil-ziva, koja ulaskom u organizam prelazi krvno-mozdanu barijeru 1 djeluje
neurotoksi¢no (Clarkson i Magos, 2006.). Ako se udiSe u obliku pare, ne akumulira se u

mozgu (Magos, 1997.) ve¢ se ve¢inom nakuplja u bubrezima gdje moze dovesti do toksi¢nosti
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(Goering i sur., 2000.). Zivini spojevi veéinom se metaboliziraju u jetri gdje se mogu
demetilirati (Mottet i sur., 1997.) ili konjugirati s glutationom (Rana, 2008.) i selenom (Khan i
Wang, 2009.). Studije su pokazale vezanje kompleksa ziva-selen, srebro-selen i kadmij-selen
putem selenoproteina P koji se nalazi u plazmi (Yoneda i Suzuki, 1997.; Sasakura i Suzuki,
1998.), sto znaci da ta bjelancevina moze utjecati na kelate teSkih metala, smanjuju¢i njihovu

toksi¢nost.

1.5.4. Medudjelovanje arsena i selena

Selen moze imati vaznu ulogu u smanjenju znakova toksi¢nosti arsena (Gailer 1 sur.,
2000.; Sah i Smith, 2012.). Selen je antagonist arsena (Gailer i sur., 2000.) i stoga ima
moguénost smanjiti toksi¢ne ucinke arsena. Nakon resorpcije, a u odsutnosti drugog elementa,
arsen 1 selen pojedinacno se distribuiraju kroz cirkulaciju do razli¢itih tkiva. Oba elementa
veZzu se za glutation u jetri formirajuci arsen-selen konjugate (Gailer 1 sur., 2000.) Sto rezultira
eliminacijom putem fecesa kroz hepatobilijarnu rutu ili mokraénom eliminacijom kada su
konjugati izdvojeni u bubregu. Ti procesi olakSavaju uklanjanje viska toksi¢nih elemenata,
kao §to je arsen, iz organizma (Sah i Smith, 2012.). Iako su oba elementi u tragovima, arsen i
selen imaju razliCite resorpcijske puteve u stanicama. Primanje arsenata u stanice je putem
fosfatnih transportera, a primanje selenata je putem sulfatnih transportera. Selenit i arsenit ne
natjecu se medusobno prilikom primanja u stanice, ali mogu biti medusobno toksi¢ni (Rosen i
Liu, 2009.). Neka istrazivanja su potvrdila da selen ublazava toksi¢nost arsena (Biswas 1 sur.,
1999.; Selvaraj, 2012.), dok su druga otkrila da selen povecava toksicnost arsena (Styblo i

Tomas, 2001.; Spallholz, 2004.; Huang i sur., 2008.).

1.6. HematoloSki i biokemijski pokazatelji

Hematologija je postala vazan dijagnosticki alat u veterinarskoj medicini na globalnoj
razini. Krvna slika zivotinja pruza mogucénost klini¢kog istraZivanja prisutnosti razli¢itih
metabolita i drugih sastojaka u organizmu Zivotinje i ima vaznu ulogu u procjeni fizioloskog,
nutritivnog i patoloSkog stanja organizma (Doyle, 2006.). Takoder pomaze u razlikovanju
normalnog stanja od stanja stresa, koje moze biti nutritivnog, okoliSnog ili fizickog uzroka
(Aderemi, 2004.). Dobiveni rezultati moraju se usporediti s normalnim referentnim

vrijednostima klinicki zdrave Zivotinje, koje sluZze kao mjerilo. HematoloSke vrijednosti kao
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Sto su broj eritrocita (RBC), hematokrit (HCT), prosjeéni volumen eritrocita (MCV),
prosje¢na masa hemoglobina po eritrocitu (MCH), prosjec¢na koncentracija hemoglobina u
eritrocitima (MCHC), koncentracija hemoglobina (HGB; Kumar i Pachaura, 2000.) i leukociti
(WBC; Gutierrez-De Lar 1 sur., 1971.), tj. limfociti i monociti su pokazatelji prilagodljivosti
na nepovoljne staniSne uvjete, StovisSe hematoloske vrijednosti koriste se za oznaCavanje
stresa 1 dobrobiti (Anderson i sur., 1999.). Omjer neutrofila/limfocita prihvacen je kao
pokazatelj stresa kod zivotinja (Puppe i sur., 1997.; Gibb i sur., 2000.; Bueno i sur., 2003.).
Studije na jelenima lopatarima u Velikoj Britaniji (Chapman i Chapman, 1980.), Hrvatskoj
(Slavica i sur., 2000.; Polji¢ak-Milas i sur., 2004.) 1 Sloveniji (Vengust i sur., 2002.), temelje
se na uzorcima koji su dobiveni odmah nakon odstrijela.

Istrazivanje biokemijskih pokazatelja u krvi ljudi i zivotinja omoguéavaju
razumijevanje fizioloskih i metabolickih procesa, odnosno statusa ravnoteze u organizmu.
Najces¢i ciljevi istrazivanja kod biokemijskih pokazatelja su koncentracije metabolita u
serumu (glukoza, kretainin, urea, trigliceridi i kolesterol). Poznavanje vrijednosti ovih
pokazatelja kod ljudi i Zivotinja od vaznosti je prvenstveno u veterinarskoj medicini (Boyd,
1988; Cabadaj 1 sur., 1993.). Uspostavljanje referentnih vrijednosti za razne enzime i
metabolite vazan je preduvijet za prepoznavanje i dijagnozu bolesti 1 zdravstvenih problema

koji mogu utjecati na uzgoj jelena lopatara.

1.6.1. Metaboliti

Metaboliti su produkti metabolizma. Obiljezje im je brza kemijska promjena, oni se ne
akumuliraju 1 imaju ograni¢eno postojanje u stanici. Metaboliti su proizvodi enzimom
katalizirane reakcije koja se javlja u stanici. Buduéi da su posrednici, imaju tendenciju da
budu prisutni u malim koncentracijama.

Cimbenici koji odreduju metabolite su: nalaze se unutar stanice, enzimi ih prepoznaju
1 razgraduju, proizvod metabolita mora biti u stanju uéi u kasnije reakcije, mnogi metaboliti
su regulatori koji kontroliraju brzinu metabolizma, metabolit mora biti koristan za odredene

bioloske funkcije u stanici (Harris, 2003.).
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1.6.1.1. Glukoza

Metabolizam ugljikohidrata osigurava glukozu, glavni izvor energije za Zivotinjski
organizam. Koncentracija glukoze u krvi vazan je metaboli¢ki pokazatelj funkcioniranja
organizma.

U domacih Zzivotinja, hranidba ugljikohidratima daje vise od polovine energije
potrebne za odrzavanje, rast i proizvodnju. Glukoza je glavni izvor energije za odredena
zivotinjska tkiva i prekursor za sintezu laktoze u mlijecnim zlijezdama (Nafikov i Beitz,
2007.). U tankom crijevu, glukoza se apsorbira u krv i putuje u jetru kroz portalnu venu.
Jetrene stanice (hepatociti), apsorbiraju veliki dio glukoze i1 pretvaraju je u glikogen,
netopljivi polimer glukoze. Glikogen se pohranjuje u jetri, a moze se ponovno pretvoriti u
glukozu kada je razina glukoze u krvi smanjena (James i McFadden, 2004.). Veéini tkiva i
organa, kao S§to je mozak, glukoza je stalno potrebna kao vazan izvor energije. Mala
koncentracija glukoze u krvi moze izazvati konvulzije, gubitak svijesti 1 smrt. S druge strane,
dugotrajna velika koncentracija glukoze u krvi moze dovesti do sljepoce, zatajenja bubrega,
vaskularnih bolesti i neuropatija. Prema tome, koncentracija glukoze u krvi mora biti zadrzana
u uskim granicama. Proces odrzavanja stabilne koncentracije glukoze u krvi naziva se
homeostaza glukoze. Glukoza se brzo metabolizira za proizvodju adenozin trifosfata (ATP),
visokoenergetskih krajnjih produkata. Glukoza se oksidira kroz veliki niz reakcija koje izvuku
najvecu mogucu koli¢inu energije. Ako se glukoza metabolizira u prisutnosti kisika (aerobno),
neto produkcija je 36 molekula ATP-a od jedne molekule glukoze, a ako se metabolizam
glukoze odvija u odsutnosti kisika (anaerobno), nastaju 2 molekule ATP-a (Szablewski,

2011.).

1.6.1.2. Urea

Koncentracija ureje u krvi ovisi o ishrani, a dijagnosticki je vazna kod bolesti bubrega
(Jazbec, 1990.; Kraft i Durr, 1999.). Nastaje oksidativnom deaminacijom aminokiselina u
ciklusu ureje u jetri. Urea ulazi u organizam sekrecijom gusterace, a sekundarno prometom
vode u crijeva. Sinteza ureje je mehanizam za ekskreciju amonijaka jer veéina NH4  nastala
deaminacijom aminokiselina biva pretvorena u ureju. Kako su bjelancevine glavni izvor
amonijaka za sintezu ureje, tako koli¢inu ureje u krvi povecava hrana bogata bjelan¢evinama
ili pojacan metabolizam bjelanCevina, blaga dehidracija, porast katabolizma bjelan¢evina i

gubitak miSi¢ne mase (Burtis i Ashwood, 1994.). Urea prelazi stanicne membrane putem
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specijaliziranih membranskih transportera ili putem nespecificnih vodenih pora (Marsh i
Knepper, 1992.). Jednom kad je formirana, urea je noSena vaskularnim sustavom jetre i
pasivnom difuzijom kroz tjelesne tekuéine. Vecina se izluci bubrezima, a oko 25% ureje bude
degradirano crijevnim bakterijama. Bakterijska ureaza katalizira razgradnju ureje do
amonijaka i uglji¢nog dioksida. Tako nastali amonijak koristi se ponovno u jetri za sintezu

ureje. Na taj nacin gubitak ureje je minimalan.

1.6.1.3. Ukupni proteini

Ukupni proteini u serumu su zbroj svih proteina u krvotoku i najveca su komponenta
krvi. Mjerenje ukupnih proteina koristi se u dijagnostici raznih bolesti jetre i bubrega.

Albumini ¢ine oko 35 do 50% od ukupnih serumskih proteina u vecini domacih
zivotinja. Sintetiziraju se u jetri, a funkcija im je pohrana proteina i transport amino kiselina.
Osim toga, albumini djeluju kao opce obvezujuéi i1 transportni proteini koji mogu sprijeciti
gubitak sastavnica putem bubrega. Albumini ¢ine otprilike 75% osmotske aktivnosti plazme
jer su mali i brojni. Globulinski proteini ¢ine vec¢inu ne albuminskih proteina mjerenih u krvi.
Kada su razdvojeni elektroforezom, o globulini ukljucuju lipoproteine i neke reaktante akutne
faze, B globulini uklju¢uju druge akutne faze reaktanata i neke imunoglobuline, dok su y
globulini uglavnom imunoglobulini. Elektroforeza proteinskih seruma odvaja razlicite klase
proteina prema veli¢ini i naboju (Sharkley i Radin, 2010.). Proteini plazme imaju ulogu u
odrzavanju koloidnog osmotskog tlaka, kao brza zamjena za neophodne aminokiseline,
osiguravaju glukozu kroz glukoneogenezu, u transportu minerala i hormona, u izgradnji
enzima i imunoloSkom sustavu organizma. Dakle, proteini plazme imaju izuzetan znacaj u
odrzavanju homeostaze. Ukupna koncentracija proteina plazme u sisavaca iznosi od 50 do 70

g/L (Kaneko, 1997.).

1.6.1.4. Globulini

Globulini su imunosne (zasStitne) molekule koje proizvodi imunoloski sustav kao
odgovor na prodor antigena. Mikroorganizmi koji stimuliraju proizvodnju globulina su
bakterije, virusi, plijesni 1 paraziti. Kroz niz dogadaja, imunoloski sustav reagira na prisutnost
antigena proizvodnjom odgovarajuc¢ih globulina (Lerner i Lerner, 2003.). Globulinska frakcija

ukljucuje stotine serumskih proteina, nosae proteina, enzime, komplemente i
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imunoglobuline. Mnoge komponente imunog sustava sintetiziraju se u jetri, dok se
imunoglobulini sintetiziraju putem plazma stanica (Busher, 1990.). Postoje tri podjele
globulina na temelju kretanja molekula kroz gel pod utjecajem elektri¢ne struje (na temelju
njihove veli¢ine 1 napona). To su a, B 1y globulini, a globulini proizvode se uglavnom u jetri.
Postoji veliki broj tzv. a-1 1 a-2 globulina. Funkcija tih globulina ukljucuje inhibiciju enzima
koji razgraduju proteine, inhibitora dvaju spojeva bitnih u grusanju krvi i protein koji moze
transportirati bakar. a i B globulini djeluju kao enzimi i proteini koji transportiraju spojeve u
organizmu. Yy globulini djeluju kao obrambena protutitijela protiv antigena.  globulini
takoder se proizvode uglavnom u jetri. Srodan tip a globulina su -1 i -2 globulini. Primjer 3
globulina ukljucuje protein koji veze zeljezo u organizmu. y globulini proizvode se u
stanicama imunoloskog sustava poznatim kao plazma stanice. Ovi globulini, poznati kao IgM,

IgA 1 IgG, IgE i IgD predstavljuju protutitijela (Lerner i Lerner, 2003.).

1.6.1.5. Imunoglobulini

Imunoglobulini imaju vaznu ulogu u steCenom imunoloskom sustavu osiguravajuéi
obranu protiv razli¢itih antigena. Kao i vecina eukariotskih proteina (Haltiwanger i Lowe,
2004.; Walt 1 sur., 2012.), svih pet klasa (IgG, IgM, IgA, IgD i1 IgE) su glikoproteini.
Imunoglobulini pokazuju veliku raznolikost u polozaju i broju oc€uvanih N-vezanih
glikolizacijskih mjesta na Fc-kristaliziraju¢im fragmentima i Fab-fragmentima koji vezu
antigen (Arnold i sur., 2007.).

Imunoglobulini G (IgG) proizvode se kao odgovor na bakterijske 1 virusne infekcije te
prisutnost toksina. Pronadeni su u mnogim tkivima i plazmi koja cirkulira organizmom
(Lerner i Lerner, 2003.). Imunoglobulin G klase najzastupljenija je klasa imunoglobulina u
serumu, ¢ini oko 80% ukupnih imunoglobulina seruma. Vrijeme poluZivota je 23 dana,
najduze od svih klasa imunoglobulina. Postoje Cetiri subklase IgG-a: 1gGl, 1gG2, 1gG3 i
IgG4. Imunoglobulin G1, IgG3 1 IgG4 jedini su imunoglobulini sa sposobnosti prelaska
placentarne barijere. Oni imaju vaznu ulogu u zastiti fetusa od infekcije tijekom njegova
razvoja. Imunoglobulin G3, IgG1 1 IgG2, tim redom po efikasnosti, u¢inkoviti su u aktivaciji
komplementa. Imunoglobulin G1 i1 IgG3 vezu se visokim afnitetom za receptore Zeljeza na

fagocitiraju¢im stanicama (Parija, 2009.).
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1.6.1.6. Trigliceridi

Trigliceridi u krvi jedan su od izvora masnih kiselina za sintezu mlije¢ne masti u
sekretornim stanicama mlije¢ne Zlijezde (Vernon, 2005.). Oni se sintetiziraju u stanicama
sluznice crijeva iz masnih kiselina i monoglicerida nastalih probavom masti, te se resorbiraju
u limfu kao sastavni dio hilomikrona. U jetri se trigliceridi sintetiziraju iz slobodnih masnih
kiselina, suviska glukoze, acetata i propionata te se oslobadaju u krvotok u sastavu
lipoproteina vrlo male gustoce (Bruss, 1997.). Trigliceridi se transportiraju u krvi najveéim
dijelom u sastavu hilomikrona i lipoproteina vrlo male gusto¢e. Sposobnost jetre prezivaca za
otpustanje lipoproteina vrlo male gustoce u krvotok je ogranicena, pa se u suvisku slobodnih
masnih kiselina sintetizira velika koli¢ina triglicerida u jetri, koja se ne moze u potpunosti
otpustiti u krvotok. Posljedica toga zastoja je nakupljanje triglicerida u stanicama jetre
(Grummer, 1993., Vernon, 2005.). Porast triglicerida u plazmi rezultat je njihove povecane
resorpcije u crijevima i povecane sinteze u jetri, dok je pad triglicerida u plazmi odraz

smanjenje resorpcije, smanjene sinteze u jetri 1 povecanog opsega razgradnje triglicerida.

1.6.1.7. Kolesterol

Kolesterol ima brojne uloge u organizmu. On se nalazi u sastavu vecine stani¢nih
membrana gdje ja vazan ¢imbenik stabilnosti. Kolesterol omogucuje prijenos tvari u stanicu i
iz nje. Osnovni je dio serumskih lipoproteina gdje ima vaznu ulogu u transportu triglicerida.
Perkursor je sterodinih hormona nadbubrezne Zlijezde (kortizola i aldosterona), spolnih
hormona (estrogena i androgena) i zucnih kiselina koje se sintetiziraju u jetri i prijeko su
potrebne za apsorpciju masti u tankom crijevu (Brown i Goldstein, 1986.; Grundy, 1990.).
Kolesterol sintetiziran u jetri moze se izluciti putem Zuci, posluziti za sintezu zuc¢nih kiselina
ili esterificirati s viSim masnim kiselinama i izluéiti u krv kao dio lipoproteina vrlo male
gustoce. Osim u sastavu lipoproteina vrlo male gustoce, kolesterol se u krvi prenosi u sastavu
lipoproteina velike gustoce, ¢ija je uloga prijenos kolesterola iz perifernih tkiva u jetru (Tall i
Lange, 1978.). Endogeni kolesterol prelazi u krv limfom, zatim u Zu¢ne kiseline 1 steroidne
hormone, a dio se ugraduje u stanicne membrane i ziv¢ano tkivo, dok se egzogeni kolesterol u
sluznici crijeva emulgira zu¢nim kiselinama, resorbira se i ukljucuje u metabolicke procese.
Neiskoristene frakcije kolesterola izlu¢uju se zucnim kiselinama, fecesom, mokra¢om i kroz

kozu.
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1.6.1.8. LDL i HDL kolesterol

Kolesterol 1 ostali lipidi topivi su samo u mastima. Kolesterol zajedno s posebnim
bjelanc¢evinama tvori Cestice (lipoproteine) koje sluze za prijenos kolesterola i drugih masnoca
putem krvi iz probavnog sustava i jetre do svih stanica u organizmu. Najvaznije su dvije
frakcije lipoproteina: LDL-Cestice (lipoproteini male gustoce) i HDL-Cestice (lipoproteini
velike gustoce).

Lipoproteini male gusto¢e (LDL) sadrze oko 70% cjelokupnog kolesterola prisutnog u
krvi 1 smatraju se glavnim prenosiocem kolesterola do razli¢itih tkiva. Imaju dugi zivot, oko
2,5 dana. Najvec¢i dio LDL plazme preuzima jetra, a ostatak se prenosi do perifernih tkiva,
ukljucujuéi nuzbubrezne zlijezde i gonade gdje se kolesterol koristi kao perkursor u sintezi
steroidnih hormona. U normalnom metabolizmu, oko 70 do 80% LDL cestica uklanja se iz
cirkulacije posredovanjem LDL receptora. Preostali dio (oko 20%) odstranjuje se iz
cirkulacije alternativnim putem pomocu receptora CistaCa. Za takav put ne postoje
autoregulacijski mehanizmi pa stanice koje ga koriste nisu zaSti¢ene od nagomilavanja
kolesterola. U takve stanice ubrajaju se stanice glatkih misi¢a, monociti i makrofagi (Peri¢,
2003.; Berneis i Rizzo, 2004.).

Lipoproteini velike gusto¢e (HDL) sintetiziraju se u hepatocitima i tankom crijevu, a
nastaju 1 u samoj cirkulaciji razgradnjom lipoproteinskih Cestica bogatih triacilglicerolima. U
odnose na druge lipoproteinske Cestice sadrze najviSe proteina, 50% apoproteina, 20%
slobodnog 1 esterificiranog kolesterola, 15% fosfolipida 1 5% triglicerida (Lewis i Rader,
2005.). Osnovna uloga HDL cestica je u otklanjanju viska kolesterola iz perifernih stanica i
njegov reverzni transport u jetru, vjerojatno posredovanjem specificnih HDL receptora, gdje
se dalje metaboliziraju ili ponovno ugraduju u druge lipoproteinske cestice (Movva i Rader,

2008.).

1.6.1.9. Zeljezo

Zeljezo je najzastupljeniji mineral u tragovima u organizmu sisavaca i esencijalni je
element u vecini bioloskih sustava (Greentree i Hall 1995.; Goyer, 1996.). Oko 70% zeljeza u
sisavaca pronadeno je u hemoglobinu, te oko 5% do 10% se nalazi u mioglobinu. Kada je
vezano na normalan hemoglobin 1 mioglobin, zeljezo je u fero obliku (Osweiler 1 sur., 1985.;
Greentree 1 Hall 1995.; Goyer, 1996.). Do 25% Zzeljeza u organizmu je u feri obliku i

pohranjeno je u hemosiderinu, feritinu 1 transferinu u jetri, slezeni i kosStanoj srzi (Greentree i
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Hall 1995.; Hillmas, 1995.; Goyer, 1996.). Resorpcija Zeljeza dogada se u dva koraka. U
prvom, ioni zeljeza se resorbiraju iz intestinalnog lumena u mukozne stanice. Fero Zeljezo
bolje se resorbira nego feri zeljezo zato Sto se feri zeljezo talozi izvan otopine na oko pH 7 ili
ispod normalnih fizioloskih uvjeta (Ponka i sur., 1990.). Medutim, oba oblika se mogu
resorbirati ako su ionizirana (Greentree 1 Hall 1995.; Hillmas, 1995.; Goyer, 1996.). U
drugom koraku, Zeljezo se prenosi na feritin ili u cirkulaciju vezano na proteine transferina.
Transferin je alfa-1-globulin proizveden u jetri (Ponka i sur., 1990.; Greentree i Hall 1995.;
Goyer, 1996.). Zajedno s transferinom, zeljezo se distribura u druge dijelove za pohranu
zeljeza u organizmu. Vrlo mali dio Zeljeza gubi se putem urina i fecesa, gubitak zeljeza nije
narocCito poveéan ni nakon predoziranja zeljezom (Osweiler i sur., 1985.; Greentree i Hall,
1995.). Vecéina gubitka je kroz odljuStenje gastrointestinalnih mukoznih stanica u svih
sisavaca (Osweiler i sur., 1985.; Greentree 1 Hall, 1995.). Oko 2% do 15% unesenog Zeljeza
se resorbira, a samo se 0,01% Zeljeza eliminira iz organizma svaki dan (Hillman, 1995.;

Goyer, 1996.).

1.7. Enzimi antioksidativnog statusa

Oksidativni stres je stanje oSte¢enja uzrokovanog reaktivnim skupinama kisika
(Jenkins, 2000.). Reaktivne skupine kisika (ROS) imaju visok potencijal raktivnosti, pa su
otrovni i mogu dovesti do oSte¢enja stani¢nih makromolekula kao §to su bjelancevine, lipidi 1
DNA (Araujo i sur., 2006.). Stanice sadrze razliCite tvari koje su sposobne ukloniti slobodne
radikale, Stite¢i ih od Stetnih ucinka. Medu enzimskim antioksidansima su glutation reduktaza
(GR), glutation peroksidaza (GPx), katalaza (CAT) i superoksid dismutaza (SOD), dok su
neenzimatski antioksidansi glutation (GSH), vitamin E, vitamin C, B karoten i flavonoidi
(Messarach 1 sur., 2007.). Kada ROS prelazi antioksidativni kapacitet stanice, razvija se
oksidativni stres (Sies, 1991.). Aerobni organizmi imaju antioksidativni obrambeni sustav koji
se bavi ROS koje nastaju kao posljedica aerobnog disanja i oksidacije supstrata. Male koli¢ine
ROS-a, ukljucujuéi hidroksilne radikale (OH), superoksidne anione (O,") i vodikov peroksid
(H,0,), stalno se stvaraju u aerobnim organizmima kao odgovor na vanjske i unutarnje
podrazaje (Hurst 1 sur., 1997.; Jornot 1 sur., 1998.; Mills i1 sur., 1998.). Mala koncentracija
ROS-a neizostavna je u mnogim biokemijskim procesima ukljucujuéi i unutarstani¢no slanje
poruke u diferencijaciji stanica, staniénom napredovanju i apoptozi (Gosh 1 Myers, 1998.),

imunosti (Yin i sur., 1995.) i obrani od mikroorganizama (Bae i sur., 1997.; Lee 1 sur., 1998.).
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Nasuprot tome, velike doze i/ili neadekvatno uklanjanje ROS-a rezultira oksidativnim
stresom, koji moze izazvati ozbiljne metabolicke neispravnosti i oSte¢enja bioloSkih
makromolekula (Czene i sur., 1997.; Wojtaszek 1997.; Chopra i Wallace, 1998.). Stanice
mogu podnijeti umjereno oksidacijsko opterecenje povecanjem ekspresije gena u svrhu
regulacije njihova reduktivnhog obrambenog sustava i vratiti oksidacijsku/antiokisdacijsku
ravnotezu. No, kada ta povecana sinteza ne moze biti postignuta zbog ostecenja enzima ili
supstrata ili kada je oksidativno optereenje veliko, neravnoteza i dalje postoji, a rezultat je
oksidativni stres (Halliwel, 2005.). Antioksidativni enzimi mogu slobodne radikale pretvoriti
u manje Stetne molekule (Sies, 1993.). Superoksid dismutaza katalizira radikal superoksidnog
aniona u peroksid i molekularni kisik. Katalaza, protein hema koji sadrzi zeljezo, pretvara
vodikov peroksid u vodu i kisik (Kurasaki i sur., 1986.). Glutation peroksidaza je enzim koji
sadrzi ion selena kao kofaktor (Rotruck i sur., 1973.), a za katalizirane reakcije zahtjeva
reducirani glutation, koji je osiguran putem glutation reduktaze. Glutation peroksidaza jedan
je od najucinkovitijih antioksidanasa u eritrocitima. Smanjenje GPx aktivnosti rezultira
povecanjem aktivnosti vodikova peroksida i teskim oSteéenjem stanice (Cheeseman i Slater,
1993.). Neenzimatski antioksidansi, kao $to su glutation, tokoferoli, retinoidi 1 askorbati imaju
znacajnu ulogu u vezanju ROS-a. Vitamin E i hidrofilni flavonidi imaju svojstvo vezanja
slobodnih radikala. Interakcija ovih prirodnih antioksidansa s ROS-om koji su dio upala,
potaknuli su niz studija o njihovim u¢incima na upalne procese (O' Leary i sur., 2004.; Singh i
sur., 2005.). Vitamin E i1 njegovi analozi ne samo da mogu S§titit stanice od slobodnih radikala
vec¢ izazivaju smrt apoptoznih stanica u malignim stanicama i inhibiraju tumorogenezu in vivo
(Birringer 1 sur., 2003.; Stapelberg i sur., 2004.). Ioni teSkih metala kao §to su Zeljezo, bakar,
kadmij, ziva, nikal, olovo i arsen mogu izazvati nastajanje reaktivnih radikala i uzrokovati
staniCna oStecenja preko osiromasenja enzimske aktivnosti kroz lipidnu peroksidaciju i

reakcijom sa nuklearnim proteinima i DNA (Stohs 1 Bagchi, 1995.).

