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1. Uvod

1. UvOD

Povecano ispustanje organskih i anorganskih zagadivala kao posljedica ubrzanog
tehnoloskog razvoja, industrije, poljoprivrede, rudarstva, prometa te komunalnih i
industrijskih otpadnih voda predstavlja jedan od vodecih okolisnih problema danasnjice,
osobito u vodenim ekosustavima. Metali/metaloidi su medu znacajnijim kemijskim
zagadivalima, a u prirodne vodotoke dospijevaju uglavnom putem otpadnih voda koje se ¢esto
bez prikladnog procis¢avanja unose u vodene ekosustave. Za razliku od organskih zagadivala,
metali nisu biorazgradivi te unosom u vodotoke samo mijenjaju svoj kemijski oblik ¢ime
postaju manje ili viSe bioraspolozivi, $to utjece na njihovu toksi¢nost, ali jednom uneseni vise
se ne mogu ukloniti iz biogeokemijskog ciklusa (Sadiq, 1992). Posljedi¢no, stalna izmjena
metala u vodenom stupcu izmedu partikularne i otopljene faze, kao i njihovo taloZzenje u
sedimentima, mogu dovesti do povecane i Stetne bioakumulacije metala u razli¢itim vodenim
organizmima unosom putem hrane, filtracijom vode, i/ili apsorpcijom kroz kozu (Kraemer i
sur., 2006). Naime, s bioloskog gledista, razlikujemo esencijalne metale (npr. Cu, Fe, Mo,
Zn), koji u organizmu imaju bitnu fiziolosku ulogu kao strukturni dijelovi hormona, enzima i
drugih slozenih proteina, tzv. metaloproteina, ukljucenih u hidrolizu kemijskih veza, prijenos
elektrona i Kisika te redoks procese (Holm i sur., 1996) te neesencijalne metale (npr. Cd, Hg i
Pb), koji nemaju poznatu biolosku ulogu u organizmima. lako i esencijalni metali mogu
postati toksi¢ni pri visokim koncentracijama, toksi¢nost neesencijalnih metala ve¢ pri vrlo
niskim koncentracijama uglavnom proizlazi iz njihove sli¢nosti s esencijalnim metalima, zbog
¢ega mogu zamijeniti esencijalne elemente te istim putovima uéi u stanice i vezati se za vazne
biomolekule, ¢ime remete njihovu strukturu ili aktivnost (Wood 1 sur., 2012).

Potencijalna toksi¢nost esencijalnih 1 neesencijalnih metala za organizme uslijed
prelaska optimalnih koncentracija, u monitoring programima uz standardnu proceduru
mjerenja koncentracija metala u vodi i sedimentima iziskuje provodenje mjerenja i u
bioindikatorskim organizmima ¢iji bioloski odgovori daju pouzdaniju i dugoro¢niju procjenu
utjecaja oneciS¢enja na cjelokupni vodeni okoli§ (Kraemer i sur., 2006; Ovaskainen i sur.,
2019). Medu najcesée koristene bioindikatorske organizme u vodenom okolisu ubrajaju se
ribe, skoljkasi i rakovi. U veéini dostupnih istrazivanja najcesce koristeni indikatorski organi
riba su jetra, kao metabolicki najaktivnije tkivo i mjesto detoksikacije metala, te Skrge koje
predstavljaju mjesto unosa metala putem vode (Kraemer i sur., 2006; Dragun i sur., 2018a;
Krasni¢i 1 sur., 2018). Medutim, u pojedinim slu¢ajevima dokazana je ista ili ¢ak veca vaznost

unosa metala putem prehrane, odnosno probavnim putem, nego unosa metala vodom
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(Clearwater, 2000). Unato¢ tome, probavilo riba je izuzetno rijetko KoriSteno kao
bioindikatorsko tkivo, osobito u okolisSnim istrazivanjima (Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor, 2010,
2012; Filipovi¢ Mariji¢ i sur., 2013) te dosadasnja istrazivanja probavila uglavnhom daju
informaciju samo o ukupnim koncentracijama metala u laboratorijskim uvjetima.

Takoder, u proteklih 20 godina raste interes za otkrivanje veze izmedu oneciS¢enja i
parazitizma u vodenim ekosustavima, kao i za mogucu primjenu nametnika kao bioindikatora
kakvoce vode, §to je dovelo i do stvaranja novog podrucja nazvanog “okoli$na parazitologija”
(Sures, 2001; Sures i sur., 2017), unutar kojeg se proucavaju i kuka$i. Kuka$i su crijevni
nametnici u mnogih kraljeSnjaka, pa tako i riba, koji nemaju vlastiti probavni sustav i
oslanjaju se na apsorpciju esencijalnih hranjivih tvari, ukljucujuéi i esencijalne metale, kroz
povrsinski integument (Kennedy, 1985). Pokazali su se kao organizmi koji imaju iznimnu
sposobnost akumulacije metala, osobito neesencijalnih, ¢ime potencijalno i Stite svoje
domadare (Sures, 2004; Filipovi¢ Mariji¢ i sur., 2013). Sam mehanizam zastite domadara, kao
I uc¢inkovite akumulacije metala u kukasima, jo$ nije poznat. lako nametnici opcenito mogu
imati razli¢ite mehanizme kontrole svojih domadara poput smanjivanja stope rasta ili
fekunditeta, promjena ponaSanja ili povecanja stope smrtnosti, utjecati na fiziologiju
organizama, osobito kada su domadari beskralje$njaci (Bojko i sur., 2020), kukasi u svojim
krajnjim domadarima ponekad uzrokuju lokalna oStecenja probavnog