1.7.1. Glutation peroksidaza (GPx)

Glutation peroksidaze (GPx) su skupine enzima koje se mogu podijeliti na dvije
skupine: enzimi ovisni o selenu i1 neovisni. Enzimi ovisni o selenu mogu razgraditi vodikov
peroksid i razne hidro i lipidne peroksidaze (Kinnula 1 sur., 1995.). One kataliziraju redukciju
razli¢itih hidroperoksida (ROOH i H,0;) pomocu glutationa, Stite¢i stanice sisavaca od

oksidativnog oSte¢enja. Postoji barem pet izoenzima GPx pronadenih u sisavaca. lako su
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sveprisutni, razina svake izoforme razlikuje se ovisno o vrsti tkiva. Citosolna (cGPx) i
mitohondrijska (GPx1) glutation peroksidaza reduciraju hidroperokside masnih kiselina i
H,0, na racun glutationa. Mitohondrijska i fosfolipid hidroksiperoksid glutation peroksidaza
(GPx4) nalazi se u vecini tkiva. Fosfolipid hidroksiperoksid glutation peroksidaza lokalizirana
je 1 u citosolu i u membranskim frakcijama. Ona moze direktno reducirati fosfolipid
hidroperokside, hidroperokside masnih kiselina i hidroperokside kolesterola koji su
proizvedeni u peroksidiranim membranama i oksidirati lipoproteine (Imai i sur., 1998.).
Mitohondrijska prisutna je pretezno u eritrocitima, bubrezima i jetri, a GPx4 vrlo je izrazena u
bubreznim eptelnim stanicama i testisima. Citosolna GPx2 i izvanstani¢na GPx3 slabo je
otkrivena u vecini tkiva, osim u probavnom sustavu i bubrezima. GPx5 koja je otkrivena u

nuzsjemeniku misa je glutation peroksidaza neovisna o selenu (De Hann i sur., 1998.).

1.7.2. Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid disumutaza (SOD) dobro je poznat antioksidativni enzim koji pretvara
superoksid u vodikov peroksid. Jedna od otkrivenih SOD je mitohondrijska (MnSOD), a
druga citosolna (Cu/Zn SOD) superoksid dismutaza. Aktivhost MnSOD je smanjena u
razliitim tumorskim stanicama, te je predlozena kao nova vrsta tumor supresorskog gena
(Kiningham i Clair, 1997.; Mates i Sanchez-Jimenez, 2000.). Citosolna superoksid dismutaza
pronadena je u citosolu vecine eukariotskih stanica. Razlic¢iti oblici Cu/Zn SOD pronadeni su
u izvanstani¢nim tekuc¢inama gdje je nazvana EcSOD (Marklund 1 sur., 1982.). Superoksid
dismutaza je detektirana u mnogim tkivima 1 organizmima gdje Stiti stanice od oStecenja

superoksidnim anionima (Fridovich, 1972.).

1.7.3. Glutation (GSH)

Glutation (GSH) je tripeptid koji sadrzi cistein. Sintetizira se iz glutamata, cisteina i
glicina, najzastupljeniji je endogeni neprotein tiol u stanicama (Parcell, 2002.; Fang i sur.,
2002.). Glutation, glavna komponenta stani¢nog antioksidativnog sustava, ima vaznu ulogu u
detoksikaciji ksenobiotskih komponenti 1 antioksidaciji ROS-a 1 slobodnih radikala
(Kormarnisky 1 sur., 2003.). Glutation je supstrat za GSH-transferazu i1 peroksidazu, enzim
koji katalizira reakciju detoksikacije ksenobiotika 1 ROS-a (Parcell, 2002.; Fang i sur., 2002.).

Glutation je kofaktor nekoliko detoksikacijskih enzima, kao $to su transferaze. On ima ulogu
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u pretvorbi vitamina C i E natrag u njihove aktivne oblike. Stiti stanice protiv apoptoze
interakcijom s proapoptotskim i antiapoptotskim signalizacijskim putevima (Masella i sur.,
2005.). U normalnim stani¢nim redoks uvjetima, glavni dio ovog regulatora u reduciranom je
obliku u jezgri i endoplazmatskom retikulumu. Osim toga, GSH moze biti kovalentno vezan
na bjelacevine i1 djelovati kao koenzim brojnih enzima uklju¢enih u stani¢nu obranu
(Pompella i sur., 2003.). Glutation se sintetizira u dva koraka. Kataliziran je L-glutamatom, L-
cistein y-ligazom i glutation sintazom. Glutation se moze koristit u oksidaciji, konjugaciji i
hidrolizi (Halliwell i Gutteridge, 1989.). Unutarstani¢ne i izvanstani¢ne razine GSH odreduju
ravnotezu izmedu proizvodnje, potrosnje i prijenosa. Zbog vaznih fizioloskih funkcija ti
procesi su strogo regulirani. Aktivnost enzima uklju¢enih u metabolizam GSH kontroliraju se
na transkripcijskoj, translacijskoj i posttranslacijskoj razini (Halliwell i Gutteridge, 1989.;
Pdcsi 1 sur., 2004.). Glutation ima nekoliko dodatnih funkcija u stanicama: rezervni je oblik
cisteina, pohranjuje i prenosi dusikov oksid, sudjeluje u metabolizmu estrogena, leukotriena i
prostaglandina, reducira ribonukleotide u deoksiribonukleotide, ukljucen je u rad odredenih
transkripcijskih faktora (osobito onih koji sudjeluju u redoks signalizaciji) i ukljucen je u
detoksikaciju mnogih endgenih spojeva i1 ksenobiotika (Halliwell i Gutteridge, 1989.).
Unutarstanicne koncentracije GSH obi¢no su u rasponu od 0,5 do 10 mM, a izvanstani¢ne
vrijednosti kod zivotinja su jedan do tri puta manje (Maher, 2005.). Glutation je formiran od
glutamata, cisteina i glicina, a posjeduje neobi¢nu peptidnu vezu. N-terminalni glutamat i
cisteinski ostaci povezani su y-karboksilnom grupom glutamata, umjesto uobicajenom o-
karboksilnom peptidnom vezom u bjelancevinama. Ova specifi¢na peptidna veza sprijecava
hidrolizu GSH od vecine peptidaza koje se odcijepljuju na a-karboksilnim peptidnim vezama
u N-terminalnim aminokiselinama. Ta konfiguracija takoder ogranicava cijepanje GSH putem
glutamil transferaze (GGT) koja je smjeStena na vanjskoj povrSini odredenih tipova stanica.
Kao rezultat, GSH je stabilan u stanicama i cijepa GGT samo na vanjskim stranama odredenih
tipova stanica. Prisutnost ostatka C-terminalnog glicina Stiti GSH molekulu od cijepanja
unutarstani¢ne y-glutamil ciklotransferaze. Glavni oksidirani oblik GSH, glutation disulfid
(GSSG), sastoji se od dva GSH ostatka koji su oksidirani na takav nacin da su povezani
pomocu unutarmolekularne disulfidne veze. Stabilno stanje razine stanicnog GSH pruzaju
ravnoteza izmedu proizvodnje i1 potroSnje, kao i1 nacin reduciranja, oksidiranja ili vezanja od
strane stanice. Glutation se proizvodi u dva koraka. U prvom koraku, enzim y GLCL tvori
peptidnu vezu izmedu karboksilnog y-glutamata i amino skupine cisteina koriStenjem energije

dobivene hidrolizom ATP-a:
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y-L-glutamat + L-cistein + ATP —y-L- glutamil-L-cistein + ADP+ Pi

U sljede¢em koraku, dipeptid se pomijesa sa glicinom putem glutation sintetaze (GLS),

ponovnim pokretanjem hidrolize ATP-a:
y-L-glutamil-L-cistein + glicint ATP  —» GSH + ADP+ Pi

U nekim slucajevima opskrba ATP-om za sintezu GSH moze biti ograni¢avaju¢i faktor za
metabolizam GSH (Makarov i sur., 2006.). Glutation se moze izravno oksidirati hidroksilnim
radikalima (Gardner 1 Aust, 2009.) ili peroksinitritima (Chang i sur., 2008.; Calabrese i sur.,
2009.). Koristi se kao kosupstrat GPx-a, reduciraju¢i H,O, ili organske perokside
proizvodnjom GSSG, vode ili alkohola.

1.7.4. Vitamin E

Vitamin E (a-tokoferol) topljiv je u lipidima i1 poznati je neenzimatski antioksidans
(Uzun 1 sur., 2009.; Patra 1 sur., 2001.; Al-Attar, 2011.). Vitamin E sprjeava peroksidaciju
lipidne membrane hvatanjem lipid peroksil radikala (El-Demerdash i sur., 2004.;
Uzunhisarcikli i Kalender, 2011.). Vitamin E vazan je za rast, poboljSanje imunoloskog
sustava, integritet tkiva, reprodukciju, prevenciju bolesti i antioksidativnu funkciju u
bioloSkim sustavima (Rooke i sur., 2004.; Dalle Zotte 1 Szendro, 2011.). Lokaliziran je u
hidrofobnom mjestu stani¢ne membrane i glavna je obrana protiv izazvane ozljede membrane.
Vitamin E donira elektron peroksilnom radikalu, koji je proizveden tijekom lipidne
peroksidacije. a-tokoferol najjaktivnije oblik vitamina E i glavni memebranski antioksidans u
stanici. Vitamin E izaziva apoptozu stanica raka i inhibira formacije slobodnih radikala
(White 1 sur., 1997.). Vitamin E privukao je veliku pozornost zbog hepatoprotektivnog ucinka
u zivotinja, $to je prvenstveno zbog njegove sposobnosti da smanji inducirani oksidativni stres
u razli¢itim tkivima smanjenjem razine malondialdehida (MDA), vra¢anjem razine GSH,
SOD i CAT 1 oporavkom ostecenih jetrenih stanica (Bharrhan i sur., 2010.). U prirodi vitamin
E pojavljuje se u 8 lipofilnih molekula, koje ukljucuju a-, B-, y- i 6- tokoferol (T, BT, 8T i
0T) 1 a-, B-, y- 1 d-tokotrienol (oaTE, BTE, yTE 1 8TE). U crijevima, tokoferoli i tokotrienoli
apsorbiraju se kao 1 masti 1 izlu¢uju u hilomikrone zajedno sa triacilglicerolom, fosfolipidima
1 kolesterolom. Vitamin E vezan za hilomikron prenosi se putem limfnog sustava do
perifernog tkiva, ukljucuju¢i misice, koStanu srz, masno tkivo i kozu (Traber 1 sur., 1992.;

Jiang i sur., 2001.; Traber, 2007.). U jetri se aT prvenstveno veze na a-tokoferol transfer
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protein (a-TTP). a-TTP, zajedno sa ATP-vezanim transporterom Al (ABCAI1; Manor i
Morley, 2007.), ukljuc¢uje aT u lipoproteine koji prenose vitamin E u druga tkiva putem
cirkulacije (Brigelius-Flohe i Traber, 1999.; Jiang i sur., 2001.; Traber, 2007.). Mnoge studije
su izvijestile antioksidativni zaStitni u¢inak vitamina E protiv nekoliko metala koji izazivaju
hepatotoksi¢nost, ukljucujuc¢i bakar, olovo, kadmij, natrijev fluorid, zivu i1 Zeljezov sulfat
(Chinoy 1 sur., 2004.; Gaurav i sur., 2010.; Osfor i sur., 2010.; Al-Attar, 2011.). Uc¢inak
vitamina E protiv Cr-inducirane hepaptotoksi¢nosti zabiljezeno je u studiji gdje su autori
istrazivali izravan zasStitni ucinak vitamina E na Cr (VI)-izazvanu citotoksi¢nost i lipidnu
peroksidaciju u primarnim kulturama hepaocita Stakora. Rezultati su pokazali da predtretman
vitaminom E 20 sati prije izlaganja Cr rezultira znacajnim smanjenjem Cr (VI) inducirane
citotoksi¢nosti. Predtretman vitaminom E normalizira razine neenzimskih antioksidansa, kao

Sto su glutation 1 vitamin C, te uzrokuje nakupljanje vitamina E u hepatocitima. (Susa 1 sur.,

1996.).

1.8. Cilj istrazivanja
Ciljevi istrazivanja su:

- utvrditi koncentraciju teskih metala (Cd, Pb, As 1 Hg) i esencijalnih elemenata (Fe i
Se) u tlu, komponentama biljne zajednice Sume (listinac i prizemna flora) u uvjetima

staniSta.

- utvrditi koncentraciju teSkih metala (Cd, Pb, As i Hg) i esencijalnih elemenata (Fe 1
Se) u dopunskoj krmnoj smjesi s preporuc¢enim sastavom mikroelemenata i u smjesi s

poviSenom koncentracijom esencijalnog elementa selena.

- utvrditi koncentraciju teSkih metala (Cd, Pb, As i Hg) i esencijalnih elemenata (Fe 1
Se) u tkivima jelena lopatara (miSi¢, bubreg, jetra, masno tkivo i slezena) prije
dodavanja selena u hranu i1 nakon toga, kako bi utvrdili medudjelovanje selena s

teSkim metalima u tkivima.

- utvrditi utjecaj dodatka selena na hematoloSku sliku, biokemijske pokazatelje,

imunosni 1 antioksidativni status jelena lopatara.
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2. MATERIJAL I METODE RADA
2.1. MATERIJAL
2.1.1. Podrudje odredivanja rasprostranjenosti teskih metala u jelena lopatara

Drzavno otvoreno loviste “Krndija II" XIV/23 smjeSteno je na sjevernim i
sjeverozapadnim obroncima Papuka i Krndije. Namijenjeno je prirodnom uzgoju normalno
razvijene 1 zdrave divljaci, za zastitu divljaci 1 Zivotinjskih vrsta koje u njemu obitavaju ili
kroz njega prolaze i za koristenje divljaci u cilju postizanja gospodarskog ucinka. Takoder je

namijenjeno uzgoju trofejne divljaci u svrhu prodaje.
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Slika 2. Karta lovista (Lovnogospodarska osnova, 2006.)

Povrsina lovista iznosi 6 850 hektara. LoviSte je brdskog tipa, nadmorske visine od
170 do 700 metara. Prema geoloSkoj karti, kao dio Panonske nizine, loviste pripada formaciji
kvartara, a geolosku podlogu ¢ine naslage aluvija u najnizim dijelovima lovista, zatim naslage
mocvarnog prapora koji se nadovezuje na aluvijalne nanose i zauzima neSto poviSenije
predjele. JoS se nalaze i1 laporovito — glinovite naslage, kontinentalni prapor, metamorfno

sedimentne stijene, dolomiti, gnajsi i amfiboliti. Razli¢iti tipovi terestri¢nih tala nastali su
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medusobnim djelovanjem podloge, biljnog pokrivaca 1 klimatskih ¢imbenika. Tla su zbijena 1
plitka, slabo kisela i neutralna.

Vegetacija u loviStu, osim izvora hrane, pruza i zaklon, utjeCe na mikroklimu i
reguliranje koli¢ine svjetla. U Sumskoj vegetaciji lovista prevladavaju Sume sa 5 877 ha, Sto
¢ini oko 85% od ukupne povrSine lovista. U loviStu se nalaze sljedee Sumske biljne
zajednice:

¢ Brdska bukova Suma s mrtvom koprivom (Lamio orvale — Fagetum sylvaticae Ht.
1938.) — u sloju drve¢a dominira bukva. U nizim podrucjima su hrast kitnjak i obi¢ni
grab. Sloj grmlja je bogat, osim drvecéa nalaze se i likovci, crvena bazga, bozikovina,
sirokolisna kurika i druge vrste.

e Suma hrasta kitnjaka i obi¢nog graba (Epimedio — Carpinetum betuli Ht. 1938 /
Bohr 1963.) — u sloju drveca pojavljuje se obiCni grab, treSnja, klen, gorski javor i
bukva. U sloju grmlja prevladavaju glogovi, kurika, ruze i druge vrste.

e Bukova Suma s bekicom (Luzulo luzuloidis — Fagetum sylvaticae Mausel 1937.) —
zajednica siroma$na vrstama, u sloju drve¢a dominira bukva, sloj grmlja je nerazvijen,
a u prizemnim slojevima prevladavaju vrste koje su indikatori kiselosti.

o Suma hrasta kitnjaka s bekicom ( Luzulo — Quercetum petraeae / Hill. 1932. / Pass.
1963.) — siromasnija je vrstama, u sloju drve¢a dominira hrast kitnjak, u sloju grmlja
razlicite acidofilne vrste.

Od ne-Sumskih zajednica nalaze se pasnjaci, livade 1 oranice koje zauzimaju oko 10%
ukupne povrsine loviSta. Pasnjaci i livade su obrasli travno — djetelinskom vegetacijom i
zauzimaju povrsinu oko 240 ha. Oranice zauzimaju povrsinu oko 410 hektara i na oranicama

se siju pSenica, kukuruz 1 ostale sorte.

2.1.2. Topografija kretanja i prihrane lovne divlja¢i na podrucju otvorenog lovista
"KRNDIJA 11"

Radi lakSe sistematizacije podataka, podrucje lovista podijeljeno je na Cetiri zasebna
podrucja, a svako podrucje na lokacije prema kartografskim nazivima. Podrucja pracenja su:
e Gazije s lokacijama Sje¢e, Sankovac, Zicara, Koji¢in gaj, Dobra voda i Ravno
brdo.
e Orahovica s lokacijama Manastir, Topolik 1 Petrov vrh.

e (Gornja Moticina s lokacijama Kerekus, Kutjev put, Strmac i Pjeskovi.
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e Secona s lokacijama Stengerov vinograd, Pozar, Milakovac, Kran¢evo brdo,

Slatinski jarak, Gradina i Stari drum.

2.1.3. Kartografski prikaz mjesta odstrjela jelena lopatara tijekom dviju godina

istrazivanja

Slike 3. do 6. prikazuju cetiri podruc¢ja lovista s lokacijama na kojima su uzorkovani
jeleni lopatari prve i druge godine, odnosno nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena. Crni
kruzi¢i oznacavaju hranilista za jelensku divlja¢ gdje je divlja¢ prihranjivana. Plavi trokutic¢i
oznacCavaju jelene lopatare koji su odstrijeljeni tijekom prve godine istrazivanja, a crveni
trokuti¢i oznacavaju jelene lopatare odstrijeljene nakon dopunske hranidbe s dodatkom
selena.

Na podrucju lovista Gazije postavljena su cetiri jelenska hraniliSta gdje su
prihranjivani jeleni lopatari tijekom dvije godine istrazivanja. Na tom podrucju odstrijeljeno
je ukupno 6 grla, 2 tijekom prve godine 1 4 tijekom druge godine istrazivanja (Slika 3.). Na
podru¢ju lovista Orahovica jeleni su prihranjivani u dva hranili§ta. Na tom podrucju
odstrijeljeno je ukupno 3 grla, 2 tijekom prve godine i 1 tijekom druge godine istrazivanja
(Slika 4.). Na podrucju lovista Gornja Moti¢ina postavljena su cCetiri jelenska hraniliSta. Na
tom podrucju odstrijeljeno je ukupno 7 grla, 3 tijekom prve godine i 4 tijekom druge godine
istrazivanja (Slika 5.). Na podrucju lovista Seona postavljena su Cetiri jelenska hraniliSta. Na
tom podrucju odstrijeljeno je ukupno 24 grla, 13 tijekom prve godine i 11 tijekom druge

godine istrazivanja (Slika 6.).
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Slika 4. Kartografski prikaz lovnog podruéja Orahovica (Lovnogospodarska osnova, 2006.)
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ka osnova, 2006.)

A g

Slika 6. Kartografski prikaz lovnog podru¢ja Seona (Lovnogospodars

Hranili$ta sa selenom

Odstrijeljeni jeleni lopatari tijekom prve godine pokusa

alal

Odstrijeljeni jeleni lopatari tijekom druge godine pokusa
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2.1.4. Dopunska hranidba jelena lopatara

Tijekom dvije godine istrazivanja jeleni lopatari prihranjivani su gotovom krmnom
smjesom za jelensku divljac. Prve godine istrazivanja zivotinje su hranjene smjesom bez
dodatka selena, a druge godine s dodatkom organskog selena (0,5 mg/kg). Dopunska hranidba
s dodatkom selena provodila se 60 dana; od 01. 07. do 01. 09. 2014. godine krmnom smjesom
prema odredenoj recepturi na 14 hraniliSta za jelensku divljac. Sastav krvne smjese prikazuje

Tablica 2.
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Tablica 2. Kemijski sastav gotove krmne smjese za jelensku divljac.

Naziv uzorka (%)

Sirove bjelanéevine 11,95
Sirove masti 4
Sirova vlaknina 10
Sirovi pepeo 8,5
Lizin 1
Metionin 0,3
Ca 2
P 1,5
Na 0,2
Mg 0,25
Elementi u tragovima (mg)
Zeljezo
(zeljezo sulfat monohidrat) 50
Jod (kalij jodid) 0,2
Kobalt
(kobalt sulfat pentahidrat) 0,2
Bakar
(bakar sulfat pentahidrat) 10
Mangan (mangan oksid) 40
Cink (cink sulfat monohidrat) 30
Organski selen 0,5
Vitamini (1J)
Vitamin A 15 000
Vitamin D3 1500
Tehnoloski dodaci (mg)
Antioksidans BHT 100

Sastav: kukuruz, brasno lucerne, pSeni¢no krmno brasno,
suncokretova pogaca, suncokretova sacma, melasa Seéerne
repe, monokalcij fosfat, kalcij karbonat, soja ekstrudirana,

zeolit pigozen 801, premiks za jelene, natrij klorid, vezivo.
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2.1.5. Biljne zajednice na podrucju otvorenog lovista "KRNDIJA I1”

Biljne zajednice osnovni su izvor hrane jelena lopatara. Stoga je biljni materijal,
listinac 1 prizemna flora, uzorkovan tijekom dvije godine istrazivanja sa cCetiriju razli¢itih
podru¢ja lovista. Takoder, za analizu kemijskog sastava, teSkih metala 1 esencijalnih
elemenata, uzeta je i krmna smjesa kojom su se jeleni lopatari prihranjivali. Za kemijsku
analizu 1 analizu teSkih metala i esencijalnih elemenata uzeto je tlo s 14 lokacija, odnosno
podru¢ja gdje se provodila dopunska hranidba jelena lopatara tijekom dvije godine

istrazivanja. Sastav listinca, odnosno prizemne flore, uzorkovanih tijekom dvije godine

istrazivanja prikazan je u Tablicama 3 1 4.

Tablica 3. Sastav listinca s Cetiriju podruc¢ja uzorkovanih tijekom 1. 1 2. godine istrazivanja.

PODRUCJE LISCE (prva godina istraZivanja) LISCE (druga godina istraZivanja)
Bukva obi¢na - Fagus sylvatica L. Bukva obi¢na - Fagus sylvatica L.
GAZIJE Kupina divlja - Rubus fruticosus L. Kupina divlja - Rubus fruticosus L.
Grab obicni - Carpinus betulus L. Gorski javor - Acer pseudoplatanus L
Bukva obicna - Fagus sylvatica L. Lijeska - Corylus avellana L.
Kupina divlja - Rubus fruticosus L. Velikolisna lipa - Tilia grandifolia L.
ORAHOVICA Grab obi¢ni - Carpinus betulus L. Obicna breza - Betula pendula L.
Srebrna lipa - Tilia tomentosa Mch. Bukva obi¢na - Fagus sylvatica L.
Hrast medunac - Quercus pubescens Willd. Hrast medunac - Quercus pubescens Willd.
Gorski javor - Acer pseudoplatanus L. Kupina divlja - Rubus fruticosus L.
Kupina divlja - Rubus fruticosus L. Lijeska - Corylus avellana L.
Grab obicni - Carpinus betulus L. Velikolisna lipa - Tilia grandifolia L.
Bukva obi¢na - Fagus sylvatica L. Obicna breza - Betula pendula L.
GORNJA Gorski javor - Acer pseudoplatanus L. Kupina divlja - Rubus fruticosus L.
MOTICINA Sitnolisna lipa - Tilia parvifolia Ehrh. Grab obiéni - Carpinus betulus L.
Hrast medunac - Quercus pubescens Willd. Bukva obic¢na - Fagus sylvatica L.
Bukva obi¢na - Fagus sylvatica L. Lijeska - Corylus avellana L.
Gorski javor - Acer pseudoplatanus L. Poljski jasen - Fraxinus angustifolia L.
Lijeska - Corylus avellana L. Bazga - Sambucus nigra L.
Divlji Sipak - Rosa canina L. Divlja jabuka - Malus sylvestris L.
Divlja treSnja - Prunus avium L. Bagrem - Robinia pseudoacacia L.
SEONA Divlja kruska - Pirus piraster (L.) Borkh. Hrast medunac - Quercus pubescens Willd.
Kupina divlja - Rubus fruticosus L.
Klen - Acer campestre L.
Lijeska - Corylus avellana L.
Divlji Sipak - Rosa canina L.
Divlja kruska - Pirus piraster (L.) Borkh.
Divlja tresnja - Prunus avium L.
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Tablica 4. Sastav prizemne flore s Cetiriju podru¢ja uzorkovanih tijekom 1. 1 2. godine

istrazivanja.
PODRUCJE BILJNE VRSTE (prva godina BILJNE VRSTE (druga godina
istraZivanja) istraZivanja)
Cikorija - Cichorium intybus L. Dvodomna kopriva - Urtica dioica L.
Dvodomna kopriva - Urtica dioica L. Prava rusomaca - Capsella bursa pastoris
(L.) Med.
Prava rusomaca - Capsella bursa pastoris Cicak - Arctium lappa L.
(L.) Med.
GAZIJE Puzajuéa ivica - Ajuga reptans L. Mrkva divlja - Daucus carota L.
Dugolisna metvica - Mentha longifolia (L.) Obicni sit - Juncus effusus L.
Huds.
Obicni sit - Juncus effusus L. Livadna vlasulja - Festuca pratensis Huds.
Livadna vlasulja - Festuca pratensis Huds. Abdovina - Sambucus ebulus L.
Sedmolist - Aegopodium podagraria L. JednogodiSnja krasolika - Erigeron annuus
(L.) Pers.
Jednogodisnja krasolika - Erigeron annuus Sumska paprat - Dryopteris filix mas (L.)
(L.) Pers. Schott.
Sumska paprat - Dryopteris filix mas (L.) Livadna vlasulja - Festuca pratensis Huds.
Schott.
Obicéni stolisnik - Achillea millefolium L. Travnjacka busika - Deschampsia caespitosa
L.
ORAHOVICA Livadna vlasnjaca - Poa pratensis L. Dugolisna metvica - Mentha longifolia (L.)
Huds.
Obicni sit - Juncus effusus L. Mrazovac - Colchium autumnale L.
Mrkva divlja - Daucus carota L. Sirokolisni trputac - Plantago major L.
Livadna brocika - Galium mollugo L. Dvodomna kopriva - Urtica dioica L.
Dvodomna kopriva - Urtica dioica L. Sumska paprat - Dryopteris filix mas (L.)
Schott.
Cikorija - Cichorium intybus L. Travnjacka busika - Deschampsia caespitosa
L.
GORNJA Crvena djetelina - Trifolium pratense L. Obi¢ni sit - Juncus effusus L.
MOTICINA Obicni sit - Juncus effusus L. Obiéni lanilist - Linaria vulgaris Mill.
Obicni lanilist - Linaria vulgaris Mill. Crvena djetelina - Trifolium pratense L.
Obicni stolisnik - Achillea millefolium L. Dugolisna metvica - Mentha longifolia (L.)
Huds.
Livadna macica - Phleum pratense L. Mrkva divlja - Daucus carota L.
Sumska paprat - Dryopteris filix mas (L.) Obicni sit - Juncus effusus L.
Schott.
Travnjacka busika - Deschampsia caespitosa Dvodomna kopriva - Urtica dioica L.
L.
Puzava pirika - Agropyron repens L. Livadna vlasulja - Festuca pratensis Huds.
Obicni lanilist - Linaria vulgaris Mill Maslacak - Tarxacum officinale L.
Obicni sit - Juncus effusus L. Abdovina - Sambucus ebulus L.
Dvodomna kopriva - Urtica dioica L. Sumska jagoda - Fragaria vesca L.
SEONA

Cikorija - Cichorium intybus L.

Jednogodisnja krasolika - Erigeron annuus
(L.) Pers.

Sumska paprat - Dryopteris filix mas (L.)
Schott.

Divlji jeCam - Hordeum spontaneum L.

49




Materijal i metode rada

2.1.6. Uzorkovanje Zivotinjskog materijala

Uzorci tkiva (misi¢, bubreg, jetra, masno tkivo i slezena) 40 jelena lopatara (20 jelena
lopatara prije dopunske hranidbe uz dodatkom selena i 20 jelena lopatara nakon provedenog
dodatka selena u hranu) uzimana su nakon odstrijela prilikom evisceracije. Zivotinje su bile u
dobi od 1 do 9 godina, tjelesne mase od 20 do 110 kilograma. Prve godine istraZivanja
odstrijeljeno je 7 mladih 1 13 odraslih grla, kao 1 tijekom druge godine istraZivanja.

Krv za biokemijske analize uzimana je iz lijeve pretklijetke srca Zivotinje u roku od 1
do 2 minute nakon odstrijela, za hematolosku analizu s dodatkom EDTA, za plazmu s
dodatkom Li-heparina i1 za biokemijske pretrage bez antikoagulansa. Krv je centrifugirana (15
minuta na 3 000 okretaja) kako bi smo odvojili plazmu i serum. Krv i tkiva smrznuta su na -

80°C do analiza.

Slika 7. Vadenje krvi (autor N. Vuksi¢, 2014.)
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2.2. METODE
2.2.1. Kemijska analiza krmiva za prihranu, listinca i prizemne flore

Od uzoraka listinca 1 prizemne flore odvagalo se 100 g na tehnic¢koj vagi, zdrobilo,
podjelilo i suSilo na 60°C tijekom 12 h. Uzorci su izvadeni i hladeni 1 h na sobnoj
temperaturi, vagani i usitnjeni u mlinu za usitnjavanje (Microtron® MB 550) snage 220-240V
/ 50-60 Hz. Nakon toga uradila se kemijska analiza (suha tvar, sirove bjelancevine, sirove
masti, sirova vlaknina, ukupni pepeo i NET) krmiva za prihranu i uzoraka listinca i prizemne
flore s Cetiriju podrucja lovista.

Udio sirovih bjelancevina odredivan je metodom po Kjeldahl-u (HRN ISO 937:1999)
uz uporabu bloka za razaranje (Unit, 8 Basic Foss) i neutralizatora para, te automatiziranog
uredaja za destilaciju i titraciju (Kjeltec 8400, Foss). Sirove masti odredivane su metodom po
Soxhlet-u (HRN ISO 1443:1999) uz ekstrakciju masti eterom na uredaju za ekstrakciju
(Soxterm 2000, Gerhardt). Gravimetrijski je odreden udio vode (ISO 1442:1997) uz uporabu
termostata (Epsa 2000, Ba-Ri) i suSenja pri 103°C. Peroksidni broj odreden je prvotnom
ekstrakcijom masti eterom, na uredaju za ekstrakciju (Soxtherm 2000, Gerhardt), te daljnjom
titracijom sa Na-tiosulfatom. Sirova vlaknina odredena je kuhanjem uzorka u otopini kiseline
i luzine metodom po Hennerberg-u i Stochman-u (HRN EN ISO 6865:2011). Ukupni pepeo

odreden je razaranjem uzorka zarenjem na 550°C i vaganjem ostatka u lonci¢u za Zarenje.

2.2.2. Kemijska analiza tla

Kompozitni uzorak za kemijsku analizu tla, kojeg ¢ine 20 do 25 pojedinac¢nih uzoraka
ravnomjerno rasporedenih po povrSini tla, uzorkovan je iz sloja od 0 do 30 cm. Svi
pojedinacni uzorci s jedne analiticke povrSine su dobro izmjeSani, a Cetvrtanjem je masa
pojedina¢nog uzorka svedena na 0,5 do 1 kg.

Nakon dopremanja u laboratorij; uzorci tla su o¢iS¢eni od svjezih organskih ostataka i
ostalih primjesa i u tankom sloju osuseni na sobnoj temperaturi. Zrakosuhi uzorci tla usitnjeni
su posebnim mlinom za meljavu bez ostataka teskih metala (Retsch RM 200), prosijani kroz
sito promjera 2 mm, te homogenizirani i pripremljeni za analizu; sukladnom standardnom

propisanom postupku (ISO 11464: 1994).

51



Materijal i metode rada

2.2.3. Agrokemijski pokazatelji svojstava tla

U svim uzorcima tla, dopremljenim s 14 lokaliteta lovista, utvrdili smo pH reakciju tla,
sadrzaj humusa, koncentraciju lakopristupa¢nog fosfora i kalija, hidroliticku kiselost i sadrzaj
CaCO:s.

Reakecija tla izrazena kao pH vrijednost pokazatelj je niza agrokemijskih svojstava tla,
vaznih za ishranu bilja, a izrazava se u pH jedinicama. Trenutna ili aktualna kiselost
(pH(H20)) odredena je u suspenziji tla s destiliranom vodom, a supstitucijska ili izmjenjiva
kiselost (pH(KCI)) u suspenziji tla (1:5) s otopinom 1M KCI (¢=1 mol/dm®; ISO 10390:
1994).

Humus u tlu utjece na niz kemijskih 1 fizikalnih svojstava, u prvom redu vrlo povoljno
utjece na strukturu tla. Utjece dobro i na bioloSka svojstva tla time §to je izvor ugljika
potrebnog za zivot i razmnoZzavanje mikroorganizama. Bikromatna metoda (ISO 14235, 1994)
predstavlja mokro spaljivanje organske tvari tla kalij-bikromatom. Sadrzaj humusa mjerio se
spektrofotometrijski kod 585 nm uz prethodno dekantiranje otopine u kivetu za mjerenje.
Rezultat ove metode je koli¢ina organske tvari (ili humusa u tlu), a izraZzava se u postotcima
(%).

Najces¢i postupak ispitivanja biljkama pristupacnog fosfora i kalija u tlu u Republici
Hrvatskoj je AL metoda (Egner i sur., 1960.). Ekstrakcija lakopristupacnog P i K obavila se
pufernom otopinom amonij-laktata ¢iji je pH 3,75.

Pristupacnost fosfora odreden je kolorimetrijski tzv. plavom metodom. Mjerenje
koncentracije P,Os u uzorcima i standardima vrSilo se na UV spektrofotometru Cary 50 na
valnoj duljini 680 nm.

Pristupacnost kalija utvrdila se direktno iz ekstrakta tla emisijskom tehnikom na
atomskom apsorpcijskom spektrofotometru (AAS-u) i izrazena je u mg K,O na 100 grama tla.

Rezultati AL metode su koncentracije biljkama pristupacnog fosfora i1 kalija u
analiziranom uzorku tla, a izrazavaju se u mg P,0s/100 g tla i mg K,O/100 g tla. Prema
rezultatima AL metode, tla se dijele u razlicite klase opskrbljenosti fosforom i kalijem (klase
A do E).

NajceS¢a primjena rezultata hidroliticke kiselosti je za utvrdivanja potreba za
kalcizacijom kiselog tla. Hidroliti¢ka kiselost izraZena je u mmol(+)100g™ ili cmol(+)kg™ i

koristi se za izraCunavanje nezasicenosti adsorpcijskog kompleksa luznatim ionima.
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Sadrzaj karbonata u tlu odreden je volumetrijskom metodom (ISO 10693: 1995).
Princip ove metode je da se pri odredenom tlaku i temperaturi zraka izmjeri volumen
razvijenog CO, koji je podrijetlom iz karbonata analiziranog uzorka tla. Za volumetrijsko
odredivanje CaCOs koristi se Scheiblerov kalcimetar. Koli¢ina oslobodenog CO, mnozi se s
koeficijentom 2,274 da dobijemo masu CaCOj; u uzorku. Dobivena se vrijednost izrazava u

postotcima (%).

2.2.4. Odredivanje koncentracije teSkih metala i esencijalnih elemenata u tlu, listincu,

prizemno flori, krmivima za prihranu i tkivima jelena lopatara

Koncentracija teskih metala (Cd, Pb, Hg i As) i esencijalnih elemenata (Fe i Se) u tlu,
listincu, prizemnoj flori, krmivima za prihranu i tkivima jelena lopatara odredena je, nakon
pripreme mati¢ne otopine, induktivno spregnutom plazmom optickom spektrofotometrijom
(ICPOES-"Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry”). Koncentracije Cd,
Pb, Hg, Fe (ISO 11466:1995), As i Se izmjerene su na uredaju PerkinElmer Optima 2100 DV.

Matic¢ne otopine uzoraka pripremljene su na sljedeci nacin: na analitickoj vagi vagano
je u kivete za razaranje (MARS Xpress plus ili MARS press) 0,5 grama tla, listinca, prizemne
flore 1 krmiva za prihranu i do 1 grama uzorka animalnog tkiva (misi¢, bubreg, jetra, masno
tkivo i slezena). Uzorci tla su zatim standariziranom metodom (ISO 11466:1995) preliveni sa
zlatotopkom (3 ml konc. HNOs 1 9 ml H,0,), uzorci listinca, prizemne flore i krmiva za
prihranu preliveni su s 5 ml konc. HNO31 1 ml H;0O,, a uzorci animalnih tkiva preliveni su s
9 ml konc. HNOs i1 2 ml H,0,, homogenizirani i podvrgnuti digestiji u mikrovalnom uredaju
(MARS 6, CEM). Nakon digestije uzorci su kvantitativno preneseni u odmjerne tikvice od 50
ml i nadopunjeni deioniziranom vodom do oznake. U tako pripremljenim mati¢nim
otopinama uzoraka odredene su koncentracije teskih metala (Cd, Pb, Hg 1 As) i esencijalnih

elemenata (Fe i Se).

2.2.5. Odredivanje hematoloskih pokazatelja
2.2.5.1. Kompletna krvna slika i diferencijalna krvna slika

Vrijednosti kompletne krvne slike (broj leukocita, broj eritrocita, koncentracija

hemoglobina, hematokrit, prosjecni volumen eritrocita, prosjecna masa hemoglobina po
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eritrocitu, prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitima i broj trombocita) odredene su
pomocu veterinarskog hematologkog analizatora 100 PochVef Sismex”, Japan. Razmazi krvi
nakon fiksacije na zraku obojeni su May-Griinwald Giemza postupkom, a diferencijalna

krvna slika u¢injena je brojenjem udjela stanica pomo¢u mikroskopa Olympus Bx-51%, Japan.

2.2.6. Odredivanje biokemijskih pokazatelja
2.2.6.1. Odredivanje koncentracije metabolita u serumu

U krvnom serumu jelena lopatara odredene su koncentracije metabolita i supstrata
(glukoza, urea, ukupni proteini, albumini, globulini, trigliceridi, kolesterol, HDL i LDL
kolesterol i koncentracije zeljeza). Analize su provedene na automatskom multikanalnom

biokemijskom analizatoru Beckman Coulter AU 400 (Beckman Coulter, Germany).

2.2.6.2. Odredivanje koncentracije imunoglobulina G u serumu ELISA metodom

Koncentracija imunoglobulina G (IgG) u uzorcima seruma jelena lopatara odredena je
pomocu komercijalno dostupnog kita Bovine (Cattle) Imunoglobulin G (IgG) za ELISA
metodu (Cloud-Clone Corp., Houston, USA). Mikrotitarska plo€ica prethodno je prevucena
antitijelima specificnim za IgG. Standardi 1 uzorci su zatim dodani u jazice mikrotitarske
ploCice s biotin konjugiranim protutijelom specificnim za IgG. Avidin, konjugiran za
peroksidazu iz hrena (HRP) dodan je u svaku jazicu i mikrotitarska ploc¢ica je inkubirana.
Nakon $to je dodana TMB otopina supstrata, samo one jazice koje su sadrzavale IgG, biotin-
konjugirano protutijelo i enzim-konjugiranog avidina pokazale su promjene boje. Enzim-
supstrat reakcija prekinuta je dodatkom sumporne kiseline, a promjena boje mjerena je
spekrofotometrijski u citacu (iMark™ Microplate Absorbance Reader, Biorad, Engleska) na
450 nm. Koncentracija IgG u uzorcima odredena je usporedivanjem opticke gusto¢e uzoraka

sa standardnom krivuljom i izrazavane u g/L.
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2.2.7. Odredivanje enzima antioksidativnog statusa

2.2.7.1. Odredivanje koncentracije glutation peroksidaze i superoksid dismutaze u

plazmi

Antioksidacijski status je pra¢en odredivanjem aktivnosti dva antioksidacijska enzima,
glutation peroksidaze (GPx) i superoksid dismutaze (SOD) u krvnoj plazmi.

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) odredena je gotovim kompletima RANSEL®
(Randox, Velika Britanija) na automatskom analizatoru Beckman Coulter AU 400 (Beckman
Coulter, Germany). Princip reakcije temelji se na oksidaciji glutationa s kumena peroksidom
uz kataliticko djelovanje GPx. Nastali oksidirani oblik glutationa odmah se dalje prevodi u
reducirani oblik uz prisustvo glutation reduktaze i NADPH kao akceptora kisika. Pri tome
NADPH, primivsi kisik, prelazi u oksidirani oblik, NADP. Smanjena apsorpcija NADPH
koristi se kao mjera aktivnosti GPx, a izrazena je u internacionalnim jedinicama U/L.

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) odredena je gotovim kompletima RANSOD®
(Randox, Velika Britanija) na automatskom analizatoru Beckman Coulter AU 400 (Beckman
Coulter, Germany). Metoda se zasniva na stvaranju superoksidnih radikala iz ksantina
pomoc¢u ksantin oksidaze koji reagiraju s 2-(4-jodfenil) 3-(4-nitrofenil) 5-feniltetrazol
kloridom 1 tvore formazan crveno obojenje. Aktivnost SOD mjeri se kao stupanj inhibicije

ove reakcije i izrazena je u internacionalnim jedinicama U/L.

2.2.7.2. Odredivanje koncentracije glutationa u plazmi

Koncentracija glutationa (GSH) u uzorcima plazme odredena je pomocu komercijalno
dostupnog Glutathione Assay Kit-a (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)
prema uputama proizvodaca.

Cayman GSH Assay koristi paZljivo optimiziranu enzimsku metodu recikliranja,
pomocu glutation reduktaze, za kvantificiranje GSH. Sulthidrilna skupina GSH reagira sa
5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzojevom kiselinom (DTNB), Ellmanov reagens, te daje Zuto obojenu
5-tio-2-nitrobenzojevu kiselinu (TNB). MjeSoviti disulfid, GSTNB (izmedu GSH 1 TNB) koji
se istodobno proizvodi, reduciran je putem glutation reduktaze tako da reciklira GSH 1
proizvodi vise TNB. Stopa proizvodnje TNB izravno je proporcionalna koncentraciji GSH u

uzorku. Mjerenje TNB apsorbancije na 405-414 nm pruza toc¢nu procjenu GSH u uzorku.
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2.2.7.3. Odredivanje koncentracije vitamina E u serumu ELISA metodom

Koncentracija vitamina E u uzorcima seruma jelena lopatara odredena je pomocu
komercijalno dostupnog Bovine Vitamin E (VE) ELISA kit-a (BlueGene Biotech, Shangai,
China). Vitamin E ELISA kit primjenjuje kompetitivhu imunoenzimsku tehniku koja koristi
anti-vitamin E protutijela i vitamin E-HRP (horseradish peroxidase) konjugate. Uzorci i1 pufer
inkubirani su zajedno s vitamin E-HRP konjugatima u prethodno oblozenoj plocici tijekom
jednog sata. Nakon inkubacije, jazice su dekantirane i isprane pet puta. JaZice su zatim
inkubirane sa supstratom za HRP enzim. Produkt enzim-supstrat reakcije stvorio je plavo
obojeni kompleks. Na kraju, dodana je STOP otopina kako bi se zaustavila reakcija, koja je
promijenila boju otopine u Zuto. Intenzitet boje mjeren je spektrofotometrijski u Citacu
(iMark™ Microplate Absorbance Reader, Biorad, Engleska) na 450 nm. Intenzitet boje
obrnuto je proporcionalan koncentraciji vitamina E budu¢i da se vitamin E iz uzorka i vitamin
E-HRP konjugata natjeCu za anti-vitamin E vezna mjesta protutijela, obzirom da je broj
mjesta ogranicen, $to je viSe mjesta zauzeto vitaminom E iz uzorka, manje mjesta je slobodno
za vezanje vitamin E-HRP konjugata. Standardna krivulja graficki je prikazana u odnosu na
intenzitet boje i1 koncentraciju standarda. Koncentracija vitamina E u svakom uzorku

izraCunata je iz te standardne krivulje.

2.2.8. Statisticke metode

Statisticka obrada podataka obradena je raCunalnim programom Statistica 12 (StatSoft,
Inc. 2014.). Podatci su obradeni deskriptivnom statistikom i prikazani kao srednja vrijednost i
standardna pogreSka aritmeticke sredine. Standardnim t-testom utvrdene su znacajnosti
razlika izmedu dobnih skupina i izmedu skupina prije i nakon hranjenja uz dodatak selena.

Znacajnosti razlika oznacena je na razini od 95 1 99%.
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3. REZULTATI ISTRAZIVANJA
3.1. Tlo, listinac, prizemna flora i krmna smjesa za jelensku divljac¢

S podruc¢ja lovista uzeti su uzorci tla, listinca i prizemne flore za kemijsku analizu.
Kemijska analiza tla napravljena je u 14 uzoraka s podrucja na kojima su se prihranjivali
jeleni lopatari tijekom dviju godina istrazivanja, a uzorci listinca i prizemne flore s Cetiriju
podrucja lovista tijekom prve i druge godine istrazivanja. Za kemijsku analizu uzeta su

krmiva za prihranu kojima su se jeleni lopatari prihranjivali tijekom dvije godine istrazivanja.

3.1.1. Kemijska analiza tla i koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata u tlu

Rezultati kemijske analize tla prikazani su u Tablici 5. Uzorkovano je 14 uzoraka tla
do dubine 30 cm te su utvrdena osnovna agrokemijska svojstva. Utvrdeno je da 13 uzoraka
pripada skupini jako kiselih i kiselih tala s rasponom vrijednosti pHkc; od 3,37 do 4,94, te
srednje humoznim i humoznim tlima sa sadrzajem humusa od 1,98 do 3,75%. Koncentracije
fosfora u 13 uzoraka bile su izrazito niske od 1,90 do 11,34 mg P,Os 100g "' te tlo pripada A i
B klasama tala jako siromasnih i siromasnih fosforom. Sto se ti¢e kalija, ve¢i broj uzoraka,
takoder, pripada A klasi tala jako siromas$nih kalijem s rasponom utvrdenih koncentracija od
6,80 do 13,14 mg K,0 100g™ tla. Nadalje, dio uzoraka pripada u B klasu siromasnih tala i C
klasu tala dobro opskrbljenih kalijem od 16,96 do 29,68 mg K,O 100g™. Isto tako, u 13
uzoraka utvrdena je hidroliti¢ka kiselost od 2,84 do 13,08 cmol(+)100g™ tla.

Od svih analiziranih uzoraka jedan se izdvaja po svojim agrokemijskim svojstvima i
pripada skupini neutralnih tala s pHgc 7,04 1 sadrzajem karbonata od 3,36%, te vrlo
humoznih s 4,16% humusa. Isto tako, u spomenutom uzorku utvrdena je visoka koncentracija
biljci pristupacnog fosfora (D-klasa visoka opskrbljenost) i1 kalija (C-klasa dobro opskrbljeno
tlo) od 33,77 mg P,0s 100g ', te 28,05 mg K,0 100g™.
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Tablica 5. Prosjecna kemijska analiza tla loviSta na kojima su se prihranjivali jeleni lopatari.

Parametar x Min Max SEM
pH (H,0) 5,56 4,76 7,99 0,22
pH (KCI) 4,23 3,37 7,04 0,26
HUMUS, % 2,76 1,98 4,16 0,17
Hy, cmol kg™ 8,05 2,84 13,08 0,96
CaCO;, % 3,36 3,36 3,36 -

Al-P,0s5, mg na 100 g tla 6,78 1,71 33,77 2,22
Al-K,0, mg na 100 g tla 14,48 6,80 29,68 2,02

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost, minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti; pH
(H,O) = trenutna ili aktualna kiselost, pH (KCl) = supstitucijska ili izmjenjiva kiselost, Hy = hidroliticka
kiselost, CaCO; = karbonati u tlu, AL-P,Os = pristupacni fosfor u tlu, AL-K,0 = pristupacni kalij u tlu.

U Tablici 6. prikazane su koncentracije teSkih metala i esencijalnih elemenata u tlu.
Rezultati koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata od kojih su analizirani Pb, Cd,
As, Hg, Fe i Se ukazuju na prilicnu heterogenost uzoraka sa Sirokim raponom minimalnih 1

maksimalnih vrijednosti.

Tablica 6. Koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata u uzorcima tla.

Pokazatelj X Min Max SEM
Pb, mg/kg 24,75 13,67 63,08 3,15
Cd, mg/kg 0,51 0,11 2,14 0,14
As, mg/kg 13,67 4,43 29,45 2,11
Hg, mg/kg 0,05 0,03 0,09 0,01
Fe, mg/kg 31195,71 21640,00 38780,00 1328,16
Se, mg/kg 0,28 0,19 0,48 0,02

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Najveca odstupanja utvrdena su u koncentracijama Pb i As u tlu; kretale su se od 13,67
do 63,08 mg/kg za Pb i od 4,43 do 29,45 mg/kg za As. Od svih analiziranih uzoraka utvrdene
koncentracije bile su unutar dopustenih maksimalnih koncentracija propisanih Pravilnikom o
onecis¢enju tala (NN 39/2013). Koncentracija Cd u jednom uzorku iznosila je 2,13 mg/kg Sto
je 7% vise od dopustenih Pravilnikom (2 mg/kg). U istom uzorku u kojem su utvrdene velike

koncentracije kadmija utvrdene su i posebnosti §to se tice ostalih agrokemijskih svojstava

58



Rezultati istrazivanja

(velika pH vrijednost, velika humoznost 1 koncentracija fosfora i kalija) te to upucuje na
razlicitost porijeka u odnosu na ostale uzorke. Naime, ovaj uzorak porijeklom je s dijela Sume
na kojem se divlja¢ hrani, proplanka gdje se kontinuirano siju uljarice §to za posljedicu ima
obogacivanje tala osnovnim nutrijentima. Na istom uzorku utvrdena je i najveca koncentracija
Se od 0,48 mg/kg.

Prosjecno je raspolozivog Pb u analiziranom tlu 24,75 mg/kg. To su jo$ uvijek male
koncentracije jer su Pravilnikom (NN 9/2014) o zastiti poljoprivrednog zemljista od
onecis¢enja propisane maksimalno dopustene koli¢ine (MDK) za glinasta poljoprivredna tla
100 mg/kg, a za praskasto-ilovasta tla 150 mg/kg. Ukupne koncentracije Pb u nasem
istrazivanju su male pa nema realne opasnosti akumulacije Pb u nadzemnim jestivim
dijelovima biljaka.

Kadmij je prema prosjecnim ukupnim koncentracijama uz Hg najmanje zastupljen
teski metal u nasem tlu, $to je vrlo povoljno jer Cd nema nikakvu pozitivnu niti fizioloSku niti
ekolosku ulogu, ve¢ je iskljuCivo Stetan teSki metal. Pravilnikom (NN 9/2014) o zastiti
poljoprivrednog zemljista od oneciSéenja propisane su MDK za glinasta poljoprivredna tla 2
mg/kg, a za praskasto-ilovasta tla 1 mg/kg. U jednom uzorku tla Cd je tek nesto iznad MDK,
Sto moze biti posljedica geogenih procesa, ali 1 antropogenog unosa u tlo.

Arsen je polumetal bez korisne uloge u fiziologiji organizama, ali Pravilnikom (NN
9/2014) o zastiti poljoprivrednog zemljiSta od oneciSéenja nisu propisane MDK za
poljoprivredna tla. Stoga, iako ove vrijednosti viSe nisu zakonski propisane, za interpretaciju
koncentracija As u moze posluziti stari Pravilnik (NN 15/1992) o zastiti poljoprivrednog
zemljista od onecis¢enja gdje je MDK za teska i teSka tla 30 mg/kg, a za laka i skeletna tla 20
mg/kg. Izmjerene ukupne koncentracije As u svim analiziranim tlima s prosjekom 13,67
mg/kg u ispod su MDK, a As u analiziranim tlima vjerovatno je geogenog podrijetla.

Ziva je teski metal s uvjerljivo najnizim koncentracijama u analiziranim tlima. To je
vrlo povoljno jer je Hg u istoj skupini s Pb i Cd kao iskljucivo Stetan teSki metal. Pravilnikom
(NN 9/2014) o zastiti poljoprivrednog zemljista od oneciS¢enja propisane su MDK za glinasta
poljoprivredna tla 1,5 mg/kg, a za praskasto-ilovasta 1 mg/kg. Izmjerene ukupne
koncentracije Hg u svim analiziranim tlima bile su viSestruko ispod vrijednosti MDK, s
prosjekom 0,05 mg/kg. Maksimalna izmjerena ukupna koncentracija Hg je 0,09 mg/kg, to
znai da su koncentracije Hg u analiziranim tlima vrlo male i da nema nikakve realne

vjerojatnosti trasfera Hg u jestivim djelovima biljaka kojima se hrane jeleni lopatari.
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3.1.2. Kemijski sastav listinca, prizemne flore i krmne smjese za jelensku divlja¢ tijekom

prve i druge godine istraZivanja

U Tablicama 7. 1 8. prikazan je kemijski sastav listinca 1 prizemne flore s Cetiriju

podrugja lovista tijekom prve godine istrazivanja.

Tablica 7. Kemijski sastav listinca tijekom prve godine istrazivanja.

Hranjiva tvar x Min Max SEM
Suha tvar, % 35,87 31,16 38,13 1,59
Sirove bjelancevine, % 4,96 4,44 5,31 0,18
Sirova mast, % 0,73 0,69 0,76 0,01
Sirova vlaknina, % 11,22 9,62 12,75 0,69
Ukupni pepeo, % 2,44 2,41 2,48 0,01
NET 16,53 12,38 20,26 1,61

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti.

Tablica 8. Kemijski sastav prizemne flore tijekom prve godine istrazivanja.

Hranjiva tvar X Min Max SEM
Suha tvar, % 36,01 30,49 42,26 2,56
Sirove bjelancevine, % 5,40 4,52 6,32 0,46
Sirova mast, % 0,70 0,57 0,78 0,05
Sirova vlaknina, % 11,70 8,77 14,53 1,36
Ukupni pepeo, % 2,42 2,32 2,49 0,04
NET 15,80 12,83 18,51 1,25

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti.

U kemijskom sastavu prizemne flore tijekom prve godine istrazivanja zabiljezene su
vece srednje vrijednosti suhe tvari (36,01:35,87%), sirovih bjelancevina (5,40:4,96%) 1 sirove
vlaknine (11,70:11,22%) i manje srednje vrijednosti sirovih masti (0,70:0,73%) 1 ukupnog

pepela (2,42:2,44%) u odnosu na kemijski sastav listinca.

Druge godine istrazivanja utvrdena je prosjecno 43,52% suhe tvari u listincu, a
37,47% u prizemnoj flori. Sirovih bjelancevina u listincu je bilo 5,32%, a u prizemnoj flori

5,36%.
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Tablica 9. Kemijski sastav listinca tijekom druge godine istrazivanja.

Hranjiva tvar x Min Max SEM
Suha tvar, % 43,52 42,37 45,01 0,55
Sirove bjelancevine, % 5,32 4,96 5,98 0,23
Sirova mast, % 0,82 0,75 0,92 0,03
Sirova vlaknina, % 8,86 8,35 9,28 0,20
Ukupni pepeo, % 3,29 2,87 3,53 0,15
NET 25,23 23,42 26,49 0,70

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti.

Tablica 10. Kemijski sastav prizemne flore tijekom druge godine istraZivanja.

Hranjiva tvar x Min Max SEM
Suha tvar, % 37,47 30,58 44,16 3,18
Sirove bjelancevine, % 5,36 4,67 5,99 0,35
Sirova mast, % 0,77 0,58 0,90 0,07
Sirova vlaknina, % 9,79 8,71 12,35 0,87
Ukupni pepeo, % 2,37 2,33 2,40 0,01
NET 19,20 13,03 24,07 2,78

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti.

Sirovih masti u listincu bilo je 0,82%, a u prizemnoj flori 0,77%. Vece vrijednosti
sirove vlaknine utvrdene su u sastavu prizemne flore u odnosu na sastav listinca (9,79:8,86%),

dok su vece vrijednosti ukupnog pepela utvrdene u sastavu listinca (3,29:2,37%).

Tijekom prve godine istrazivanja jeleni lopatari prihranjivani su krmnom smjesom za
jelensku divlja¢. Kemijska analiza krmne smjese za prihranu jelena lopatara prikazana je u

Tablici 11.
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Tablica 11. Kemijski

sastav krmne smjese za prihranu jelena lopatara tijekom prve godine

istrazivanja.

Hranjiva tvar X Min Max SEM
Suha tvar, % 89,75 88,90 90,61 0,85
Sirove bjelancevine, % 10,37 10,02 10,73 0,35
Sirova mast, % 4,36 1,66 7,05 2,70
Sirova vlaknina, % 5,51 4,80 6,23 0,71
Ukupni pepeo, % 2,17 1,65 2,69 0,52
NET 67,34 65,66 69,02 1,68

Rezultati istrazivanja

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti.

Srednja vrijednost suhe tvari bila je 89,75%, sirovih bjelancevina 10,37%, a ukupnog
pepela 2,17%. Koli¢ina sirove masti kretala se od 1,66 do 7,05%, a koli¢ina sirove vlaknine

od 4,80 do 6,23%.

Tablica 12. prikazuje kemijski sastav krmne smjese za prihranu jelena lopatara tijekom
druge godine istrazivanja. Tijekom druge godine istrazivanja jeleni lopatari prihranjivali su se

gotovom krmnom smjesom s pojacanim udjelom selena (0,5 mg/kg) tijekom 60 dana.

Tablica 12. Kemijski sastav krmne smjese za prihranu jelena lopatara tijekom druge godine

istrazivanja.

Hranjiva tvar x Min Max SEM
Suha tvar, % 88,85 88,45 89,26 0,40
Sirove bjelancevine, % 12,98 12,91 13,06 0,07
Sirova mast, % 3,45 3,09 3,82 0,36
Sirova vlaknina, % 7,74 7,16 8,32 0,58
Ukupni pepeo, % 5,18 2,57 7,79 49,21
NET 59,50 57,17 61,84 19,58

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti.

Srednja vrijednost suhe tvari iznosila je 88,85%, sirovih bjelan¢evina 12,98%, sirovih

masti 3,45%, a sirove vlaknine 7,74%. Ukupni pepeo kretao se od 57,17 do 61,84%.
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3.1.3. Teski metali i esencijalni elementi u listincu, prizemnoj flori i krmnoj smjesi za

jelensku divlja¢ tijekom prve i druge godine istrazivanja

U listincu, prizemnoj flori i krmnoj smjesi za jelensku divlja¢ odredena je

koncentracija teSkih metala (Pb, Cd, As i Hg) i esencijalnih elemenata (Fe i Se).

Tablice 13. 1 14. prikazuju koncentraciju Pb, Cd, As i Hg, te Fe i Se u listincu i

prizemnoj flori tijekom prve godine istrazivanja.

Tablica 13. Koncentracija teskih metala u uzorcima listinca tijekom prve godine istrazivanja.

Pokazatelj x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,54 0,44 0,64 0,04
Cd, mg/kg 0,20 0,11 0,33 0,05
As, mg/kg 0,05 0,02 0,09 0,02
Hg, mg/kg 0,05 0,04 0,05 0,01
Fe, mg/kg 149,52 130,80 183,00 11,50
Se, mg/kg 0,06 0,04 0,13 0,02

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Tablica 14. Koncentracija teSkih metala u uzorcima prizemne flore tijekom prve godine

istrazivanja.

Pokazatelj x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,28 0,20 0,44 0,06
Cd, mg/kg 0,10 0,03 0,22 0,04
As, mg/kg 0,08 0,06 0,12 0,01
Hg, mg/kg 0,02 0,02 0,03 0,01
Fe, mg/kg 168,75 104,90 212,60 25,87
Se, mg/kg 0,17 0,03 0,45 0,10

X. = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

U uzorcima listinca utvrdene su vece prosjecne koncentracije Pb u odnosu na

prosje¢nu koncentraciju u uzorcima prizemne flore (0,54:0,20 mg/kg), kao 1 srednje
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vrijednosti Cd (0,28:0,10 mg/kg). Kretanje koncentracije As u uzorcima prizemne flore od
0,06 do 0,12 mg/kg bilo je vece nego u uzorcima listinca. Srednje vrijednosti Fe i Se u

uzorcima prizemne flore bile su vece nego u uzorcima listinca.

Tablice 15. 1 16. prikazuju koncentracije teSkih metala (Pb, Cd, As i Hg) 1 esencijalnih

elemenata (Fe i Se) u uzorcima listinca i prizemne flore tijekom druge godine istrazivanja.

Tablica 15. Koncentracije teskih metala u uzorcima listinca tijekom druge godine istrazivanja.

Pokazatelj X Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,37 0,20 0,49 0,07
Cd, mg/kg 0,38 0,10 0,85 0,18
As, mg/kg 0,03 0,01 0,05 0,01
Hg, mg/kg 0,03 0,02 0,03 0,01
Fe, mg/kg 144,80 118,60 168,10 10,56
Se, mg/kg 0,04 0,03 0,06 0,01

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Tablica 16. Koncentracije teSkih metala u uzorcima prizemne flore tijekom druge godine

istrazivanja.

Pokazatelj x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,31 0,21 0,39 0,04
Cd, mg/kg 0,31 0,20 0,49 0,06
As, mg/kg 0,03 0,01 0,07 0,01
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,02 0,01
Fe, mg/kg 190,72 157,80 231,30 15,17
Se, mg/kg 0,02 0,02 0,03 0,01

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Najveca koncentracija teskih metala u sastavu listinca utvrdena je za Pb (0,37 mg/kg) i
Cd (0,38 mg/kg). Razina Fe kretala se od 118,60 do 168,10 mg/kg, a Se od 0,03 do 0,06
mg/kg (Tablica 15.). 1z Tablice 16. razvidno je da je koncentracija Pb 1 Cd u sastavu prizemne

flore iznosila 0,31 mg/kg. Koncentracija Se kretala se od 0,02 do 0,03 mg/kg.
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Tablice 17. 1 18. prikazuju koncentracije teSkih metala i esencijalnih elemenata u

krmnoj smjesi za prihranu jelena lopatara tijekom prve i druge godine istrazivanja.

Tablica 17. Koncentracije teSkih metala u uzorcima krmne smjese za prihranu jelena lopatara

tijekom prve godine istrazivanja.

Pokazatelj x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,10 0,10 0,11 0,01
Cd, mg/kg 0,07 0,05 0,08 0,02
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01
Hg, mg/kg 0,02 0,01 0,02 0,01
Fe, mg/kg 50,36 29,45 71,28 20,91
Se, mg/kg 0,09 0,04 0,15 0,06

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =

olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Srednja vrijednost Pb u krmnoj smjesi iznosila je 0,10 mg/kg, Cd 0,07 mg/kg, As 0,01

mg/kg, a Hg 0,02 mg/kg. Koncentracija Fe kretala se od 29,45 do 71,28 mg/kg, a

koncentracija Se od 0,04 do 0,15 mg/kg.

Tablica 18. Koncentracije teSkih metala u uzorcima krmne smjese za prihranu jelena lopatara

tijekom druge godine istrazivanja.

Pokazatelj x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,18 0,10 0,26 0,08
Cd, mg/kg 0,07 0,05 0,10 0,02
As, mg/kg 0,11 0,01 0,20 0,09
Hg, mg/kg <LD <LD <LD <LD
Fe, mg/kg 415,13 73,47 756,80 341,66
Se, mg/kg 3,11 2,16 4,05 0,94

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =

olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, <LD = ispod limita detekcije.

U drugoj godini istrazivanja jeleni lopatari prihranjivani su smjesom obogacenom sa

selenom. U toj hrani utvrdena je najveca koncentracija Pb (0,18 mg/kg). Koncentracija Hg
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bila je ispod limita detekcije. Kod esencijalnih elementa, koncentracija Fe kretala se od 73,47

do 756,80 mg/kg, a koncentracija Se od 2,16 do 4,05 mg/kg.

3.2. Koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata u tkivima jelena lopatara

tijekom prve i druge godine istraZivanja

Nakon odstrijela uzimani su uzorci tkiva (misi¢a, bubrega, jetre, masnog tkiva i
slezene) radi odredivanja koncentracije teskih metala (Pb, Cd, As i Hg) i esencijalnih

elemenata (Fe i Se). Rezultati su prikazani prema dobnim kategorijama (mladi i odrasli).

Tablica 19. Koncentracije teskih metala i esencijalnih elemenata u misi¢u mladih i odraslih

jelena lopatara tijekom prve godine istraZivanja.

Mladi Odrasli

Pokazatelj X Min Max SEM X Min Max SEM

Pb, mg/kg | 0,56 0,04 3,08 0,42 0,37 0,04 3,06 0,22

Cd, mg/kg | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01

As, mg/kg | 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01

Hg, mgkg | <LD | <LD | <LD |<LD 0,01 | 0,01 | 001 0,01

Fe, mg/kg | 49,46 | 27,13 78,65 6,51 54,38 36,59 | 139,40 7,36

Se, mg/kg | 0,02 0,01 0,04 0,01 0,05%* 0,02 0,09 0,01

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, <LD = ispod limita detekcije, * = p<0,05.

U prvoj godini istrazivanja utvrdena je u miSi¢u mladih zivotinja veca koncentracija

Pb nego u odraslih jelena lopatara. Koncentracija ostalih teSkih metala bila je izrazito niska u

.....

Fe i Se utvrdene su u odraslih jelena lopatara. Koncentracija Se bila je statisticki znacajno

veca (p<0,05) u odraslih nego, u mladih jelena lopatara (0,05:0,02 mg/kg).
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Tablica 20. Koncentracije teskih metala i esencijalnih elemenata u misi¢u mladih i1 odraslih

jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli

Pokazatelj X Min Max SEM X Min Max SEM

Pb, mg/kg | 0,05 0,01 0,09 0,01 0,08 0,01 0,18 0,01

Cd, mg/kg | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

As, mg/kg | 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Hg, mgkg | <LD | <LD | <LD | <LD | 0,01 | 001 | 0,01 0,01

Fe, mg/kg | 47,27 | 33,56 97,47 8,44 45,71 38,08 54,95 1,58

Se, mg/kg | 0,07 0,02 0,18 0,02 0,07 0,02 0,19 0,01

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = ziva, Fe = zeljezo, Se = selen, <LD = ispod limita detekcije.

U Tablici 20. prikazane su koncentracije teskih metala i esencijalnih elemenata u
miSi¢ima mladih i1 odraslih jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.
Koncentracija Pb u odraslih bila je ve¢a u odnosu na mlade jelene lopatare (0,08:0,05 mg/kg).
Koncentracija Hg u mladih jelena lopatara bila je ispod limita detekcije. Kod esencijalnih
elemenata, koncentracija Fe od 47,27 mg/kg bila je veéa u misi¢ima mladih u odnosu na
odrasle jelene lopatare. Koncentracija Se od 0,07 mg/kg bila je podjednaka u obje dobne

skupine.

Tablica 21. Koncentracije teskih metala i esencijalnih elemenata u bubregu mladih i odraslih

jelena lopatara tijekom prve godine istraZivanja.

Mladi Odrasli
Pokazatelj X Min Max SEM X Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,31 0,16 0,47 0,03 0,25 0,09 0,45 0,03
Cd, mg/kg 0,41 0,16 0,52 0,04 3,82% 0,81 16,13 1,08
As, mg/kg 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01
Hg, mg/kg 0,02 0,01 0,03 0,01 0,08 0,02 0,37 0,02
Fe, mg/kg 69,85 43,44 | 123,40 9,60 77,30 | 51,23 | 133,00 7,41
Se, mg/kg 0,49 0,30 0,71 0,05 0,79*%* | 0,55 111 0,06

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, ** = p<0,01.
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U bubregu mladih jelena lopatara od analiziranih teskih metala utvrdena je najveca
koncentracija Cd, ali je u odraslih ona bila statisticki znacajno veca (p<0,05; 3,82:0,41
mg/kg). Kod odraslih jelena lopatara razina Pb u bubregu iznosila je 0,25 mg/kg, dok je kod
mladih bila veca ali bez statisticke znacajnosti. Kod esencijalnih elemenata, koncentracija Se

u odraslih bila je statisticki znacajno veca (p<0,01) u odnosu na mlade jelene lopatare.

Tablica 22. Koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata u bubregu mladih i odraslih

jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,21%* 0,09 0,32 0,03 0,01 0,05 0,21 0,01
Cd, mg/kg 0,60 014 1,05 0,11 2,54 0,64 10,99 0,75
As, mg/kg 0,02 0,01 0,05 0,01 0,03 0,01 0,05 0,01
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,02 0,00 0,07 0,01 0,44 0,03
Fe, mg/kg 72,39 52,01 119,80 8,63 66,12 | 39,19 | 104,60 5,08
Se, mg/kg 0,86 0,64 1,18 0,07 1,00 0,59 1,35 0,06

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, ** = p<0,01.

Od toksi¢nih metala u bubregu jelena lopatara najvece koncentracije utvrdene su za Pb
kod mladih (0,21 mg/kg) i Cd kod odraslih jelena lopatara (2,54 mg/kg). Statisticki znacajno
veca (p<0,01) bila je koncentracija Pb u bubregu mladih jelena lopatara. Koncentracija Fe od
72,39 mg/kg bila je veca u bubregu mladih, a koncentracija Se od 1,00 mg/kg u bubregu

odraslih jelena lopatara.
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Tablica 23. Koncentracije teSkih metala i1 esencijalnih elemenata u jetri mladih i odraslih

jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.

Mladi Odrasli
Pokazatelj X Min Max SEM X Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,22 0,15 0,38 0,03 0,18 0,06 0,56 0,04
Cd, mg/kg 0,06 0,03 0,07 0,01 0,12%* 0,06 0,33 0,02
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02%* 0,01 0,03 0,01
Fe, mg/kg 74,20 50,43 96,56 5,58 100,41 | 41,27 | 344,30 | 21,37
Se, mg/kg 0,07 0,05 0,11 0,01 0,15% 0,06 0,33 0,02

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, * = p<0,05.

U Tablici 23. prikazane su koncentracije teSkih metala i esencijalnih elemenata u jetri
mladih 1 odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja. Statisticki znaCajno veca
(p<0,05) koncentracija Cd (0,12:0,06 mg/kg) i Hg (0,02:0,01 mg/kg) utvrdena je u jetri
odraslih jelena lopatara. Koncentracija Fe bila je veca u jetri odraslih nego u jetri mladih
jelena lopatara (100,41:74,20 mg/kg). Statisticki znacajno veca (p<0,05) bila je koncentracija
Se u jetri odraslih jelena lopatara (0,15:0,07 mg/kg).

Tablica 24. Koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata u jetri mladih i odraslih

jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj X Min Max SEM X Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,12 0,06 0,17 0,02 0,20 0,05 0,31 0,02
Cd, mg/kg 0,05 0,03 0,07 0,01 0,12 0,05 0,41 0,03
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 <LD <LD <LD <LD
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01
Fe, mg/kg 64,79 46,28 83,79 4,96 87,98 | 49,38 | 213,20 | 14,34
Se, mg/kg 0,12 0,07 0,23 0,02 0,15 0,04 0,45 0,03

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, <LD = ispod limita detekcije.
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Najveca koncentracija utvrdena je za Pb u odraslih jelena lopatara (0,20 mg/kg), dok
je razina As bila ispod limita detekcije. Koncentracije Fe (87,98 mg/kg) i Se (0,15 mg/kg) bile

su vece u jetri odraslih jelena lopatara (Tablica 24.).

Tablica 25. Koncentracije teSkih metala i esencijalnih elemenata u masnom tkivu mladih i

odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,69 0,48 1,03 0,07 0,68 0,52 0,81 0,02
Cd, mg/kg 0,04 0,01 0,05 0,01 0,04 0,02 0,05 0,01
As, mg/kg 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01
Hg, mg/kg 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01
Fe, mg/kg 45,37 25,57 64,89 5,63 40,43 | 24,71 66,23 3,84
Se, mg/kg 0,03 0,02 0,04 0,01 0,04 0,02 0,08 0,01

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Tablica 25. prikazuje koncentracije teskih metala 1 esencijalih elemenata u masnom
tkivu mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja. U obje dobne
skupine, u masnom tkivu zabiljezena je najveéa koncentracija Pb c¢ija je srednja vrijednost
iznosila 0,69 mg/kg kod mladih i 0,68 mg/kg kod odraslih jelena lopatara. Srednja vrijednost
Fe u masnom tkivu bila je ve¢a kod mladih jelena lopatara (45,37:40,43 mg/kg), a Se kod
odraslih jelena lopatara (0,04:0,03 mg/kg), ali bez statisticki znacajnih razlika.
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Tablica 26. Koncentracija teSkih metala i1 esencijalnih elemenata u masnom tkivu mladih i

odraslih jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj X Min Max SEM X Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,16 0,10 0,27 0,02 0,17 0,07 0,27 0,02
Cd, mg/kg 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01
Fe, mg/kg 27,04 15,59 54,66 4,96 22,28 15,63 37,44 2,02
Se, mg/kg 0,02 0,01 0,04 0,01 0,02 0,01 0,04 0,01

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Od toksi¢nih metala utvrdena je najveca koncentracija Pb u masnom tkivu mladih i
odraslih jelena lopatara (0,16:0,17 mg/kg). Koncentracija Fe bila je ve¢a u masnom tkivu
mladih jelena lopatara u odnosu na odrasle (27,04:22,28 mg/kg). Koncentracija Se bila
podjednaka u obje dobne skupine (0,02 mg/kg).

Tablica 27. Koncentracije teSkih metala i1 esencijalnih elemenata u slezeni mladih i odraslih

jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.

Mladi Odrasli
Pokazatelj X Min Max SEM X Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,25 0,10 0,35 0,03 3,24 0,06 31,57 2,60
Cd, mg/kg 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Fe, mg/kg 145,32 69,13 | 253,90 | 23,26 | 573,75** | 138,80 | 1379,00 | 129,15
Se, mg/kg 0,07 0,04 0,12 0,01 0,14 0,04 0,23 0,02

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, ** = p<0,01.

U slezeni odraslih jelena lopatara zabiljezena je najveca koncentracija Pb ¢ija je

srednja vrijednost iznosila 3,24 mg/kg, ali zbog vrlo velikog odstupanja (od 0,06 do 31,57
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mg/kg) razlike nisu statisti¢i znacajne. Statisti¢i znacajno veca (p<0,01) bila je koncentracija
Fe u slezeni odraslih jelena lopatara, dok je koncentracija Se bila veca u odraslih jelena

lopatara ali bez statisticke znacajnosti.

Tablica 28. Koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata u slezeni mladih i odraslih

jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
Pb, mg/kg 0,05 0,03 0,07 0,01 0,07 0,04 0,13 0,01
Cd, mg/kg <LD <LD <LD <LD 0,01 0,01 0,02 0,01
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Hg, mg/kg <LD <LD <LD >LD 0,01 0,01 0,01 0,01
Fe, mg/kg 164,73 109,80 | 320,60 | 27,69 | 378,62 | 139,80 | 1065,00 | 79,56
Se, mg/kg 0,14 0,09 0,27 0,02 0,15 0,04 0,28 0,02

X = srednja vrijednost, min = minimum, max =maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb =
olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, <LD = ispod limita detekcije.

Koncentracija Pb u slezeni bila je vec¢a u odraslih jelena lopatara (0,07:0,05 mg/kg).
Koncentracija Cd 1 Hg u mladih jelena lopatara bila je ispod limita detekcije. Koncentracija
Fe bila je veca u slezeni odraslih jelena lopatara (378,62:164,73 mg/kg). Koncentracija Se
kretala se od 0,09 do 0,27 mg/kg u mladih i od 0,04 do 0,28 mg/kg u odraslih jelena lopatara.
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Slika 8. Koncentracija Pb u tkivima mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.
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Slika 9. Koncentracija Cd u tkivima mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.

Najveca koncentracija Pb tijekom prve godine istrazivanja utvrdena je u slezeni, a
najmanja koncentracija u jetri odraslih jelena lopatara. (Slika 8.). Najveca koncentracija Cd
utvrdena je u bubregu odraslih jelena lopatra, dok je najmanja koncentracija Cd utvrdena u

misicu i slezeni kod obje skupine (Slika 9.).
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Slika 10. Koncentracija Se u tkivima mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.
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Slika 11. Koncentracija Se u tkivima mladih i odraslih jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak

selena.

Tijekom prve godine istrazivanja i kod mladih i kod odraslih jelena lopatara bubreg je

sadrzavao najvecu koncentraciju Se. Najmanja koncentracija kod mladih bila je u misiéu, a

kod odraslih u masnom tkivu (Slika 10.). Nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena najveca

koncentracija Se takoder je zabiljezena u bubregu mladih 1 odraslih, dok je najmanja

koncentracija zabiljezena u masnom tkivu obje skupine (Slika 11.).
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3.3. Imunohematoloski pokazatelji u jelena lopatara tijekom prve i druge godine

istrazivanja

Kompletna krvna slika i diferencijalna krvna slika jelena lopatara prikazana je prema
dobi tijekom prve godine istrazivanja. Jeleni lopatari podjeljeni su u dva dobna razreda,
odnosno na mlada i odrasla grla.

Tablica 29. prikazuje kompletnu krvnu sliku, odnosno broj leukocita (WBC), broj
eritrocita (RBC), koncentraciju hemoglobina (HGB), hematokrit (HCT), prosje¢ni volumen
eritrocita (MCV), prosjecnu masu hemoglobina po eritrocitu (MCH), prosje¢nu koncentraciju
hemoglobina u eritrocitima (MCHC) i broj trombocita (PLT) 1 diferencijalnu krvnu sliku
(udio neutrofila, nesegmentiranih neutrofila, eozinofila, bazofila, limfocita i monocita) kod

mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.

Tablica 29. Imunohematoloski pokazatelji u mladih i1 odraslih jelena lopatara tijekom prve

godine istrazivanja.

Miladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
WBC, x 10°/L | 2,35 2,30 2,40 0,05 7,07 0,90 24,90 2,48
RBC, x 10'/L | 15,15 14,00 16,30 1,15 12,21 542 21,30 1,76
HGB, g/L 160,50 | 157,00 164,00 3,50 | 163,67 | 77,00 | 301,00 | 25,27
HCT, L/L 0,59 0,57 0,62 0,03 0,55 0,26 0,98 0,08
MCV, fL 39,35 38,10 40,60 1,25 45,09 | 39,30 | 50,30 1,12
MCH, pg 10,65 10,10 11,20 0,55 13,32 | 11,40 | 15,80 0,44
MCHC, g/L 270,00 | 264,00 276,00 6,00 | 295,11 | 279,00 | 314,00 | 3,67

PLT, x 10°/L 928,00 790,00 1066,00 | 138,00 | 161,78 | 40,00 | 534,00 52,14

Neutrofili, % 40,00 32,00 48,00 8,00 42,11 36,00 49,00 39,00
Nesegmentirani

neutrofili, % 7,00 3,00 11,00 4,00 5,44 2,00 12,00 4,00
Limfociti, % 49,00 38,00 60,00 11,00 50,22 43,00 56,00 49,00
Monociti, % 4,00 3,00 5,00 1,00 1,67 0,00 4,00 1,00
Eozinofili, % 0,01 0,01 0,01 0,01 0,56 0,01 3,00 0,01
Bazofili, % 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum ; standardna pogreska srednje vrijednosti;
WBC = broj leukocita, RBC = broj eritrocita, HGB = koncentracija hemoglobina, HCT = hematokrit, MCV =
prosjecni volumen eritrocita, MCH = prosje¢na masa hemoglobina po eritrocitu, MCHC = prosjecna
koncentracija hemoglobina u eritrocitima, PLT = broj trombocita.
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U mladih jelena lopatara srednja vrijednost broja leukocita bila je 2,35 x 10°/L, a
broja eritrocita 15,15 x 10'%/L. Koncentracija hemoglobina kretala se od 157, 00 do 164, 00
g/L, a broj trombocita od 790,00 do 1066,00 x 10°/L. Srednja vrijednost broja leukocita u
odraslih (7,07 x 10°/L) bila je veéa u odnosu na mlade jelene lopatare, dok je srednja
vrijednost broja eritrocita (12,21 x 10'%/L) bila manja u odraslih u odnosu na mlade jelene
lopatare. Koncentracija hemoglobina u odraslih jelena lopatara kretala se od 77,00 do 301,00
g/L 1 njezina srednja vrijednost od 163,67 g/L, bila je nesto veca u odnosu na mlade jelene
lopatare. Broj trombocita u odraslih jelena lopatara kretao se od 40,00 do 534,00 x 10°/L.
Udio neutrofila u mladih jelena lopatara kretao se od 32,00 do 48,00%, a u odraslih udio
neutrofila bio je nesto veci. Udio nesegmentiranih neutrofila u mladih jelena lopatara kretao
se od 3,00 do 11%. Udio limfocita bio je podjednak u odraslih i mladih jelena lopatara
(49,00:50,22%), a udio monocita bio je ve¢i u mladih nego u odraslih jelena lopatara
(4,00:1,67%). Nesegmentiranih neutrofila bilo je viSe u mladih u odnosu na odrasle jelene

lopatare (7,00:5,44%).
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Tablica 30. Imunohematoloski pokazatelji u mladih 1 odraslih jelena lopatara nakon dopunske

hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
WBC, x 10°L | 4,90 2,70 6,20 1,11 3,54 2,20 5,00 0,37
RBC, x 10'/L | 14,69 12,98 15,72 0,86 12,01 9,18 14,61 0,72
HGB, g/L 160,67 | 147,00 | 172,00 7,31 151,43 114,00 | 172,00 | 7,21
HCT, L/L 0,58 0,54 0,61 0,02 0,52 0,38 0,59 0,02
MCV, fL 39,87 | 38,90 41,60 0,87 43,51 39,40 49,00 | 1,31
MCH, pg 10,93 | 10,60 11,30 0,20 12,71 11,00 14,70 | 0,55
MCHC, g/L 275,00 | 272,00 | 280,00 2,52 291,86 | 278,00 | 315,00 | 5,11

PLT, x 10°/L 326,67 | 121,00 614,00 148,06 | 227,286 34,00 609,00 | 70,76

Neutrofili, % 35,33 26,00 41,00 4,70 35,29 27,00 47,00 2,80

Nesegmentirani

neutrofili, % 4,67 2,00 7,00 1,45 3,43 2,00 8,00 0,87
Limfociti, % 57,33 46,00 72,00 7,68 56,86 45,00 64,00 2,42
Monociti, % 0,67 0,01 2,00 0,67 0,29 0,01 1,00 0,18
Eozinofili, % 2,00 0,01 6,00 2,00 4,14 0,01 14,00 1,92
Bazofili, % 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum ; standardna pogreska srednje vrijednosti;
WBC = broj leukocita, RBC = broj eritrocita, HGB = koncentracija hemoglobina, HCT = hematokrit, MCV =
prosjecni volumen eritrocita, MCH = prosjena masa hemoglobina po eritrocitu, MCHC = prosje¢na
koncentracija hemoglobina u eritrocitima, PLT = broj trombocita.

U odraslih jelena lopatara srednja vrijednost broja leukocita iznosila je 3,54 x 10°/L i
bila je manja u odnosu na mlade (4,90 x 10°/L ), kao i broj eritrocita koji je takoder bio manji
u odraslih u odnosu na mlade (12,01:14,69 x 10'%/L). Koncentracija hemoglobina od 160,67
g/L bila je ve¢a u mladih u odnosu na odrasle jelene lopatare. Udio neutrofila kod mladih
kretao se od 26,00 do 41,00%, a nesegmentiranih neutrofila od 2,00 do 7,00% 1 bio je manji u
odnosu na odrasle jelene lopatare. Udio limfocita bio je podjednak u odraslih 1 mladih jelena

lopatara (57,33:56,86%).

77



Rezultati istrazivanja

3.3.1. Biokemijski pokazatelji u jelena lopatara tijekom prve i druge godine istrazivanja

U Tablici 31. prikazani su biokemijski pokazatelji u serumu (glukoza, urea, albumini,
trigliceridi, kolesterol, HDL, LDL i zeljezo) mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve

godine istrazivanja.

Tablica 31. Biokemijski pokazatelji u serumu mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve

godine istrazivanja.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
Glukoza, mmol/L 13,00 5,63 23,89 2,48 8,94 3,09 26,75 2,12
Urea, mmol/L 6,20 3,42 7,95 0,57 5,94 2,62 10,60 0,63
Albumini, g/L 30,11 26,20 33,00 0,98 29,26 | 18,50 | 34,30 1,16
Trigliceridi, mmol/L 0,68 0,16 1,79 0,20 0,45 0,14 1,39 0,10
Kolesterol, mmol/L 2,51%* 1,48 3,67 0,26 1,50 0,82 2,41 0,14
HDL, mmol/L 1,83%* 1,17 2,29 0,13 1,15 0,77 1,94 0,09
LDL, mmol/L 0,60%* 0,24 1,12 0,15 0,21 0,02 0,68 0,07
Fe, umol/L 38,00 12,30 74,90 7,67 22,11 8,40 37,70 2,19

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti;
HDL = kolesterol visoke gusto¢e, LDL = kolesterol niske gustoce, Fe = Zeljezo, * = p<0,05, ** = p<0,01.

U mladih jelena lopatara koncentracije glukoze kretale su se od 5,63 do 23,89 mmol/L,
a srednja vrijednost je bila 13,00 mmol/L. Srednja vrijednost ureje iznosila je 6,20 mmol/L,
albumina 30,11 g/L, a triglicerida 0,68 mmol/L. Koncentracije kolesterola kretale su se od
1,48 do 3,67 mmol/L. Srednje vrijednosti HDL i LDL bile su 1,83 i 0,60 mmol/L. Srednja
vrijednost Fe bila je 38,00 umol/L. Srednje vrijednosti svih ispitanih parametara u odraslih
bile su manje u odnosu na mlade jelene lopatare. Statisticki znacajno veca bila je
koncentracija kolesterola (p<0,01), HDL i LDL kolesterola (p<0,05) u serumu mladih jelena

lopatara.

Tablica 32. prikazuju biokemijske pokazatelje u serumu mladih 1 odraslih jelena
lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena. U drugoj godini istrazivanja praceni su

isti analiti 1 utvrdena je prosjecno veca koncentracija glukoze u mladih jelena lopatara u
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odnosu na odrasle (13,29:8,69 mmol/L). Ureja se u odraslih kretala u uZem rasponu od 2,40

do 7,52 mmol/L dok je u mladih odstupanje bilo vece (od 3,21 do 16,73 mmol/L).

Tablica 32. Biokemijski pokazatelji u serumu mladih i odraslih jelena lopatara nakon

dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
Glukoza, mmol/L 13,29 8,45 23,79 1,94 8,09 3,84 17,38 1,25
Urea, mmol/L 6,01 3,21 16,73 1,81 4,59 2,40 7,52 0,43
Albumini, g/L 29,08 26,50 33,70 0,99 30,51 | 24,10 | 35,00 0,95
Trigliceridi, mmol/L 0,53 0,22 1,22 0,25 0,28 0,06 0,62 0,04
Kolesterol, mmol/L 2,02%%* 1,45 2,40 0,12 1,49 1,02 1,99 0,09
HDL, mmol/L 1,50%* 1,18 1,76 0,08 1,18 0,91 1,55 0,06
LDL, mmol/L 0,28 0,05 0,58 0,06 0,24 0,06 0,61 0,06
Fe, umol/L 31,05 18,60 53,90 4,19 24,74 7,80 39,10 2,47

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti;
HDL = kolesterol visoke gusto¢e, LDL = kolesterol niske gustoce, Fe = Zeljezo, * = p<0,05, ** = p<0,01.

Svi parametri, osim srednje vrijednosti albumina (30,51 g/L), u odraslih jelena
lopatara bili su manji u odnosu na mlade jelene lopatare. Statisticki znaCajno veca bila je
koncentracija kolesterola (p<0,01) i HDL kolesterola (p<0,05) u serumu mladih jelena

lopatara.

3.3.2. Pokazatelji humoralne imunosti u jelena lopatara tijekom prve i druge godine

istraZivanja

Tablica 33. prikazuje pokazatelje humoralne imunosti (proteine, globuline i

imunoglobuline G) u mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.
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Tablica 33. Pokazatelji humoralne imunosti u serumu mladih i odraslih jelena lopatara

tijekom prve godine istrazivanja.

Mladi Odrasli

Pokazatelj x Min Max SEM x Min | Max SEM

Ukupni proteini, g/L 51,10 | 43,50 60,50 2,05 61,13 | 37,00 | 77,80 2,71

Globulini, g/L 20,98 | 17,30 27,50 1,36 | 31,87* | 18,50 | 46,30 2,09

Imunoglobulini G, g/L 1,98 1,53 2,40 0,11 3,19% 1,44 4,75 0,29

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti; *

= p<0,05.

Koncentracija ukupnih proteina bila je veca u odraslih jelena lopatara (61,13:51,10
g/L), dok je koncentracija globulina bila statisticki znacajno veca (p<0,05) u odraslih u
odnosu na mlade jelene lopatare (31,87:20,98 g/L). Koncentracija imunoglobulina G u
serumu jelena lopatara razlikovala se u odraslih na razini znacajnosti (p<0,05) u odnosu na
mlade jelene lopatare (3,19:1,98 g/L). Srednja vrijednost ukupnih proteina u mladih jelena
lopatara iznosila je 51,10 g/L, a globulina 20,98 g/L. Koncentracija imunoglobulina G kretala
se od 1,53 do 2,40 g/L.

S obzirom da selen utjeCe na imunosni sustav, pratili smo pokazatelje humoralne
imunosti u mladih i odraslih jelena lopatara. U serumu odraslih jelena lopatara utvrdena je
statistiCki znacajno veca (p<0,01) koncentracija ukupnih proteina i globulina. Koncentracija
imunoglobulina G u serumu bila je statisticki znacajno vecéa (p<0,05) u odraslih jelena

lopatara (Tablica 34).
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Tablica 34. Pokazatelji humoralne imunosti u serumu mladih i odraslih jelena lopatara nakon

dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min | Max SEM
Ukupni proteini, g/L 49,13 | 41,90 56,00 1,99 | 63,28** | 55,30 | 74,50 1,26
Globulini, g/L 20,04 | 14,80 25,40 1,59 | 32,76** | 25,60 | 46,30 1,58
Imunoglobulini G, g/l | 2,25 1,27 5,19 0,54 4,34% 2,69 | 9,84 0,50

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti; *
= p<0,05, ** = p<0,01.

3.4. Pokazatelji antioksidacijske zastite i oksidacijskog stresa u jelena lopatara tijekom

prve i druge godine istrazivanja

Enzimi kao Sto su superoksid dismutaza i glutation peoksidaza, te metabolit glutation
pokazatelji su oksidacijskog stresa. Kako bi procjenili oksidacijski status u jelena lopatara
odredili smo aktivnost antioksidacijskih enzima SOD i GPx, te koncentraciju neenzimske
molekule GSH kao pokazatelja antioksidativne zastite. Odredili smo 1 koncentraciju vitamina

E u serumu jelena lopatara kao hvataca slobodnih radikala.

Tablice 35. 1 36. prikazuju aktivnost SOD, GPx i koncentraciju GSH u plazmi i
vitamina E u serumu mladih i1 odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja i

nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Tablica 35. Pokazatelji antioksidacijske zaStite i oksidacijskog stresa u plazmi i serumu

mladih i odraslih jelena lopatara tijekom prve godine istrazivanja.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM X Min Max SEM
SOD, U/L 0,39 0,09 1,30 0,16 1,29 0,06 3,68 0,29
GPx, U/L 443,56 | 241,60 | 956,00 93,19 1081,51* | 560,00 | 2705,60 | 179,02
GSH, uM 7,41 4,56 16,56 1,58 10,69 4,65 45,86 3,34
Vitamin E, mg/L 12,31 11,20 14,52 0,43 13,20 7,74 17,27 0,78

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti;

SOD = superoksid dismuza, GPx = glutation peroksidaza; GSH = glutation. * = p<0,05.
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Rezultati istrazivanja

Srednja vrijednost aktivnosti SOD u plazmi mladih jelena lopatara iznosila je 0,39
U/L, dok je u odraslih bila veca (1,29 U/L). Koncentracija GSH u plazmi takoder je bila veca
u odraslih nego u mladih jelena lopatara (10,69:7,41 uM). Koncentracija vitamina E u serumu
kretala se od 11,20 do 14,52 mg/L kod mladih i od 7,74 do 17,27 mg/L u odraslih jelena
lopatara. Statisticki znacajno veca (p<0,05) bila je koncentracija GPx-a u plazmi odraslih

jelena lopatara (1081,51 U/L).

Tablica 36. Pokazatelji antioksidacijske zastite i1 oksidacijskog stresa u plazmi i serumu

mladih i odraslih jelena lopatara nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Mladi Odrasli
Pokazatelj x Min Max SEM x Min Max SEM
SOD, U/L 0,58 0,06 1,32 0,16 1,13 0,03 4,64 0,37
GPx, U/L 751,77 | 355,10 | 1544,10 140,86 | 1118,83 | 262,00 | 3245,30 | 247,36
GSH, uM 7,41 4,51 14,23 1,58 7,59 4,37 27,30 1,88
Vitamin E, mg/L 11,61 10,01 13,61 0,46 14,06* | 10,93 16,85 0,59

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti;
SOD = superoksid dismuza, GPx = glutation peroksidaza; GSH = glutation, * = p<0,05.

U mladih jelena lopatara aktivnost SOD u plazmi iznosila je 0,58 U/L 1 bila je manja u
odnosu na odrasle. Aktivnost GPx-a kod mladih jelena lopatara takoder je bila manja u
odnosu na odrasle (751,77:1118,83 U/L). Koncentracija GSH u serumu bila je podjednaka u
mladih 1 odraslih jelena lopatara (7,41:7,59 uM). Statisticki znacajno veca (p<0,05)

koncentracija vitamina E utvrdena je u serumu odraslih jelena lopatara.
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3.5. Poredbeni ucinak dodatka vee koncentracije selena u hrani jelena lopatara na
koncentracije teSkih metala i esencijalnih elemenata, stani¢nu i humoralnu imunosti i

pokazatelje antioksidacije

3.5.1. Poredbeni prikaz teskih metala i esencijalnih elemenata u listincu, prizemnoj flori

i krmnoj smjesi za jelensku divlja¢ prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena

Za utvrdivanje cjelovitog stanja teSih metala i esencijalnih elemenata tijekom
istrazivanog razdoblja, donosimo prikaz koncentracija teSkih metala i esencijalnih elemenata

u svim krmivima kojima se divljac hranila.

Tablica 37. Poredbeni prikaz teSkih metala i esencijalnih elemenata u listincu tijekom dvije

godine istrazivanja.

1. godina 2. godina

Pokazatelj x SEM X SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 0,54 0,04 0,37 0,07 0,08
Cd, mg/kg 0,20 0,05 0,38 0,18 0,376
As, mg/kg 0,05 0,02 0,03 0,01 0,372
Hg, mg/kg 0,05 0,01 0,03 0,01 0,0025
Fe, mg/kg 149,52 11,50 144,80 10,56 0,774
Se, mg/kg 0,06 0,02 0,04 0,01 0,461

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.
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Tablica 38. Poredbeni prikaz teSkih metala i esencijalnih elemenata u prizemnoj flori tijekom

dvije godine istrazivanja.

1. godina 2. godina
Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 0,28 0,06 0,31 0,04 0,619
Cd, mg/kg 0,10 0,04 0,31 0,06 0,033
As, mg/kg 0,08 0,01 0,03 0,01 0,027
Hg, mg/kg 0,02 0,01 0,01 0,01 0,002
Fe, mg/kg 168,75 25,87 190,72 15,17 0,491
Se, mg/kg 0,17 0,10 0,02 0,00 0,179

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

Nasumi¢nim uzimanjem uzoraka listinca utvrdena je manja koncentracija Pb i
statistiCki znac¢ajno manja (p<0,01) koncentracija Hg druge godine, ali i manja koncentracija
As 1 veca koncentracija Cd, ali bez statistiCkih znacajnosti (Tablica 37.). U uzorcima
prizemne flore utvrdena je statisticki znacajno veca (p<0,05) koncentracija Cd i statisticki
znacajno manja koncentracija (p<0,05 1 p<0,01) As i Hg druge godine istrazivanja (Tablica
38.). Kada promatramo esencijalne elemente, koncentracija Se bila je manja u uzorcima
listinca i prizemne flore druge godine, dok je koncentracija Fe u uzorcima prizemne flore bila

veca druge godine istrazivanja ali bez statistiCke znacajnosti.

Tablica 39. Poredbeni prikaz teskih metala i esencijalnih elemenata u krmivima za prihranu

tijekom dvije godine istraZivanja.

1. godina 2. godina
Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 0,19 0,01 0,18 0,08 0,734
Cd, mg/kg 0,07 0,02 0,07 0,02 0,875
As, mg/kg 0,01 0,01 0,11 0,09 0,412
Hg, mg/kg 0,02 0,01 <LD <LD 0,143
Fe, mg/kg 50,36 20,91 415,13 341,66 0,398
Se, mg/kg 0,09 0,06 3,11 0,94 0,077

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen, <LD = ispod limita detekcije.
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U krmnoj smjesi druge godine utvrdena je manja koncentracija Pb i Hg, te veca
koncentracija As, ali bez statistickih znacajnosti. Koncentracija Cd bila je podjednaka (0,07
mg/kg) obje godine. Koncentracije esencijalnih elemenata bile su veée druge godine ali bez

statistickih znacajnosti.

3.5.2. Poredbeni prikaz teSkih metala i esencijalnih elemenata u tkivima jelena lopatara

prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena

U Tablicama 40. do 44. prikazan je komparativni prikaz teskih metala i esencijalnih

elemenata u tkivima jelena lopatara prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Tablica 40. Poredbeni prikaz teskih metala i esencijalnih elemenata u misSi¢u jelena lopatara

prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina
Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 0,44 0,20 0,07 0,01 0,456893
Cd, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,999603
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,263796
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,954605
Fe, mg/kg 52,66 5,22 46,25 2,99 0,985593
Se, mg/kg 0,04 0,00 0,07 0,01 0,689194

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

U miSicu jelena lopatara utvrdena je manja koncentracija Pb druge godine (0,07:0,44
mg/kg). Koncentracije Cd, As i Hg bile su podjednake u obje godine. Koncentracija Fe bila je

manja, a koncentracija Se veca nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.
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Tablica 41. Poredbeni prikaz teSkih metala i esencijalnih elemenata u bubregu jelena lopatara

prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina
Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 0,27 0,02 0,15 0,02 0,434771
Cd, mg/kg 2,43 0,79 1,86 0,53 0,264114
As, mg/kg 0,02 0,01 0,01 0,01 0,000446
Hg, mg/kg 0,06 0,02 0,05 0,02 0,693337
Fe, mg/kg 74,69 5,78 68,31 4,39 0,652627
Se, mg/kg 0,69 0,05 0,96 0,05 0,0000001

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

U bubregu jelena lopatara utvrdene su manje koncentracije svih teskih metala.
Statisticki znacajno manja (p<0,01) koncentracija As utvrdena je druge godine. Koncentracija
Se nakon dopunske hranidbe bila je statisticki znac¢ajno veca (p<0,01), dok je koncentracija

Fe bila manja ali bez statistiCke znacajnosti.

Tablica 42. Poredbeni prikaz teskih metala i esencijalnih elemenata u jetri jelena lopatara prije

i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina
Pokazatelj X SEM x SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 0,19 0,03 0,17 0,02 0,980949
Cd, mg/kg 0,10 0,01 0,10 0,02 0,976588
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,113561
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,814272
Fe, mg/kg 91,24 14,11 79,86 9,67 0,673209
Se, mg/kg 0,13 0,02 0,14 0,02 0,930139

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

U jetri jelena lopatara utvrdena je manja koncentracija Pb druge godine, dok je
koncentracija Cd, As i Hg bila podjednaka u obje godine. Utvrdena je manja koncentracija Fe

1 veca koncentracija Se druge godine ali bez statistickih znacajnosti.
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Tablica 43. Poredbeni prikaz teSkih metala i esencijalnih elemenata u masnom tkivu jelena

lopatara prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina
Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 0,69 0,03 0,17 0,01 0,001811
Cd, mg/kg 0,04 0,01 0,02 0,01 0,970884
As, mg/kg 0,02 0,01 0,01 0,01 0,002218
Hg, mg/kg 0,02 0,01 0,01 0,01 0,742937
Fe, mg/kg 42,16 3,14 23,94 2,16 0,224199
Se, mg/kg 0,03 0,01 0,02 0,01 0,727300

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

U masnom tkivu jelena lopatara utvrdena je statisticki znacajno manja (p<0,01)
koncentracija Pb i As druge godine. Koncentracija Cd 1 Hg bila je takoder manja druge
godine, ali ne i statistiCki znacajna. Koncentracije esencijalnih elemenata u masnom tkivu

nakon dopunske hranidbe bile su manje.

Tablica 44. Poredbeni prikaz teskih metala i esencijalnih elemenata u slezeni jelena lopatara

prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina

Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Pb, mg/kg 2,14 1,65 0,06 0,01 0,0086
Cd, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,9953
As, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,021353
Hg, mg/kg 0,01 0,01 0,01 0,01 0,985213
Fe, mg/kg 423,80 95,42 303,76 56,84 0,076499
Se, mg/kg 0,12 0,01 0,15 0,02 0,246216

X = srednja vrijednost, min = minimum, max = maksimum, SEM = standardna pogreska srednje vrijednosti; Pb
= olovo; Cd = kadmij; As = arsen; Hg = Ziva, Fe = Zeljezo, Se = selen.

U slezeni jelena lopatara statisticki zna¢ajno manja bila je koncentracija Pb (p<0,01) i
As (p<0,05) druge godine. Koncentracije Cd i Hg bila je podjednaka nakon dopunske
hranidbe uz dodatak selena. Koncentracija Se bila je ve¢a druge godine ali nije bila statisticki

znacajna (0,15:0,12 mg/kg).
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Slika 12. Koncentracija Pb u tkivima jelena lopatara prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena
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Slika 13. Koncentracija Cd u tkivima jelena lopatara prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena

Nakon dopunske hranidbe uz dodatak Se utvrdene su manje koncentracije Pb u svim
tkivima jelena lopatara, dok je najmanja koncentracija Pb utvrdena u miSicu i slezeni (Slika
12.). Koncentracija Cd bila je manja u svim tkivima osim jetre gdje je koncentracija Cd ostala

nepromjenjena. Najmanje koncentracije utvrdene su u misicu i slezeni (Slika 13.).
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Slika 14. Koncentracija Se u tkivima jelena lopatara prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena

Koncentracija Se nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena bila je vec¢a u bubregu,

jetri i slezeni, dok je u miSicu i masnom tkivu bila manja (Slika 14.).

3.5.3. Poredbeni prikaz imunohematolo$kih pokazatelja u jelena lopatara prije i nakon

dopunske hranidbe uz dodatak selena

Broj eritrocita i koncentracija hemoglobina bila je veca druge godine, dok je broj

leukocita, hematokrit, prosjecni volumen eritrocita, prosjecna masa hemoglobina po eritrocitu,

prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitima i broj trombocita bio manji (Tablica 45.).
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Tablica 45. Poredbeni prikaz imunohematoloskih pokazatelja prije i nakon dopunske hranidbe

uz dodatak selena.

1. godina 2. godina

Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
WBC, x 10°/L 6,21 2,08 3,95 0,43 0,3239
RBC, x 10"/L 12,74 1,47 12,81 0,67 0,9652
HGB, g/L 163,09 20,45 154,20 5,46 0,6922
HCT, L/L 0,56 0,07 0,54 0,02 0,7716
MCV, fL 44,04 1,15 42,42 1,08 0,3196
MCH, pg 12,84 0,49 12,18 0,47 0,3459
MCHC, g/L 290,54 4,34 286,80 4,39 0,5518
PLT, x 10°/L 301,09 104,21 257,10 63,47 0,7289
Neutrofili, % 41,73 1,51 35,30 2,26 0,2660
Nesegmentirani

neutrofili, % 5,73 0,95 3,80 0,73 0,1302
Limfociti, % 50,00 1,90 57,00 2,59 0,0395
Monociti, % 2,09 0,46 0,40 0,22 0,0044
Eozinofili, % 0,45 0,28 3,50 1,45 0,0434
Bazofili, % 0,01 0,01 0,01 0,01 0,0001

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti; p-
vrijednost; WBC = broj leukocita, RBC = broj eritrocita, HGB = koncentracija hemoglobina, HCT = hematokrit,
MCV = prosjecni volumen eritrocita, MCH = prosje¢na masa hemoglobina po eritrocitu, MCHC = prosje¢na
koncentracija hemoglobina u eritrocitima, PLT = broj trombocita.

Udio neutrofila i nesegmentiranih neutrofila bio je manji druge godine. Udio limfocita
i eozinofila bio je statisticki znacajno veéi (p<0,05), dok je udio monocita bio statisticki

znacajno manji (p<0,01) nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

3.5.4. Poredbeni prikaz biokemijskih pokazatelja u jelena lopatara prije i nakon

dopunske hranidbe uz dodatak selena

Koncentracija albumina bila je veca druge godine, dok je koncentracija glukoze, ureje,
triglicerida, kolesterola, HDL-a, LDL-a i Fe bila manja. Kod biokemijskih pokazatelja nije

bilo statistickih znacajnosti.
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Tablica 46. Poredbeni prikaz biokemijskih pokazatelja u jelena lopatara prije i nakon

dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina
Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Glukoza, mmol/L 10,36 1,65 10,30 1,14 0,8806
Urea, mmol/L 6,03 0,45 5,09 0,68 0,2789
Albumini, g/L 29,56 0,81 30,01 0,71 0,5455
Trigliceridi, mmol/L 0,53 0,09 0,37 0,06 0,5926
Kolesterol, mmol/L 1,85 0,17 1,68 0,09 0,322
HDL, mmol/L 1,39 0,10 1,29 0,06 0,4888
LDL, mmol/L 0,34 0,08 0,25 0,04 0,3056
Fe, pmol/L 27,67 3,39 26,95 2,22 0,4918

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti, p-

vrijednost; HDL = kolesterol visoke gusto¢e, LDL = kolesterol niske gustoce, Fe = Zeljezo.

3.5.5. Poredbeni prikaz pokazatelja humoralne imunosti u jelena lopatara prije i nakon

dopunske hranidbe uz dodatak selena

U Tablici 47. je poredbeni prikaz pokazatelja humoralne imunosti u jelena lopatara

prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

Tablica 47. Poredbeni prikaz pokazatelja humoralne imunosti u jelena lopatara prije i nakon

dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina
Pokazatelj x SEM x SEM P-vrijednost
Ukupni proteini, g/L 57,62 2,17 58,32 1,87 0,9617
Globulini, g/L 28,06 1,85 28,31 1,80 0,7624
Imunoglobulini G, g/L 2,77 0,23 3,61 0,43 0,182

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti; p-
vrijednost.
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Koncentracija ukupnih proteina bila je veéa druge godine (58,32:57,62 g/L).
Koncentracija globulina bila je podjednaka prve i druge godine istrazivanja. Koncentracija
imunoglobulina G nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena bila je veéa (3,61:2,77 g/L),

ali bez statisticke znacajnosti.

3.5.6. Poredbeni prikaz antioksidacijske zastite i oksidacijskog stresa u jelena lopatara

prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena

Aktivnost SOD i GPx u plazmi i koncentracija GSH i vitamina E u serumu jelena

lopatara tijekom dvije godine istrazivanja prikazuje Tablica 48.

Tablica 48. Poredbeni prikaz antioksidacijske zastite i oksidacijskog stresa u jelena lopatara

prije i nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena.

1. godina 2. godina
Pokazatelj X SEM x SEM P-vrijednost
SOD, U/L 0,98 0,22 0,94 0,25 0,9180
GPx, U/L 933,23 125,91 1375,36 141,88 0,0478
GSH, uM 9,54 2,23 7,53 1,31 0,888
Vitamin E, mg/L 12,88 0,53 13,20 0,49 0,9353

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost; minimum; maksimum; standardna pogreska srednje vrijednosti, p-
vrijednost; SOD = superoksid dismuza, GPx = glutation peroksidaza; GSH = glutation.

Aktivnost SOD-a bila je manja druge godine, dok je statisticki znac¢ajno vec¢a (p<0,05)
bila aktivnost GPx-a. Koncentracija GSH bila je manja druge u odnosu na prvu godinu
istrazivanja (7,53:9,54 uM). Koncentracija vitamina E u serumu bila je ve¢a druge godine, ali

bez statisticke znacajnosti (13,20:12,88 mg/L).
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Rasprava

4. RASPRAVA
4.1. Tlo, biljne zajednice i prihrana jelena lopatara

U tlu se odvijaju razli€iti fizikalno-kemijski i bioloski procesi koji utjecu na zdravlje i
proizvodnost zivotinja. Osnovna znacajka tla je da je nosilac vegetacije, tj. hrane za Zivotinje.
Sumska tla razlikuju se od poljoprivrednih tala, osobito od onih koja se obraduju. Njih
karakteriziraju manji poremecaji u tlu jer je utjecaj gnojiva, herbicida, insekticida i fungicida
zanemariv. Sumske biljne zajednice oslanjaju se na svoja unutarnja hraniva kako bi osigurale
potrebnu koli¢inu hranjivih tvari. pH vrijednost tla indikator je kiselosti ili alkalnosti tla i ima
znacajan utjecaj na fizikalne, kemijske i bioloske procese u tlu i ishranu biljaka. U nasem
istrazivanju od 14 analiziranih uzoraka, 13 uzoraka pripada grupi jako kiselih i kiselih tala s
rasponom vrijednosti pHgcy od 3,37 do 4,94, dok se jedan uzorak izdvajao po svojim
agrokemijskim svojstvima i1 pripada grupi neutralnih tala s pHgc) 7,04. Znamo da reakcija tla,
izrazena kao pH vrijednost, snazno utjeCe na raspolozivost hranjivih elemenata. Niska pH
vrijednost utjeCe na povecanu pokretljivost Al u tlu, ali i ve¢ine mikroelemenata Fe, Mn, Zn,
Cu, Ni, B) i toksi¢ih elemenata (Cd, Cr, Pb, Hg), dok smanjuje raspolozivost fosfora i
molibdena. Takoder, porast pH iznad 7 izaziva viSak Ca i Mg, manjak K i smanjenu
rapolozivost nekih hraniva (Fe, Mn, Zn, Cu, Ni, B) te manju topivost toksi¢nih teskih metala.
Stevenson je (1982) definirao pojam humusa kao zbroj organskih komponenti u tlu uz
iznimku Zzivih organizama biomase i nerazgradenih ili djelomi¢no razgradenih biljnih ili
zivotinjskih organizama. Njegova uloga u tlu je viSestruka (popravljanje strukture tla,
poboljsanje vodno-zracnog rezima). Sa sadrzajem humusa od 1,98 do 3,75% 1 4,15% nasa tla
pripadaju grupi srednje humoznih i humoznih tala i grupi vrlo humoznih tala. U tlu stabilne
Sumske sastojine intenzitet nastanka i1 razgradnje organske tvari trebao bi biti uravnotezen, Sto
bi rezultiralo stabilnim sadrzajem humusa. Koncentracije fosfora u 13 uzoraka bile su izrazito
niske od 1,90 do 11,34 mg P,Os 100 g™ te tlo pripada klasama tala jako siromasnih (A klasa)
i siromasnih (B klasa) fosforom. Sto se ti¢e kalija veci broj uzoraka takoder pripada klasi tala
jako siromasnih kalijem (A klasa) s rasponom utvrdenih koncentracija od 6,80 do 13,14 mg
K>0 100 g"'. Manji dio uzoraka pripada u klasu siromasnih tala (B klasa) i klasu tala dobro
opskrbljenih kalijem (C klasa). Fosfor je najpotrebniji kod biljaka za vrijeme intenzivnog
rasta korijena, te kod prelaska iz vegetativne u generativnu fenofazu. Nedostatak je Cesto
posljedica smanjene pristupacnosti u kiselim tlima zbog kemijske fiksacije. Kalij se u tlu
nakon oslobadanja iz primarnih minerala najviSe izmjenjivo veze na adsorpcijski kompleks tla

pa se teze gubi ispiranjem. Moguca je 1 njegova fiksacija u medulamelarnim prostorima
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sekundarnih minerala, koja ovisi o prisustvu drugih kationa 1 o vrsti sekundarnih minerala
gline (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2011.). Nedostatak kalija se odrazava na cjelokupan rast i
razvoj biljaka zbog njegove slozene funkcije u biljnom metabolizmu. Hidroliticka kiselost
definirana je kao sposobnost tla da svoje ione adsorpcijskog kompleksa zamjenjuje s bazama
iz soli jakih baza i slabih kiselina i oslobada ekvivalentne koli¢ine kiseline (Skori¢, 1991.). U
13 uzoraka utvrdena je hidrolititka kiselost od 2,84 do 13,08 cmol 100 g™ tla. Reakcija tla
iznad pH 7,2 ukazuje na mogucu prisutnost karbonata u tlu. pH vrijednost iznad 8,5 ukazuje
na povisenu koncentraciju Na' iona (alkalizacija tala) u vidu karbonata i hidroksida. U nagim
uzorcima tla samo je jedan uzorak imao pH iznad 7,2 i u njemu je sadrzaj karbonata iznosio
3,36%.

Vegetacija i tlo medusobno su povezani i pokazuju medusobne ucinke jedni na druge.
Tlo kao supstrat je izvor vlage i hranjivih tvari, a vegetacija pruza zastitni pokrov tlu,
potiskuje eroziju 1 odrzava razinu hranjivih tvari (Eni i sur., 2011.). Biljne vrste pokazuju
velike razlike u njihovom potencijalu relativne stope rasta. Biljke u podrucjima gdje je ishrana
siromasna imaju nizak potencijal relativne stope rasta, za razliku od produktivnih stanista koja
su bogata hranjivim tvarima gdje je potencijal relativne stope rasta visok. Biomasa se
razlikuje izmedu vrsta s razliitih staniSta. Tamo gdje je veca konkurencija za hranjivim
tvarima, veca je razlika u koncentraciji hranjivih tvari izmedu lis¢a i prizemne flore (Poorter i
Remkes, 1990.). U nasem istrazivanju sli¢ne vrijednosti utvrdene su za zajedni¢ke parametre
u uzorcima listinca i prizemne flore tijekom dvije godine istraZivanja. Sirove masti u listincu i
prizemnoj flori iznosile su 0,73% 1 0,82% (listinac); 1 0,70% 1 0,77% (prizemna flora). Sirove
bjelancevine u listincu i prizemnoj flori iznosile su 4,96% 1 5,40% tijekom prve, te 5,32% i
5,36% tijekom druge godine istrazivanja $to je znatno manje od rezultata u istrazivanju koje
su proveli Poli 1 sur. (1996.) gdje su sirove bjelancevine u biljkama, hrani jelena lopatara,
iznosile 12%.

Vecina sisavaca prezivaca zivi u staniStima koje karakteriziraju sezonske promjene
(Hofmann, 1989.; Freeland, 1991.). Preziva¢ normalno uzme izmedu 10 000 i 40 000
zalogaja vegetacije svaki dan (Milne, 1991.), tako da je razina sekundarnih komponenti
biljaka koje su dostupne ogromna. Mnogo je ¢imbenika koji utjeCu na odabir hrane kod
prezivaca, primjerice koncentracija bjelancevina, ugljikohidrata i minerala (Forbes, 1995.),
koli¢ina vlakana, prisutnost bodlji i trnja, kao i prisutnost sekundarnih biljnih komponenti
(Lindroth, 1989.). Jelen lopatar je preziva¢ koji ima Siroki izbor krmiva (Chapman i
Chapman, 1997.) koji ovisi o godiSnjem dobu (Moore i sur., 2000.). U studiji koju je proveo

Jackson (1977) pregledan je sadrzaj buraga 300 jelena lopatara u svim godi$njim dobima.
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Otkriveno je da je obrok sadrzavao viSe od 60% trave tijekom ljetnog razdoblja, dok su
tijekom jeseni i zime jeleni lopatari kozumirali viSe voca, crngorice, paprati, kupine i grmlja.
Tijekom jeseni konzumirali su i oko 40% zira. U naSem istrazivanju tijekom dvije godine
istrazivanja jeleni su prihranjivani gotovom smjesom temeljenom na kukuruzu, suncokretu, te
psenici 1 soji. Gotova krmna smjesa sadrzavala je tek druge godine dodatak selena (0,5
mg/kg). Postotak hranjivih tvari koje su prihrane sadrzavale bio je ujednacen tijekom dvije
godine istrazivanja. Mnoga su istrazivanja provedena kako bi se otkrilo na koji na¢in Zivotinje
biraju hranu, posebice prezivaci koji zive u podrucjima sezonskih promjena. Mnogo
¢imbenika, poput koncentracije bjelancevina i minerala utjece na odabir hrane, a osim toga
zna€ajnu ulogu imaju i sadrzaj toksina i celuloze. Istrazivanja o izboru hrane u okolisu, u
razli¢itim staniStima, potvrdila su da jelen lopatar bira hranu za konzumaciju (Poli i
sur.,1996.; Moore i sur., 2000.). Prihrana kod jelena je dosta bitna. Pogotovo u stresnim
razdobljima s kojima se jeleni susrecu kada je sadrzaj bjelancevina u njihovoj ishrani nizak,
tijekom hladnih zima i suhih ljeta. Jedna od popularnih Zitarica koja se koristi u dopunskoj
hranidbi jelena je kukuruz. Iako kukuruz sadrzi mali dio bjelancevina (oko 7% do 10%) on
sadrzi visoku koncentraciju ugljikohidrata pa je zbog toga jaki energetski dodatak tijekom
hladnih zima. Jelen mora dobiti barem 6 do 7% sirovih bjelancevina za odrzavanje funkcije
buraga i 12 do 16% bjelancevina za optimalan razvoj kostiju i misi¢a (Perkins, 1991.). U
nasem istrazivanju prihrana je sadrzavala 10,37% 1 12,98% sirovih bjelancevina, $to je nesto
manje od prihrane kod jelena bjelorepana (Odocoilus virginianus Zimm.) gdje je
koncentracija sirovih bjelanc¢evina bila 15,1% (Ramirez i sur., 1996.). Kod jelena lopatara u
istrazivanju koje su proveli Enright i sur. (2001) koncentracija sirovih bjelancevina takoder je
bila veca i iznosila je 15%. U njihovom istrazivanju, kao i u naSem, najvise je bilo suhe tvari
(86%), dok su rezultati za sirovu masti i sirovu vlakninu bili sliéni nagima (4% i 8,1%). Cesti
dodatak u prihrani su i1 esencijalni minerali poput selena. Metabolizam selena kod domacih
zivotinja je poznat kao i nacini kako dijagnosticirati i sprijeciti deficit (Gunter i sur., 2013.;
Humann-Ziehank i sur., 2013.). Kod divljih cervida kao S§to su los, jelen obi¢ni, srnjak, jelen
bjelorepan i sob analize selena u serumu 1 jetri ukazuju na nisko do umjereno primanje selena
(Aastrup 1 sur., 2000.; Grace 1 Wilson, 2002.; Wolf i sur., 2008.; Hassan i sur., 2012.).
Poznato je da primanje selena varira s geografskim poloZajem i gusto¢om populacije, kao i da
su biljke u Europi siroma$ne selenom. Referentne vrijednosti za selen poznate su u jelena
obi¢nog, ali ne i u jelena lopatara. Nasi jeleni lopatari prihranjivani su gotovom krmnom
smjesom uz dodatak selena (0,5 mg/kg) tijekom 60 dana, slicno istrazivanje proveli su Stoebe

1 sur. (2014) gdje su jeleni lopatari prihranjivani tijekom 12 tjedana peletiranom hranom koja
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je sadrzavala 0,18 mg/kg selena tijekom 7 tjedana 1 0,32 mg/kg selena tijekom 5 tjedana kako
bi vidjeli utjecaj dodatka selena na ukupnu koncentraciju selena i aktivnost GPx u krvi,
serumu i tkivima jelena lopatara.

Tlo predstavlja veliki spremnik teSkih metala koji se ispuStaju u okoli§ putem
antropogenih aktivnosti i za razliku od organskih kontaminanata koji oksidiraju u ugljikov
(IV) oksid mikrobioloskim djelovanjem, vecina metala ne moze pro¢i mikrobioloSku i
kemijsku degradaciju (Kirpichtchikova i sur., 2006.), a njihova ukupna koncentracija u tlu
ostaje dugo nakon ulaska (Adriano, 2003.). U naSim uzorcima tla odredena je koncentracija
teskih metala (Pb, Cd, As i Hg), kao i esencijalnih elemenata (Fe i Se). Uobicajena srednja
vrijednost koncentracija olova u tlu iznosi 32 mg/kg i krece se od 10 mg/kg do 67 mg/kg
(Kabata-Pendias i Pendias, 2001.). U naSim uzorcima tla srednja vrijednost olova iznosila je
24,75 mg/kg. To je slicno koncentracijama olova u tlu (25 mg/kg) koje su dobili Kabata-
Pendias i Mukherjee (2007) 1 Aloway (2013), a ve¢e od koncentracije Pb u tlu koju su utvrdili
Kulizhskiy i sur. (2014), a iznosila je 0,97 mg/kg. Udisanje i gutanje dva su nacina
izlozenosti, a ucinci su isti. Olovo se akumulira u mozgu, §to moze dovesti do trovanja ili ¢ak
smrti. Prisutnost olova takoder utjece na probavni sustav, bubrege i sredi$nji ziv€ani sustav
(NSC, 2009.). Najozbiljniji izvor izlaganja olovu u tlu je kroz gutanje oneciS¢enog tla ili
prasine. Opcenito, biljke ne apsorbiraju ili akumuliraju olovo. Medutim, ako je u tlu visoka
koncentracija olova moguce je da se dio akumulira u samu biljku. Istrazivanja su pokazala da
se ono ne nakuplja u plodnim dijelovima voca, povréa i usjeva (primjerice kukuruz, grah,
rajica, jagode i1 jabuke). Veca je vjerojatnost da ¢e se ono nalaziti u lisnatim dijelovima
(primjerice salata) ili povrSini korijenastih usjeva (kao Sto je mrkva). Rizik od trovanja
olovom kroz hranidbeni lanac povecava se kada se koncentracija u tlu poveéa iznad 300
mg/kg (Rosen, 2002.). Kadmij nema korisne fizioloSke ucinke u biljkama, Zivotinjama i
ljudima. Osim toga, relativno visoka koncentracija u tlu (>10 mg/kg) moze izazvati
fitotoksi¢nost, negativno utjece na klijavost, rast korijena, transpiraciju i fotosintezu, kao i na
usvajanje hranjivih tvari i vode (Sharma i Dubey, 2006.). Kadmij ima dugo vrijeme
poluzivota (>10 godina) i njegova akumulacija u organizmu se povecava s vremenom (Di
Toppi 1 Gabbrielli, 1999.), uzrokujué¢i brojne zdravstvene probleme. Koncentracija kadmija u
naSim uzorcima tla iznosila je 0,51 mg/kg. To odgovara koncentraciji od 0,5 mg/kg koju su
utvrdili Kabata-Pendias i Mukherjee (2007), a nesto je veca od koncentracije od 0,29 mg/kg
koju su utvrdili Canty i sur. (2011.). Dijkstra i sur. (2004) primjetili su dominantnu ulogu
organskih reaktivnih povrSina tla u kompleksaciji 1 kemijskoj adsorpciji kadmija. Organske

tvari imaju specifi¢nu povrsinu 1 veliki kapacitet kationske izmjene, ¢ime snazno utjecu na
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anorganske ligande u procesima resorpcije i kompleksiranja (Weng i sur., 2002.), reducirajuci
tako biodostupnost i usvajanje metala poput kadmija (Pinto i sur., 2004.). Raspon u kojem je
arsen prisutan u tlu varira izmedu 0,2 mg/kg i 40 mg/kg (Smedley i Kinninburgh, 2002.).
Koncentracija arsena od 13,67 mg/kg u nasim uzorcima tla bila je veca od koncentracije od
6,65 mg/kg koju su zabiljezili Canty i sur. (2011), no ona je bila u razini dopustenog. Dobar
pokazatelj mobilnosti, migracije i potencijalne toksi¢nosti je frakcija u kojoj se arsen nalazi u
tlu. S ekoloskog i toksikoloskog stajalista, frakcije koje sadrze kontaminante u matriksu tla
treba koristiti u analizi kao pokazatelje rizika kontaminacije tla (Mench 1 sur., 2009.). Porast
pH vrijednosti ¢esto rezultira mobilizacijom arsena u tlu. Opcenito, porast pH tla uzrokuje
oslobadanje aniona sa svojih mjesta, tako da su arsenat i arsenit mobilni (Fitz i Wenzel, 2002.;
Beesley i sur., 2010.). U tlu je prisutna i ziva. U nasim uzorcima tla koncentracija ziva bila je
0,05 mg/kg. Ziva u tlu obi¢no se snazno resorbira na organske tvari i/ili metalne okside koji ju
¢ine nepokretnom (Kabata-Pendias, 2001.). Vrste anorganske zive, kao Sto je zivin klorid,
slabo se vezu u tlu i mogu se metilirati Sto rezultira mobilnim organskim vrstama zive kao §to
je metil ziva, jedan od najvaznijih otrovnih organo-metalnih oblika Zive (Han i sur., 2003.).
Dokazano je da Ziva iz tla lako moze u¢i u hranidbeni lanac. Izlozenost Zzivi moZe imati
ucinak na sredi$nji ziv€ani sustav zivotinja, na njihov razvoj i zdravlje (Meng 1 sur. 2011.).
Kod prezivaca izlozenost zivi moze dovesti do nakupljanja u bubrezima, a takoder se moze
prenijeti i u mlijeko (Olkowski, 2009.). Osim toksi¢nih, u tlu su prisutni i esencijalni
elementi. U nasim uzorcima tla izmjerena je koncentracija esencijalnih elemenata, Fe i Se.
Koncentracija zeljeza bila je 31 195,71 mg/kg. Uobicajena koncentracija Zeljeza u tlu iznosi
od 20 000 do 550 000 mg/kg, a sama distribucija zeljeza u tlu ovisi o prisutnosti organske
tvari (Bodek 1 sur.,, 1988.). Ono se u tlu nalazi u obliku slabo topivih Zeljeznih
oksida/hidroksida (Mengel i sur., 2006.) i1 raspoloziva frakcija Zeljeza €ini znacajno manje od
1% ukupnog Zeljeza u tlu, $to zna€ajno ovisi o pH reakciji tla. Tla su vrlo Cesto deficitarna
biljkama pristupac¢nim Zeljezom zbog aerobnih uvijeta i alkalne pH reakcije. Poznato je da na
topivost 1 brzinu otapanja Fe-okisda/hidroksida najvise utjece pH tla, s najmanjim topivostima
u karbonatnom tlu ( pH >7,4). Kada je razina Zeljeza u tlu niska, tada biljke tijekom svoga
rasta mogu upijati teSke metale iz tla. Sadrzaj selena u tlu je vrlo promjenjiv. On varira od 0,1
ug/g do 2 pg/g u vedini tala, a najcesce se krece od 0,2 ng/g do 0,4 pg/g (McNeal 1 Balistreri,
1989.). Koncentracija selena u nasim uzorcima tla bila je 0,28 mg/kg, Sto je vece od
koncentracije selena od 0,25 ppm zabiljezenim u Vojvodini (Cuvardi¢ i sur., 1997.), a manje
od koncentracije selena od 0,43 mg/kg koju su utvdili Canty i sur. (2011) na podrucju Irske.

Sadrzaj selena obicno opada s dubinom jer se veze s bjelancevinama i organskim spojevima
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koji sadrze dusik (Abrams i sur., 1990.). Fiksacija selena moze biti posljedica mikrobioloskog
uklapanja u aminokiseline i druge organske komponente koje sadrze selen. Ukupni sadrzaj u
tlu nije uvijek u korelaciji sa sadrzajem u biljkama jer na topljivost selena utjece nekoliko
¢imbenika kao $to su reakcija tla i1 sadrzaj organske tvari (Pezzarossa, 1999.). Prema
rezultatima naseg istrazivanja tla su nedovoljno opskrbljena selenom. U podrucju isto¢ne
Hrvatske utvrden je deficit selena u tlu (Antunovi¢ i sur., 2005.) jer su koncentracije znac¢ajno
ispod granica deficita (0,5 mg/kg) selena u tlu (Manojlovi¢ i Singh, 2012.).

Akumulacija teskih metala u biljkama ovisi o biljnim vrstama. Koliko ¢e biljke
usvojiti 1 akumulirati metale ovisi o Cimbenicima prijenosa metala iz tla u biljku (Rattan i sur.,
2005.). Akumulacija teskih metala u biljkama povecava rizik od prijenosa u prezivace, goveda
i divlja¢ (Madejon i sur., 2002.; Taggart i sur., 2005.). Biljke akumuliraju najvise metala iz tla
korjenom, ali neki metali mogu u¢i u biljku 1 putem lis¢a ili mogu biti resorbirani u vegetaciju
putem zraka (Schreck i sur., 2012.). I vanjski 1 unutarnji metali dostupni su preziva¢ima
(Yusuf'i sur., 2011.). Najvazniji izvor teSkih metala za prezivaca je njihova hranidba. Dnevno
uzimanje niskih koncentracija metala nec¢e dovesti do akutnog trovanja prezivaca, ali u sluc¢aju
da se oni zadrzavaju u organizmu njihove koncentracije mogu rasti tijekom zivota. U slucaju
primanja toksi¢nih metala kao Sto su Cd, Pb i As moze se ocekivati mutagenost,
kancerogenost, teratogenost, imunosupersija, lose stanje organizma i smanjena reprodukcija
(Alonso 1 sur., 2002.). Biljke mogu akumulirati olovo iz tla. Najznacajniji put ulaska
atmosferskog olova u lanac ishrane je direktnom kontaminacijom biljaka. To ovisi o stupnju
atmosferske kontaminacije, u konacnici kontaminirani zrak moze povecati koncentraciju
olova u tlu, §to s vremenom moze rezultirati pove¢anim usvajanjem olova u biljke (AQGE,
2000.). Koncentracija olova u uzorcima listinca i prizemne flore tijekom prve godine
istrazivanja iznosila je 0,54 mg/kg 1 0,28 mg/kg. Koncentracija olova tijekom druge godine
istrazivanja bila je veca u prizemnoj flori u odnosu na prvu godinu istrazivanja. Nase
koncentracije bile su sli¢ne koncentracijama olova u biljkama i njihovim dijelovima koje su
zabiljezili Kowalski 1 sur. (1990) i Kulizhskiy 1 sur. (2014). Koncentracija kadmija u hrani
povezana je s koncentracijom u tlu. Koncentracija kadmija u biljkama rijetko je visa od 0,2
mg/kg. Neke biljke, kao 1 lis¢e sposobne su akumulirati vece koli¢ine kadmija. Koli¢ine koje
mogu primiti Zivotinje su male (0,03% do 5% od ukupne koli¢ine kadmija), a njihova
sposobnost resorpcije ovisi o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su sadrzaj kalcija, bjelanCevina i
vitamina D. Nedostatak tih ¢imbenika moZe povecati resorpciju kadmija. Unutarnji organi
sisavaca kao Sto su jetra 1 bubrezi mogu takoder sadrzavati visoke koncentracije kadmija (Da

Silva 1 sur., 2005.). Koncentracija kadmija u biljkama od 0,48 mg/kg koju su zabiljezili
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Kulizhskiy i sur. (2014) bila je veca od nasih koncentracija u listincu i prizemnoj flori tijekom
dvije godine istrazivanja (0,20 i 0,10 mg/kg; 0,38 i 0,31 mg/kg), ali te koncentracije bile su
veée od 0,06 mg/kg koju su zabiljezili Kowalski i sur. (1990). Koncentracija kadmija u
sastavu prizemne flore tijekom druge godine istrazivanja bila je statisticki zna€ajno veca u
odnosu na prvu godinu istrazivanja. Kada se proucava toksicnost elemenata u tragovima, kao
Sto je arsen, kod biljaka, biljnih kultura ili usjeva obi¢no se koriste ciljane biljne vrste, a
rijetko Sumske biljke. U nasim uzorcima u sastavu prizemne flore utvrdene su statisticki
znacajno manje koncentracije arsena tijekom druge godine istrazivanja. Razlog niskih
koncentracija moze biti zbog toga Sto biljke arsen usvajaju u vecoj mjeri putem korijena
(Wolterbeek i van der Meer, 2002.) i prije ¢emo ga pronaci u korijenu biljke, nego u
mladicama. Primjerice, viSe od 15 puta veca koncentracija arsena pronadena je u korjenju kod
jedne vrste trave (Rofkar 1 Dwyer, 2011.) 1 28 do 75 puta veca koncentracija u korijenju rize
(Azizur, 2007.). Poznato je da su biljke uglavnom neosjetljive na negativne utjecaje zivinih
spojeva, no ziva utjeCe na fotosintezu i oksidativni metabolizam uplitanjem u transport
elektrona u kloroplastima i mitohondriju. Ziva takoder inhibira aktivnost akvaporina i
smanjuje usvajanje vode u biljku (Sas-Nowosielska i sur., 2008.). Rizici za zivotinje nastaju
prilikom unosa organskih oblika Zive koji su prisutni u biljkama (Wang i sur., 2011.).
Koncentracije zive u naSim uzorcima listinca i prizemne flore bile su statisticki znacajno
manje tijekom druge godine istrazivanja. Metabolicka funkcija Zeljeza u zelenim biljkama
dobro je poznata. Zeljezo se smatra kljuénim metalom u energetskim transformacijama za
sintezu 1 ostale Zivotne procese stanica. Odgovarajuci sadrzaj Zeljeza u biljkama je bitan za
zdravlje biljaka i za opskrbu Zivotinja hranjivim tvarima. Razlike medu biljkama u njihovoj
sposobnosti usvajanja zeljeza su znaCajne i1 usvajanje Zeljeza ovisi o klimi, tlu, biljnoj vrsti i
genotipu kao i fenofazi rasta u kojoj se biljka nalazi. Poznato je da mahunarke usvajaju puno
vise zeljeza od trava, medutim gdje je zeljezo lako topivo biljke mogu akumulirati vrlo velike
koli¢ine Zeljeza. To pokazuju analize gdje je utvrdena koncentracija Zeljeza u travama bila u
rasponu od 2 127 do 3 580 mg/kg. Sadrzaj Zeljeza u krmnom bilju obi¢no se kre¢e od 18 do
1000 ppm, a poznato je da je preziva¢ima potrebno 50 do 100 mg/kg Zeljeza u krmivima
(Kabata-Pendias 1 Pendias, 1992.). Koncentracija zeljeza u listincu i prizemnoj flori u nasim
uzorcima bila je 149,52 mg/kg 1 168,75 mg/kg tijekom prve godine, te 144,80 mg/kg i 190,72
mg/kg tijekom druge godine istrazivanja, to je znatno manje od koncentracije od 201,40
mg/kg kojega su u biljkama zabiljezili Canty i sur. (2011).

Selen nije klasificiran kao esencijalan element za biljke iako ima korisnu ulogu i u

biljkama se moze akumulirati u velikim koli¢inama (Shanker, 2006.). Dokazano je da djeluje
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kao antioksidans 1 inhibitor lipidne perokidaze u koncentracijama od 0,1 do 1 mg/kg
(Hartikainen i sur., 2000.). Koncentracija selena od 0,04 mg/kg u biljkama koje su zabiljezili
Canty 1 sur. (2011) odgovara nasim koncentracijama u lisincu tijekom dvije godine
istrazivanja (0,06 mg/kg 1 0,04 mg/kg), dok je razina selena u sastavu prizemne flore tijekom
prve godine istrazivanja bila veca i iznosila je 0,17 mg/kg. Usvajanje i akumulacija selena u
biljkama odredeni su kemijskim oblikom i koncentracijom, ¢imbenicima u tlu kao §to su pH,
salinitet 1 sadrzaj CaCOs, kao 1 o sposobnosti biljke da usvoji i metabolizira selen (Kabata-
Pendias, 2001.).

Krmiva za prihranu takoder su potencijalni izvor teskih metala. Poljoprivredna
proizvodnja doprinosi akumulaciji teskih metala u povrSinskim slojevima poljoprivrednih tala
primjenom razli¢itih agrotehnickih mjera: gnojidbom mineralnim gnojivima (prirodni
minerali, pojedinacna i slozena gnojiva), gnojidba organskim gnojivima (stajska gnojiva,
komposti, organski ostaci), kondicioniranje tala (kanalizacija, zakiseljavanje, poboljSivaci
teksture), aplikacija pesticida i navodnjavanje i fertigacija (Loncari¢ i sur., 2012.). Biljke ih
putem korijena i lista usvajaju i predstavljaju opasnost za zivotinje koje se njima hrane.
Akumulacija teskih metala u biljkama ovisi o biljnim vrstama. Koliko ¢e teskih metala biljka
usvojiti ovisi o ¢imbenicima mobilnosti, usvajanja i transporta koji ukljucuju teske metale, tlo
i biljke (Rattan 1 sur., 2005.). Koncentracija svih teskih metla bila je u rasponu ispod
maksimalnih vrijednosti propisanih Pravilnikom o zastiti poljoprivrednog zemljista od
onecis¢enja (NN 9/2014). U naSem istrazivanju utvrdene su nize koncentracije Pb od
koncentracija koje su zabiljezili Lavado i sur. (2001) u zrnima kukuruza (0,80 mg/kg), soje
(0,85 mg/kg) 1 pSenice (0,74 mg/kg). Veliku ulogu u metabolizmu Zivotinja imaju i elementi u
tragovima (poput Fe i Se) koji u organizam uglavnom ulaze kao komponente animalne
hranidbe. U nasem istrazivanju tijekom druge godine istraZzivanja koncentracije Fe i Se
(415,13 mg/kg 1 3,11 mg/kg) bile su vece u odnosu na prvu godinu. To je zbog toga Sto se
tijekom druge godine istrazivanja u prihrani jelena lopatara koristila gotova krmna smjesa
koja je imala pojacani udio selena od 0,5 mg/kg. Razina resorpcije ili zadrzavanja
mikroelemenata modulirana je njihovim stvarnim razinama u tkivima 1 njihovim

koncentracijama u hranidbi (Cao 1 sur., 2000.).
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4.2. Teski metali i esencijalni elementi u tkivima jelena lopatara

Divlje zivotinje u prirodnim ekosustavima posebno su izloZeni raznim ¢imbenicima
okolisa, upravo je okoli§ glavni ¢imbenik koji odreduje zdravlje, stanje i populaciju divljaci.
Zbog prekomjernog zagadenja u posljednjih nekoliko godina, teski metali su sve viSe prisutni
u mesu divljaci. Primljeni u organizam putem vezanja na enzimske sustave Zzivotinjskih
stanica ili nekih komponenti stanicne membrane, uzrokuju intoksikaciju i u odredenim
situacijama pokazuju svoj kancerogeni, teratogeni ili embriotoksi¢ni potencijal. Poznate su
interakcije esencijalnih elemenata sa teSkim metalima in vivo. Teski metali relativno se lako
resorbiraju iz hranidbe. Brzo se akumuliraju u tkivima (miSi¢ima, jetri i bubrezima).
Nedostatak esencijalnih elemenata u tjelesnim teku¢inama i tkivima zivotinja uz visak teskih
metala narusava homeostazu i dovodi do brojnih poremecaja. Koncentracija teskih metala u
tkivima divljaci dobar je pokazatelj oneciS¢enja okoliSa. Koncentracije teskih metala i
esencijalnih elemenata u divljaci vazan je pokazatelj kvalitete mesa divljaci.

Olovo u organizam ulazi raznim putevima, ukljucujuci udisanje prasine, te primanje
putem hrane 1 vode (Beyer i sur., 2007.; Ma, 2011.). Nakon resorpcije, olovo se distribuira
putem krvotoka i1 obi¢no se vrlo sporo izluCuje fecesom i urinom (Skerfving i Bergdahl,
2007.). Najvec¢i dio resorbiranog olova lokalizirano je u kosturu, koji sadrzi viSe od 90%
ukupnog olova koje se nalazi u organizmu. To je zbog toga $to olovo interferira s kalcijem.
Tom ¢injenicom moze se objasniti ve¢a koncentracija olova u svim tkivima (osim slezene)
kod mladih jelena lopatara tijekom prve godine naSeg istrazivanja, naime kod mladih Zivotinja
stupanj resorpcije olova iz probavnog sustava veci je nego u odraslih jedinki zbog toga sto je
njima potrebno viSe minerala (prvenstveno kalcija) za intenzivan rast, pa se u tom procesu

resorbira 1 veca koli¢ina olova. Slicne rezultate ustanovili su Srebocan 1 sur. (2011) u

.....

.....

(mladi 0,33 mg/kg, odrasli 0,24 mg/kg) jelena obi¢nog iz dva podrucja Poljske. Kada se
govori o mekim tkivima, jetra i1 bubrezi sadrze najvece koncentracije olova iako je ono
prisutno u veéini tkiva u organizmu ukljucujuéi i misi¢e (Rudy, 2009.; Thompson, 2012.).
Zbog takve Siroke distribucije u organizmu, olovo moze dovesti do razli¢itih toksi¢nih
uc¢inaka. Kod goveda, olovo dovodi do promjene u hematoloskom, reproduktivhom,
imunoloSkom, krvozilnom, uropoetskom 1 zivéanom sustavu. Izaziva poremecaj metabolizma
minerala u tragovima (osobito u metabolizmu kalcija), te u ponasSanju (Sharpe 1 Livesey,

2005.; Ma, 2011.; Thompson, 2012.). Koncentracija olova tijekom prve godine naseg
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istrazivanja u bubregu (0,27 mg/kg) bila je manja od koncentracija koje su ustanovili
Bilandzi¢ 1 sur. (2009) iz Cetiri podru¢ja Hrvatske u jelena obi¢nog (2,28; 2,54; 1,33 1 1,04
mg/kg), dok je u miSi¢u koncentracija u naSem istrazivanju bila veéa (0,44 m/kg) od
koncentracija u njithovom istrazivanju (0,04; 0,01; 0,07 1 0,03 mg/kg). Podaci o koncentraciji
olova u slezeni i masnom tkivu jelena lopatara i opéenito prezivaca malo su poznati. Upravo
su u tim tkivima u naSem istrazivanju zabiljezene najveée koncentracije olova tijekom prve
godine istrazivanja (0,69 mg/kg u masnom tkivu i 2,14 mg/kg u slezeni). Koncetracija olova u
masnom tkivu bila je dvostruko veca od koncentracije koju su ustanovili Caggiano i sur.
(2005) u masnom tkivu ovaca (0,31 pg/g). Prema Pravilniku o najvec¢im dopusStenim
koli¢inama odredenih kontaminanata u hrani NN (154/08) dopustene koncentracije olova u
jetri 1 bubregu iznosi 0,5 mg/kg, dok je u misi¢u dopustena koncentracija 0,1 mg/kg. Prema
tome, tijekom prve godine istrazivanja koncentracija olova u misi¢ima nasih jelena lopatara
bila je iznad dopustene, dok su koncentracije u jetri i bubrezima bile u razini dozvoljenog.
Tijekom druge godine istrazivanja provela se dopunska hranidba uz dodatak selena (0,5
mg/kg) u trajanju od 60 dana kako bi se vidjelo moze li selen smanjiti koncentraciju teskih
metala u tkivima jelena lopatara. Istrazivanja su pokazala da visoke koncentracije selena u
plazmi smanjuju toksi¢nost olova (Nehru i Dua, 1997.; Xie i sur., 1998.). Iako temeljni
mehanizam za takav ucinak selena nije u potpunosti jasan, neka istrazivanja ukazuju da se
selen veze s toksicnim metalima i smanjuje ili uklanja njihov uc¢inak (Peraza i sur., 1998.; Xie
1 sur., 1998.). Antioksidativnost selena takoder moze biti vazan ¢imbenik koji smanjuje
toksi¢nost olova (Stadtman, 2002.). Koncentracije olova u tkivima nasih jelena lopatara bile
su manje nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena u odnosu na prvu godinu istrazivanja.
Statisticki znacajno manja koncentracija olova utvrdena je u masnom tkivu i slezeni, to je
upravo u onim tkivima gdje se utvrdila najveca koncentracija olova tijekom prve godine naseg
istrazivanja. U istrazivanju koje su proveli Wang 1 sur. (2013) na Stakorima, pokazano je da
tretman selenom znacajno moze smanjiti koncentraciju olova u krvi, §to pokazuje da selen
moze promicati izlu€ivanje olova. To je dokaz da selen ima snaznu tendenciju stvaranja
kompleksa s teskih metalima. Takoder treba naglasiti da selen, u sluaju vezanja s teskim
metalima pokazuje smanjenu biolosku aktivnost. Iako je u sastavu prizemne flore tijekom
druge godine naseg istrazivanju bila veca koncentraciju olova to nije utjecalo na povecanje
koncentracije olova u tkivima. Razlog tome je manja bioraspoloZivost olova kroz hranidbeni
lanac jer su koli¢ine olova koje udu u biljku iz tla vrlo niske, $to nije slucaj s kadmijem.
Primarno primanje kadmija iz tla putem biljaka i sekundarno primanje putem hrane

kod zivotinja objaSnjenje je zasto su koncentracije kadmija kod prezivaca vece. Kod Zivotinja
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kadmij nije lako eliminirati iz stanica, slaba ucinkovitost stanicnog izlucivanja objaSnjava
dugo zadrzavanje u tkivima kao $to su jetra i bubrezi. Upravo zbog toga koncentracija
kadmija je u jetri i bubrezima starijih zivotinja ve¢a. Ova pojava ocitovala se i u nasem
istrazivanju gdje je najveca koncentracija kadmija tijekom prve godine istrazivanja bila
upravo u bubrezima i jetri odraslih jelena lopatara (3,24 mg/kg i 0,12 mg/kg). Takve rezultate
zabiljezili su i Falandysz 1 sur. (2005) u bubregu (mladi 0,61 mg/kg, odrasli 2,7 mg/kg) i jetri
(mladi 0,09 mg/kg, odrasli 0,23 mg/kg) jelena obicnog i Parker i Hamr (2001) u bubregu
(mladi 5,67 mg/kg, odrasli 24,64 mg/kg) i jetri (mladi 1,10 mg/kg, odrasli 2,44 mg/kg) losa.
Najveca koncentracija kadmija u bubregu, bez obzira na dob, posljedica je specifi¢nog
afiniteta ovog metala za bubreg, gdje on dolazi posredno iz jetre, ali i krvi te se vrlo sporo
izluCuje iz bubrega. Koncentracije Cd u bubregu tijekom prve godine istrazivanja (2,43
mg/kg) 1 jetri (0,19 mg/kg) bili su znatno vec¢e od koncentracija koje su utvrdili Karmarova i
sur. (2005) u bubregu 1 jetri jelena lopatara (0,35 mg/kg 1 0,06 mg/kg). lako se zakonom
dopustene koncentracije primarno odnose na domace zivotinje, mozemo ih primijeniti i na
divlja¢. Dopustena koncentracija kadmija u bubregu iznosi 1,0 mg/kg, a u jetri 0,5 mg/kg.
Tijekom prve godine istrazivanja u nasim uzorcima bubrega razina kadmija bila je iznad
dopustene. Postoji realna mogucénost da se kroz duze vremensko razdoblje prime u organizam
znacajne koli¢ine kadmija. Upravo zbog toga u nekim zemljama se preporuca da se unutarnji
organi jelenske divlja¢i smatraju nejestivim za ljude, upravo zbog poviSenih koncentracija
kadmija. Poznato je da mnogi toksi¢ni ucinci kadmija nastaju zbog njegova djelovanja s
esencijalnim elementima. Pretpostavka je da kadmij za ulazak u stanicu rabi transportne
sustave esencijalnih elemenata (Himeno 1 sur., 2009.) i tako smanjuje njihovu resorpciju
(Peraza 1 sur., 1998.). Proucavanjem medudjelovanja selena i kadmija, uglavnom na
glodavcima, i utjecaju selena na smanjenje toksi¢nih u¢inaka kadmija doslo se do saznajanja o
promjenama toksokinetike 1 toksodinamike kadmija. Pretpostavlja se da se medudjelovanje
zbiva na dvije razine. Prvo se stvara kompleks selena i kadmija koji se zatim metabolizira na
druk¢iji nacin od svakog pojedinog elementa i utjeCe na udjele kadmija u tkivima, dok na
drugoj razini selen djeluje kao antioksidans smanjuju¢i oksidativni stres uzrokovan od strane
kadmija (Santos 1 sur., 2005.; Newairy i sur., 2007.). U naSem istrazivanju nakon dopunske
hranidbe uz dodatak selena doSlo je do smanjenja koncentracije kadmija u trima tkivima,
bubregu (1,86 mg/kg), masnom tkivu (0,02 mg/kg) i slezeni (0,01 mg/kg). Smanjene
koncentracije kadmija u bubregu u uvjetima peroralne suplementacije selenom, uz izlaganje
kadmiju pronadene su kod sisaju¢ih Stakora u istraZivanju koje su proveli Lazarus i sur.

(2009). Kod nasih jelena lopatara u jetri nisu pronadene niZe koncentracije nakon dopunske
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hranidbe uz dodatak selena. U istraZivanjima gdje nije primje¢en ucinak selena na razinu
kadmija u jetri, zivotinje su bile izlagane tijekom viSe tjedana hranom 1i/ili vodom dozama
selena od 0,1 mg/kg do 3 mg/kg hrane ili vode i dozama kadmija od 0,006 mg/kg do 200
mg/kg (Flegal i sur., 1980.; Chavez, 1981; Andersen i Nilsen, 1994.; Jihen i sur., 2008.). To je
pokazatelj da veliku ulogu ima i duzina primjene Se i Cd tijekom kronic¢nih, subkroni¢nih i
akutnih izlaganja, prema tome rezultati se razlikuju prema ucinku selena na distribuciju
kadmija u unutra$njim organima. U istrazivanju Chmielnicka i sur. (1983) nakon dva tjedna
peroralnog davanja selena (0,1 mg/kg na dan) i subkutane primjene kadmija (0,3 mg/kg na
dan) u Stakora, utvrdeno je povecanje Se u topljivoj frakciji jetre, povecanja u bubregu, ali bez
utjecaja na unutarstani¢nu raspodjelu selena.

Karakteristika arsena je da se bioakumulira u vodenim organizmima, no njegova
koncentracija ne raste prema vrhu hranibenog lanca. Resorbira se iz probavnog sustava, a vise
od 90% brzo nestaje iz krvi 1 izlucuje se u roku od 48 sati. To znaci da se s vremenom ne
nakuplja znafajno u organizmu. Upravo zbog toga razine arsena u tkivima nasih jelena
lopatara bile su niske (misi¢ 0,01 mg/kg, bubreg 0,02 mg/kg, jetra 0,01 mg/kg, masno tkivo
0,01 mg/kg, slezena 0,01 mg/kg). Slicne vrijednosti u bubregu srnece divljaci zabiljezili su
Findo i sur. (1993) na podruc¢ju Slovacke (0,01 mg/kg), i Kocan i sur. (1980) u bubregu jelena
bjelorepana (0,18 mg/kg) na podru¢ju Oklahome. Na podru¢ju Slovenije Tomsi¢ (1986) je
utvrdio u bubregu srnece divljaci nesto vece koncentracije arsena (0,08 mg/kg). Selen moze
imati vaznu ulogu u smanjenju znakova toksi¢nosti arsena (Gailer i sur., 2000.; Sah 1 Smith,
2012.). U naSem istrazivanju nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena statisticki znacajno
manje koncentracije arsena utvrdene su u bubregu, masnom tkivu i slezeni jelena lopatara.
Selen je antagonist arsena, te zato ima mogucénost smanjenja toksi¢nih ucinaka arsena. Iz
eksperimentalnog rada na zeCevima, utvrdeno je da se selen suprotstavlja koncentracijama
arsena u krvi stvaranjem netoksi¢nih konjugata u jetri i zuci (Gailer 1 sur., 2000). Higijenska
ispravnost istrazivanih tkiva, Sto se tie arsena je neupitna, jer su utvrdene koncentracije ispod
maksimalno dozvoljenih (0,1 mg/kg za misi¢, 0,5 mg/kg za bubreg i 0,5 mg/kg za jetru).

U sustini sva zivotinjska tkiva sadrze niske koncentracije zive. To je uobicCajeno za
kopnene zivotinje, dok je u vodenih zivotinja, pogotovo morskih, stanje obrnuto zbog poznate
metilacije zive 1 njezine biomagnifikacije. Opcenito, koncentracije zive u analiziranim tkivim
Findo i sur. (1993), Falandysz i sur. (1994) i Lazarus i sur. (2008) u jelena obi¢nog. Putevi
primanja zive kod sisavaca su udisanjem 1 gutanjem (WHO, 1989.). Upravo zbog nacina

primanja, niske koncentracije zive kod naSih jelena lopatara pokazatelj su niske razine
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zagadenja zivom u okoliSu. Opcenito je koncentracija Zive kod prezivaca manja (Drasch i
sur., 2004.), to je zbog toga Sto se ziva obi¢no veze na cCestice tla koje mogu smanjiti
dostupnost zive biljkama, posebno u prisutnosti sedimenta ili velike koli¢ine organske tvari.
Nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena doSlo je do smanjenja koncentracije Zive u
bubregu i masnom tkivu. Studije su pokazale vezanje kompleksa ziva-selen, srebro-selen i
kadmij-selen putem selenoproteina P u plazmi (Yoneda i Suzuki, 1997.; Sasakura i Suzuki,
1998.), sto znaci da taj protein djeluje na kelate teskih metala smanjujuéi tako njihovu
toksicnost.

Minerali su potrebni za vecinu fizioloskih procesa u organizmu. Moraju biti dobiveni
hranidbom jer se ne mogu sintetizirati (McDowell, 2003.). UravnoteZena mineralna hranidba
potrebna je za adekvatan rast, reprodukciju i zdravlje. To je slozen proces koji je proucavan
veé¢inom kod domacih Zivotinja dok je kod divlja¢i slabo istrazen. Zeljezo je nosa¢ kisika, ima
veliku ulogu u oslobadanju energije fermentativnim reakcijama, imunitetu i metabolizmu
kolesterola. Najveca koncentracija zeljeza nalazi se u jetri, slezeni i koStanoj srzi. Dodatno
zeljezo koje nije odmah potrebno za stavaranje novih krvnih stanica pohranjuje se u najvecoj
mjeri u slezeni. U nasem istrazivanju tijekom prve godine u slezeni je utvrdena najveca
koncentracija Zeljeza (424,80 mg/kg) Sto je pokazatelj da su nasi jeleni lopatari hranom
unosili velike koli¢ine zeljeza koje se pohranjivalo. Malo je dostupnih podataka o
koncentracijama Zeljeza u jetri jelena lopatara. Koncentracija od 91,24 mg/kg manja je od one
koju je zabiljezio Vengust (2004), a veca od koncentracije koje su zabiljezili Morse 1 sur.
(2009). O jos manjim koncentracijama kod jelena obi¢nog (40 mg/kg) 1 srnece divljaci (50
mg/kg) izvjestili su Falandysz i sur. (1994). Dok je Puls (1994) izvjestio o koncentracijama
zeljeza u jetri koje su se kretale sve do 1 500 mg/kg. Prema tome, moze se zakljuciti da je
opskrbljenost zeljezom u naSih jelena lopatara bila normalna. Nakon dopunske hranidbe uz
dodatak selena u naSem istrazivanju zabiljezene su manje koncentracije zeljeza u svim
istrazivanim tkivima. Podaci o takvom utjecaju selena na Zeljezo u tkivima divljai nisu
dostupni. Istrazivanje koje je proveo Bik (1998) o interakcijama izmedu selena i zeljeza u
serumu ovaca, gdje su ovce tretirane sa selenom pokazalo je da nije bio znacajnog ucinka
injekcije selena na koncentracije zeljeza u serumu ovaca i1 da nije doSlo do znacajnih
promjena. Nauprot tome, Danch 1 sur. (1991) izvjestili su o znacajnom povecanju u
koncentracijama Zeljeza u plazmi Stakora nakon $to su bili izlagani koncentracijama selena od
2 pg/kg u periodu od tri mjeseca. Nepovoljan u¢inak selena na koncentracije zeljeza u tkivima
u nasem istrazivanju moze biti posljedica indukcije metalotioneina ili na¢ina preraspodjele

zeljeza izmedu tkiva 1 stanica. lako je distribucija Fe u tkivima 1 krvi bila u fizioloskim

105



Rasprava

granicama, u sluc¢aju povecane koncentracije Se u hrani koncentracija Fe bila je manja.
Poznato je da deficit esencijalnih elemenata povecava toksicnost teskih metala dok njihov
viSak djeluje zastitno. Koncentracije Cd i Pb u organizmu mozda nisu bile toliko visoke
zahvaljuju¢i zadovoljavaju¢oj opskrbi Fe jer u sluc¢aju dovoljne opskrbe Fe smanjena je
gastrointestinalna resorpcija Cd (Goyer, 1995.).

Bioraspolozivost selena ovisi o kemijskom obliku, $to takoder utjeCe na raspodjelu
selena u organizmu. Selenometionin se u veé¢oj mjeri zadrzava u bjelan¢evinama tkiva od
selenocisteina i anorganskih oblika, ali selen nije odmah nuzno dostupan funkcionalnim
selenoproteinima. Osim kemijskog oblika 1 brojni drugi Cimbenici kao §to su hranidbene
komponente obroka, status selena u organizmu i fiziolosko stanje mogu utjecati na
bioraspolozivost i dostupnost selena (Thomson, 1998.). U nasem istrazivanju tijekom prve
godine utvrdene su znacajno vece koncentraciji selena u misi¢u, bubregu 1 jetri odraslih jelena
lopatara. Te su koncentracije bile manje od onih koje su zabiljezili Lazarus i sur. (2008) u
misi¢u (0,05:0,53 pg/g) i bubregu (0,79:1,89 pg/g) i jetri (0,15:0,24 ng/g). Koncentracije u
jetri kod nasih jelena lopatara bile su izrazito niske. Referentni raspon koncentracije selena u
jetri je od 0,25 do 1,5 mg Se/kg jetre (Puls, 1994.). U istrazivanju koje su proveli Humann-
Ziehank 1 sur. (2008) kod srnece divljaci koncentracije selena u jetri bile su vece od naSih
(0,21 mg/kg 1 0,27 mg/kg), ali se i one smatraju niskima. Posljedica niskih koncentracija
selena u tkivima je vjerojatno zbog niske razine selena u biljnim krmivima koja su glavni
izvor hranidbe kod prezivaca. To moZemo objasniti ¢injenicom da je crijevna resorpcija
selena u prezivata manja nego kod monogastri¢nih zivotinja, Sto je povezano s redukcijom
selenita iz krmiva u netopljive forme. Pretpostavka je da bakterije u probavi prezivaca
reduciraju selen u netopljive i neodgovaraju¢e oblike (Underwood, 1977.). lako su
koncentracije selena u tkivima naSih jelena lopatara niske, Zivotinje su sigurne u smislu
deficita selena, jer deficit selena nastupa kada je koncentracija selena u krvi manja od 0,05
ppm. Za razli¢ite metabolicke funkcije kod veéine prezivaca potrebno je 0,10 mg/kg
(Anonymous, 1985.). Niske koncentracije Se u jetri utvrdene su kod jelena obi¢nog u dvijema
studijama koje su proveli Froslie i sur. (1984) 1 Vikoren i sur. (2005). Zbog znacajnih
metabolickih procesa postoji stalna potreba za dodatkom selena hrani za zivotinje 1 to
najcesS¢e u obliku selenita i selenata, s sve ¢eS¢e u anorganskom obliku selena. Anorganski
oblici selena (selenit i1 selenat) apsorbiraju se iz probavnog sustava, nesto vise od 50%. Oba
oblika dostavljaju se do jetre putem portalne cirkulacije. Frakcije se ekstrahiraju putem
hepatocita, a ostatak se odvodi cirkulacijom u razli¢ite stanice organizma (Dodig i Cepelak,

2004.). Koncentracije selena u sto¢noj hrani od 0,1 mg/kg do 0,5 mg/kg u suhoj tvari
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prihvacene su kao sigurne u smislu moguce toksi¢nosti selena. Simptomi kroni¢nih 1 akutnih
trovanja opisane su kod koncentracije od 2 mg/kg do 5 mg/kg (Edmondson i sur., 1993.).
Tijekom druge godine istrazivanja naSe jelene lopatare prihranjivalo se gotovom krmnom
smjesom koja je sadrzavala 0,5 mg/kg selena u trajanju od 60 dana. Cilj je prvenstveno bio da
se takvom vrstom prihrane smanji koncentracija teSkih metala u ispitanim tkivima. Nakon
dopunske prihrane razina selena u drugoj godini istrazivanja bila je statisticki znacajno veéa u
bubregu, dok je u misicu, jetri i slezeni koncentracija bila veca, ali ne i statisticki znacajna. U
masnom tkivu utvrdena je manja koncentracija nego tijekom prve godine istrazivanja. Takvu
vrstu pokusa na divlja¢i nismo pronasli. U literaturi postoje podaci o pokusima koji su
ve¢inom na domacim zivotinjama gdje se provodi dopunska hranidba selenom kako bi se
vidio uc¢inak na zdravlje, antioksidaciju i razinu selena u krvi, ali nema podataka o
proucavanju uc¢inka selena na smanjenje koncentracije teSkih metala uz njegovu istovremenu

akumulaciju u tkivima.

4.3. Imunohematoloski i biokemijski pokazatelji u jelena lopatara

Znanje o sastavu krvi vazno je za procjenu zdravstvenog stanja i populacije jelenske
divljaci (Fowler 1 Miller, 2003.). Razli¢iti autori otkrili su razlike u vrijednostima ispitanih
pokazatelja u krvi jelena. To se moZze pripisati uvjetima uzgoja, nac¢inima upravljama i
tehnikama uzorkovanja, odnosno svemu onomu za §to je dokazano da utjece stresno na jelene
(Mattews 1 Cook, 1991.). Te razlike takoder mogu biti zbog mnogo drugih razloga,
ukljucujuc¢i genetiku, staniSte, prehrambene i fizioloSke ucinke, kao 1 razliite nacine
uzorkovanja krvi (Chapman, 1977.; Asher i sur., 1989.). U literaturi postoje podaci koji se
odnose na krvne parametre jelena lopatara uslijed drugacijih tehnika uzorkovanja, kao sto su
kemijska imobilizacija (Peinado i sur., 1999.; Poljicak-Milas 1 sur., 2004.), tjelesno
ogranicenje (Rehbein 1 sur., 1999.) ili nakon odstrijela (Chapman i sur., 1980.; Vengust i sur.,
2002.). Malo je dostupnih informacija o normalnim krvnim vrijednostima jelena lopatara
nakon odstrijela. Kada promatramo imunohematoloske pokazatelje tijekom dvije godine
istrazivanja kod mladih 1 odraslih jelena lopatara nije bilo statistickih znacajnosti medu
dvjema dobnim skupinama. Tijekom naSeg dvogodiSnjeg istrazivanja, procjena hematoloskih
pokazatelja u jelena lopatara pokazala je povecane prosjeCne vrijednosti eritrocita,
hemoglobina i hematokrita u odnosu na referentne vrijednosti u goveda (RBC = 5,0-

10,0><1012/L; HGB = 80-150 g/L; HCT = 0,24-0,46 L/L; Radostis i sur., 2000.). To moZze biti
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posljedica stresa tijekom hvatanja, otpora ili odstrijela Zivotinje, kako su izvjestili Cimbal 1
sur. (1990). Uocene promjene takoder mogu biti posljedica kontrakcije slezene zbog
otpustanja kateholamina tijekom fizickog otpora (Hartwig i Hartwig, 1985.). Koncentracije
krvnih vrijednosti u nasem istraZzivanju u referentnom su rasponu koji je utvrden u jelena
obi¢nog (Woodbury, 2002.). Kateholamini mogu uzrokovati prolaznu leukocitozu s
neutrofilijom, monocitozu i limfocitozu, prebacivanjem stanica iz skladiSnih bazena u
cirkulaciju (Jain, 1993.). U nasem istrazivanju vrijednosti WBC, RBC, HGB, MCYV bile su
vece, dok su vrijednosti MCH 1 MCHC bile manje od vrijednosti u odstrijeljenih jelena
lopatara koje su utvrdili Vengust i1 sur. (2002). Jeleni su vrsta koja se lako uzbudi, $to se cesto
vidi u hematoloskim pokazateljima, odnosno visokim vrijednostima eritrocita. Kod uzbudenih
jelena vrijednosti su znacajno vece, u odnosu na jelene koji odmaraju, a upravo to je rezultat
kontrakcija slezene (Thorn, 2000.). U krvnim razmazima proucavali smo diferencijalnu krvnu
sliku. U diferencijalnoj krvnoj slici jelena lopatara utvrdili smo povecani broj segmentiranih
(41,73%) 1 nesegmentiranih neutrofila (5,73%) 1 monocita (2,09%), te smanjeni broj
eozinofila (0,45%), bazofila (0,01%) i limfocita (50,00%) tijekom prve godine istrazivanja i
povecani broj eozinofila (3,5%) 1 limfocita (57,00%) tijekom druge godine istraZzivanja u
odnosu na istrazivanje koje su proveli Vengust i sur. (2000). Limfocitoza je karakteristicna za
jelene, ali visoki broj limfocita moze biti znakom kroni¢ne upale ili reaktivhog odgovora
limfocita naizgled zdravih Zivotinja. Eozinofiliju tumacimo prisustvom crijevnih nametnika
(Nemi, 1993.). Iako blizu grani¢nih vrijednosti, nasi jeleni lopatari nisu imali poremecaj u
vidu limfocitoze i eozinofilije iako je vrlo teSko tumaciti razlike izmedu dobnih skupina za
broj eozinofila. Eozinofilija moze biti posljedica tjelesnog i emocionalnog stresa, Sto je
opisano kod laboratorijskih Zivotinja, ali se moze pripisati i drugim faktorima kao Sto je
djelovanje endoparazita (Jain, 1993.). Dopunska hranidba uz dodatak selena tijekom druge
godine istrazivanja nije statistiCcki znacajno utjecala na imunohematoloske pokazatelje kod
jelena lopatara.

Poznavanje normalnih biokemijskih vrijednosti u serumu vazno je za procjenu Stete u
organima 1 tkivima kod razli¢itih bolesti 1 za procjenu stanja organizma (Steinhardt i
Thilescher, 2000.). Kao 1 za imunohematoloske pokazatelje 1 za biokemijske pokazatelje ima
malo dostupnih podataka u jelena lopatara. Koncentracija glukoze u naSem istrazivanju bila je
veca od rezultata drugih autora kod jelena lopatara (Vengust i Bidovec, 2002.; Poljicak-Milas
i sur., 2004.; Vengust i sur., 2006.) sto govori o dobroj energetskoj opskrbljenosti. Visoka
koncentracija glukoze u krvi povezana je s temperamentnos¢u zivotinje, pogotovo kada je

upotrebljen fizicki otpor (Nimitsuntiwong 1 sur., 2000). Stres aktivira simpati¢ki Ziv¢ani
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sustav 1 nuzbubreznu zlijezdu, to wuzrokuje oslobadanje kateholamina, adrenalina i
noradrenalina u krvotok, $to dovodi do povecanja opskrbe glukozom i ubrzanja razgradnje
glikogena u jetri (Vellucci, 1997.). Koncentracija ureje u nasem istrazivanju slaze se s
koncentracijama kod jelena lopatara (Vengust i sur., 2006.) i srneée divljaéi (Zele i Vengust,
2012.), a nesto je manja od koncentracije kod jelena obi¢nog (Poljicak-Milas i sur., 2006.).
Koncentracija albumina odgovara koncentraciji kod jelena lopatara koju su utvrdili Vengust i
sur. (2006), a nesto je veca od koncentracije kod jelena obicnog (Rafaj i sur., 2011.).
Kolesterol je strogo reguliran i pokazuje samo blage godiSnje varijacije koje su povezane s
hranidbenim promjenama (Bartley, 1980.). Koncentracija kolesterola statisticki je znacajno
veéa kod mladih jelena lopatara tijekom dvije godine istrazivanja. Kolesterol, kao sastavnica
stani¢ne membrane, integrirana je u morfolosku i stani¢nu strukturu misi¢a (Hoelscher i sur.,
1988.; Horgan i Kuypers, 1988.). Odgovarajuca razina kolesterola u krvi neophodna je za
postizanje maksimalne tezine u uzgoju zivotinja. Satisticki znacajno veca kod mladih jelena
lopatara bila je razina HDL-a (1,83 mmol/L i 1,50 mmol/L) tijekom dvije godine istrazivanja i
LDL-a tijekom prve godine istrazivanja (0,60 mmol/L). Vrijednosti Fe od 20 pumol/L do 35
umol/L u serumu karakteristi¢ne su za jelene lopatare (Kolb i sur., 1995.). Nase vrijednosti su
u skladu s tom tvrdnjom. Efikasnost resorbiranog zeljeza ovisi o potrebi organizma, a vazno
je za sintezu hemoglobina. U tom rasponu bila je i koncentracija Fe kod srnece divljaci
(Vengust 1 sur., 2006.). Dopunska hranidba uz dodatak selena nije imala utjecaj ni na
biokemijske pokazatelje u jelena lopatara.

Koncentracija ukupnih proteina i globulina u serumu jelena lopatara bila je statisticki
znacajna medu dobnim skupinama. Znacajno veca koncentracija utvrdena je u odraslih jelena
lopatara i to za ukupne proteina tijekom druge godine istraZivanja i za globuline tijekom obje
godine istrazivanja. Utvrdene koncentracije bile su u granicama referentnog raspona (ukupni
proteini = 56,03—69,68 g/L; globulini = 28,84-39,40 g/L) koji je odreden u plazmi jelena
obi¢nog (Kucer i sur., 2013.). Obic¢no telad ima nizu koncentraciju ukupnih proteina nego
odrasla zivotinja (Kraft i Durr, 1999.). O najnizoj koncentracija ukupnih proteina (43 g/L) u
krvi uzetoj iz srca odstrijeljene zivotinje izvestili su Pav i sur. (1975.).

U perifernoj cirkulaciji najzastupljeniji su imunoglobulini IgG klase koji Stite od
virusa, bakterija ili parazitskih infekcija. Povezivanje IgG s antigenom znakom je pokrenute
imunosne reakcije, aktiviraju se imune stanice i usmjeravaju se na zeljeno mjesto u tkivu.
Samo je jedan tip Fc receptora poznat (FcRn) i on je izrazen u epitelnim stanicama. On
prenosi IgG kroz razli¢ite epitelne barijere, a kod nekih vrsta sudjeluje u prijenosu IgG kod

novorodencadi. FcRn je heterodimer koji se sastoji od a-lanca i -2 mikroglobulina. U
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epitelnim stanicama prenosi IgG, dok u endotelnim stanicama ima ulogu u homeostazi IgG
(Bender, 2009.). Kod prezivaca protutijela u kolostrumu pruzaju pasivni imunitet koji $titi
mladunce od infekcije prvih mjeseci zivota, a nakon toga ono je sposobno proizvoditi vlastita
protutijela (Sjaastad i sur., 2003.). Nakon $to mladunce posiSe kolostrum, imunoglobulini
dolaze u tanko crijevo, procesom pinocitoze ulaze u epitelne stanice i u njima se resorbira u
crijevne kapilare i tako dospijeva u sistemski optjecaj. Koli¢ina koja se prenese kolostrumom
ovisi o koli¢ini kolostruma koju mladunce posise (Bozi¢, 2006.). Vaznost kolostruma
proizlazi iz ¢injenice da sadrzi protutijela. Oni obnavljaju i ja¢aju imunoloske funkcije, ¢ime
¢ine pasivnu imunosnu zastitu. Koncentracija IgG u krvi kod teladi potrebna za zastitu od
infekcije je 10 mg/ml seruma (Wattiaux, 2014.). Najveca koncentracija IgG u kolostrumu je
tijekom prvih 48 sati, nakon ¢ega koncentracija opada. Poput ostalih prezivaca i jeleni lopatari
vjerojatno vrSe intenzivan prijenos imunoglobulina kolostrumom. Koncentracija IgG u
serumu tijekom naseg istrazivanja bila je statisticki znacajno veca kod odraslih jelena lopatara
Veca koncentracija protutijela je samo kod mladuncadi u prvih 48 sati zivota. Nakon toga
crijeva visSe nemogu resorbirati netaknute bjelancéevine, a za to vrijeme koncentracija
protutijela u mlijeku znatno opada i mladunce samo proizvodi protutijela ¢ija koncentracija sa
starosti raste, iz cega mozemo zakljuciti da su starije zivotinje imunokompetentnije. Selen kao
bitan mikronutrijent za prezivace Cesti je dodatak prihrane. Poznato je da utjece na
imunoloske funkcije. Poznato je da dodatak 3 mg/kg selena (u obliku Na selenita) u kolostrum
poboljasava apsorpciju IgG kod novorodene teladi s deficitom selena (Kamada i sur., 2007.).
Hranidba uz dodatak selena povecala je koncentraciju IgG u serumu jelena lopatara, ali ona
nije bila statisticki znacajna. Takve rezultate dobili su Ni i sur. (2014) u istrazivanju gdje su
proucavali utjecaj razli¢itih izvora selena kao dodataka hrani i njihov utjecaj na antioksidaciju
1 imuni status kod krava. Rezultati su pokazali da dodatak selena u hrani nema statisticki
znacajan utjecaj na koncentraciju IgG u krava, medutim Silvestre i sur. (2007) izvjestili su da
prihrana selenovim kvascem (0,3 mg/kg) povecava koncentraciju IgG u krava u usporedbi s

dodatkom selenita.

4.4. Antioksidativni status u jelena lopatara

Oksidativni stres uzrokovan je raznim patofizioloSkim mehanizmima odnosno
povec¢anom proizvodnjom ROS-a tijekom upalnih procesa. Zastitni enzimski i neenzimski

antioksidativni obrambeni mehanizmi smanjuju oksidativni stres tako $to degradiraju ROS.
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Glavni unutarstani¢ni antioksidatvni enzimi su SOD, CAT i GPx. Oni djeluju u dva koraka.
Prvo, SOD pretvara visoko aktivni superoksidni radikal u vodikov peroksid i kisik. Nakon
toga, CAT 1 GPx samostalno pretvaraju vodikov peroksid u vodu i kisik (Sies, 1993.).
Glutation (GSH) nije samo kofaktor GPx-a, nego takoder moze djelovati kao izravni
deaktivator ROS-a (Meister, 1989.). Na neenzimskoj razini i vitamini (poput vitamina E) i
drugi antioksidansi mogu ukloniti slobodne radikale i odgoditi oksidaciju molekula. U naSem
istrazivanju u plazmi i serumu jelena lopatara odredili smo koncentracije SOD, GPx, GSH i
vitamina E prije 1 nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena. Statisticki znaCajno veca
aktivnost GPx-a bila je tijekom prve godine istrazivanja kod odraslih jelena lopatara. Chin i
sur. (2011) izvjestili su da se aktivnost GPx-a povecava s dobi, dok je u istrazivanju na
miSevima pokazano da aktivnost GPx-a opada s dobi (Aliahmat i sur., 2012.). Takvi razli¢iti
rezultati vezani uz dob i antioksidacijsku aktivnost mogu biti posljedica metodologije, okolisa
1 razli¢itih varijacija kod ljudi 1 zivotinja, ali 1 stanja zaliha selena u organizmu kao i
izlozenosti selenu (Inal i sur.,, 2001.). Selen u metabolizmu sisavaca gradivni je dio
selenoproteina enzima GPx, koji djeluje kao hvata¢ peroksida i njegova aktivnost mjera je
sposobnosti hvataca radikala da sprijeCe oSteCenja stanice nakon oksidacijskih procesa. U
naSem istrazivanju dodatak selena u prihrani nije znacajno djelovao na aktivnost SOD-a, ali je
znacajno djelovao na aktivnost GPx-a Cija se koncentracija statisticki znacajno povecala
tijekom druge godine istrazivanja. To je suprotno od rezultata koje su dobili Calamari i sur.
(2011), koji su istrazivali razli¢ite koncentracije i1 izvore selena. U njihovom istrazivanju
aktivnost GPx-a kretala se izmedu 243,40 U/L (kontrolna skupina) i 313,60 U/L (pokusna
skupina s 0,03 ppm organskog selena), no tretman nije znacajno utjecao na povecanje
aktivnosti GPx-a. Povecanje aktivnosti GPx-a u naSem istrazivanju moze biti rezultat
povecane bioraspolozivosti selena zbog suplementacije jelena lopatara selenom, $to izravno
djeluje na aktivnost enzima ovisnog o selenu. Glutation peroksidaza dio je glutation redoks-
ciklusa koji uklanja slobodne radikale pa se zato suplementacijom selena poboljSava
antioksidativni status organizma.

Glutation je rasprostranjen u razliCitim stanicnim odjeljcima 1 glavni je topivi
antioksidans. Povecanje omjera GSSG/GSH indikativna je odrednica oksidativnog stresa.
GSH pokazuje svoj antioksidativni u¢inak na nekoliko nacina. Djelovanje GPx-a detoksicira
vodikov peroksid i lipidni peroksid. GSH donira elektron vodikovom peroksidu i reducira ga
u kisik 1 vodu. GSSG ga ponovno reducira u GSH putem GSH reduktaze koja koristi NADPH
kao elektron donor. GSH ima ulogu u pretvorbi vitamina C i E u njihove aktivne oblike. On

Stiti stanice od apoptoze putem interakcije s proapoptotskim i antiapoptotskim signalnim
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putevima (Videla i sur., 2003.). Ve¢ina GSH prisutna je u citosolu, dok su izvanstani¢ne
koncentracije relativno niske (od 2 pM/L do 20 uM/L u plazmi). U naSem istrazivanju
koncentracija GSH u plazmi u navedenom je rasponu. Nakon dopunske hranidbe uz dodatak
selena koncentracija GSH bila je manja, ali ne 1 statisti¢ki znacajna. Jo§ jednu osobinu GSH
mozemo povezati s naSim istrazivanjem, a to je da GSH ima sposobnost formiranja slabo
topljivih merkaptida s ionima teskih metala putem svojih —SH grupa. U istrazivanju koje su
proveli Jovanovi¢ i sur. (2012.) o u¢incima GSH na akumulaciju Cd i Pb i u€incima lipidne
peroksidacije u jetri 1 bubrezima kod intoksiciranih Stakora pokazalo se da GSH ima zastitnu
ulogu tijekom i nakon intoksikacije kadmijem i olovom. On sadrzi slobodnu —SH skupinu
koja tvori stabilnu vezu s ionima Cd i Pb ¢ime ih blokira i smanjuje njihove toksi¢ne ucinke.
Sto znagi da unos hrane bogate GSH-om ili proizvoda sli¢ne strukture, moZe imati preventivni
ucinak, te znacajno smanjiti toksicni u¢inak ovih metala.

Malo je istrazivanja o vitaminskim potrebama kod jelena. Vitamini A, D, i E medu
najvaznijim su vitaminima potrebnim za normalan rast i razvoj jelenske divljaci. Vitamin E
vazan je u sprje¢avanju ostecenja misiénog tkiva koji su izlozeni fizickim naporima. Status
vitamina E kod na$ih jelena lopatara bio je ve¢i od referentnom rasponu od 1 do 5 mg/L
plazme za domace prezivace (Puls, 1994.). Jukola i sur. (1996) utvrdili su koncentraciju
vitamina E u serumu krava od 1,5 mg/L do 15,3 mg/L. Znac¢ajan viSak vitamina E kod ljudi
smatra se kada je koncentracija veca od 40 mg/L. Vitamin E nestabilan je u krmivima i
sadrzaj ovisi o sezoni i trajanju pohrane. Poznato je da travama u jesen opada koncentracija
vitamina E, a zima predstavlja razdoblje nedostatka vitamina E kada se hranidba sastoji od
suhog sijena. Visoku koncentraciju vitamina E kod jelena lopatara moZemo objasniti
¢injenicom da je on selektivni preziva¢. On u svojoj ishrani uzima pupoljke, liS¢e i1 svjeze
trave koje sadrze puno vece koncentracije vitamina E od ostalih krmiva koja su dostupna
domacéim prezivac¢ima. NaSi jeleni lopatari prihranjivani su izmedu ostaloga i sjemenka
suncokreta koje su bogate vitaminom E (36,3 mg/100 g). Kod divljih Zivotinja velike su
individulane razlike u statusu vitamina E zbog sezonskih varijacija i razlicitih lokacija na
kojima obitavaju. Postoji sinergizam izmedu selena i vitamina E u zaStiti od stani¢nog
oSte¢enja putem ROS-a (Saito i1 sur., 2003.). Metabolicka funkcija selena povezana je s
funkcijom GPx-a u citosolu stanice, dok je vitamin E komponenta lipidne membrane (Surai,
2002.). Istrazivanja su pokazala da kombinirani dodatak vitamina E i selena znacajno
povecava aktivnost GPx-a (Surai i Dvorska, 2002.; Ebeid, 2012.). Iako veéa, koncentracija
vitamina E nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena nije bila statisticki znacajna u naSem

istrazivanju. Mnoge studije su izvjestile o antioksidativnom zaStitnom ucinku vitamina E
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Rasprava

protiv nekoliko metala koji izazivaju hepatotoksi¢nost, ukljucujuéi bakar, olovo, kadmij,
narijev fluorid, Zivu i zeljezov sulfat (Chinoy i sur., 2004.; Osfor i sur., 2010.; Gaurav i sur.,
2010.; Al-Attar, 2011.). U studiji o ucinku vitamina E u Cr-induciranoj hepatotoksi¢nosti
pokazan je zastitni u¢inak vitamina E na Cr(VI) izazvanu citotoksi¢nost 1 peroksidaciju lipida
u primarnim kulturama hepatocita Stakora (Susa i sur., 1996.). Takvi zastitni u¢inci mogu biti

povezani s razinama neenzimskih umjesto enzimskih antioksidanata.
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Zakljuccei

5. ZAKLJUCCI

1. Podrudje istrazivanja karakteriziraju kisela tla koja su srednje humozna do humozna,
siromas$na kalijem i fosforom i osrednje opskrbljena Zeljezom 1 deficitarna selenom.
Utvrdene koncentracije teskih metala u tlu bile su nize od maksimalno dopustenih

koncentracija.

2. Povecana koncentracija kadmija i manja koncentracija Zeljeza i selena od pozeljne
koncentracije utvrdena je u uzorcima listinca i prizemne flore. Dopunska hranidba

jelena lopatara bila je uravnotezena, bogata zeljezom i selenom.

3. Tijekom prve godine istrazivanja najveca koncentracija olova utvrdena je u masnom
tkivu 1 slezeni jelena lopatara. U miSi¢ima je utvrdena koncentracija koja je iznad
dopustene, Sto znaci da takvo meso nije dozvoljeno za ljudsku upotrebu. Nakon
dopunske hranidbe uz dodatak selena znacajno je smanjena koncentracija olova u

masnom tkivu i slezeni, a koncentracija u miSi¢ima bila je u dopustenim granicama.

4. Najveca koncentracija kadmija bila je u bubregu tijekom prve godine istrazivanja i to
iznad dopustenih granica za ljudsku upotrebu. Dodatak selena u hrani znacajno je

smanjio koncentraciju kadmija u bubregu, masnom tkivu i slezeni.

5. Koncentracije arsena i zive bile su niske tijekom prve godine istrazivanja, a dodatak
selena znacajno je snizio koncentracije arsena u bubregu, masnom tkivu i slezeni, a

zive u bubregu i masnom tkivu.

6. Dobra opskrbljenost zeljezom rezultat je dostatne koli¢ine hrane zadovoljavajuce
koncentracije zeljeza. Dodatak selena smanjio je prosjecne koncentracije Zeljeza u
tkivima jelena lopatara. Ovakav uc¢inak selena na koncentracije Zeljeza u tkivima moze
biti posljedica indukcije metalotioneina ili nacina preraspodjele Zeljeza izmedu tkiva i

stanica, §to ima povoljan ucinak na zdravlje Zivotinja.
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Zakljuccei

7. U svim promatranim tkivima tijekom prve godine istraZivanja utvrdena je mala
koncentracija selena. Nakon dodataka selena u hrani znacajno se (p<0,01) povecala
koncentracija selena u bubregu, manje u misi¢u. Manja koncentracija selena u tkivima
posljedica je male koncentracije selena u biljnim krmivima koja su glavni izvor

hranidbe jelena lopatara.

8. Dodatak selena nije utjecao na imunohematoloske i biokemijske pokazatelje niti na
humoralni odgovor. Utvrdene su znacajno vece koncentracije ukupnih proteina,
globulina i IgG u odraslih jelena u odnosu na mlade jelene lopatare tijekom obje
godine. Stabilno kretanje metabolickih pokazatelja ukazuje da dodatak selena nije
imao negativan u¢inka na energetski metabolizam i zdravlje jelena lopatara. Visoka

koncentracija glukoze odgovor je na stres prilikom uzorkovanja.

9. Kao rezultat prihrane jelena lopatara uz dodatak selena utvrdena je povecana aktivnost

GPx-a ¢ime je postignuta zadovoljavajuca antioksidativna zastita.

U radu je istrazivano stanje teSkih metala u okoliSu i1 tkivima zivotinja koje su
maksimalno izloZene utjecaju toga okoliSa. Utvrdene koncentracije teSkih metala u okoliSu i
tkivima jelena lopatara predstavljaju doprinos poznavanju onecis¢enja okolisa. Istrazivanjem
medudjelovanja selena i teSkih metala uvodenjem antropogenog utjecaja na okolis, dokazane
su mogucnosti povoljnog ucinka takvog utjecaja. DosadaSnja istrazivanja o utjecaju selena
uglavnom su bazirana na domace prezivace. Malo je podataka o njegovom utjecaju u jelena
lopatara i ostalih vrsta divljaci. S obzirom da je dodana koli¢ina selena u prihrani omogucila
smanjenje koncentracije teSkih metala u tkivima i povecala antioksidativnhu sposobnost,
valjalo bi utvrditi koje bi koncentracije selena u prihrani bile dovoljne kako bi se povecala
koncentracija selena u miSi¢nom tkivu. Takvo meso imalo bi veée trzisno i funkcionalno

znacenje za zdravlje ljudi.
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Sazetak

7. SAZETAK

Divlja¢ se smatra pogodnim bioindikatorom oneciS¢enosti okolisa teSkim metalima.
Teski metali cesto imaju usmjerene fizioloSke toksi¢ne ucinke i pohranjuju se ili ugraduju u
ziva tkiva. Selen kao bitan mikronutrijent kod svih zivotinja u posljednjih nekoliko godina
privukao je veliku pozornost zbog svoga antioksidativnog i imunostimuliraju¢eg djelovanja.
Mnostvo podataka govori o zastitnom djelovanju selena protiv djelovanja teskih metala u
organizmu. Cilj ovoga istrazivanja bila je utvrditi koncentraciju teskih metala (Cd, Pb, Hg i
As) 1 esencijalnih elemenata (Fe i Se) u tkivima jelena lopatara (misi¢, bubreg, jetra, masno
tkivo 1 slezena) koji obitava u prirodnom staniStu, a zatim nakon antropogenog djelovanja
obogacivanja dopunske hrane selenom kako bi utvrdili medudjelovanje selena s teSkim
metalima u tkivima 1 utjecaj dodatka selena na imunohematoloske (KKS 1 DKS), biokemijske
(GUK, UREA, CRE, ALB, TGC, KOL, HLD, LDL, Fe, TP, GLOB i IgG) pokazatelje i
pokazatelje oksidacijskog stresa (SOD, GPx, GSH i vitamin E). Istrazivanje je provedeno na
40 jelena lopatara odstrijeljenih u sezoni lova tijekom dvije godine istrazivanja. Napravljena
je 1 analiza staniSta koja je obuhvacala analize tla, listinca, prizemne flore i1 prihrane.
Dopunska hranidba uz dodatak selena (0,5 mg/kg) provodila se 60 dana tijekom druge godine
istrazivanja. Tijekom prve godine istrazivanja utvrdene su povecane koncentracije Pb u
misic¢u (0,56 mg/kg u mladih 1 0,37 u odraslih) i Cd u bubregu (0,41 u mladih i1 3,82 mg/kg u
odraslih). Koncentracija Se bila je niska. Nakon dopunske hranidbe uz dodatak selena
utvrdena je manja koncentracija teskih metala u tkivima i poboljSana je antioksidativna
zaStita. Koncentracija Pb bila je manja u svim tkivima (misi¢ = 0,07:0,44 mg/kg; bubreg =
0,15:0,27 mg/kg; jetra = 0,17:0,19 mg/kg; masno tkivo = 0,17:0,69 mg/kg; slezena =
0,06:2,14 mg/kg). Aktivnost Gpx bila je statisticki znacajno veca (p<0,05) druge godine
istrazivanja (1375,36:933,23 U/L). Dodatak selena nije imao negativan ucinak na ostale
ispitane parametre.

Kljucne rijeci: jelen lopatar, teski metali, selen, antioksidativna zastita, imunost jelena
lopatara
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8. SUMMARY

INFLUENCE OF SELENIUM ON HEAVY METALS DISTRIBUTION IN FALLOW
DEER (Dama dama L.) TISSUES

Game is suitable bioindicator of environmental pollution by heavy metals. Heavy
metals usually have targeted physiological and toxical effects and they are stored in or
implanted into living tissues. Selenium as an essential micronutrient for all animals in the past
few years has attracted much attention because of its antioxidant and immune stimulatory
activity. A variety of data tells about protective action of selenium against the effects of heavy
metals in the organism. The aim of this study was to determine the concentration of heavy
metals (Cd, Pb, Hg and As) and essential elements (Fe and Se) in deer tissues (muscle,
kidney, liver, adipose tissue and spleen) which resides in the natural habitat, and then after
anthropogenic activity enrichment supplemental feed with the selenium, to determine the
interaction of selenium with heavy metals in the tissues and the influence of selenium on
immunohaematological (CBC and WBC), biochemistry (glucose, urea, CRE, ALB, TGC,
KOL, HLD, LDL, Fe, TP, GLOB and IgG) indicators and indicators of oxidative stress (SOD,
GPx, GSH and vitamin E). The research was conducted on 40 fallow deer that were shot in
the hunting season during the two years of research. Analysis of habitat included analyzes of
soil, tree leaves, grasses and fodders. Supplemental nutrition with the addition of of selenium
(0.5 mg/kg) carried out for 60 days in the second year of research. During the first year of the
experiment there was increased concentrations of Cd and Pb in the tissues of fallow deer and
concentration of Se was low. After supplementary feeding with the addition of selenium
concentration of heavy metals in the tissues was lower and antioxidant protection was
improved. After supplementary feeding with the addition of selenium concentration of Pb was
lower in all tissues (muscle = 0.07:0.44 mg/kg; kidney = 0.15:0.27 mg/kg; liver = 0.17:0.19
mg/kg; fat = 0.17:0.69 mg/kg; spleen = 0.06:2.14 mg/kg). GPx activity was significantly
higher (p<0.05) in the second year of research (1375.36:933.23 U/L). Addition of selenium
had no negative impact on other tested parameters.

Keywords: fallow deer, heavy metals, selenium, antioxidant protection, immunity of fallow
deer
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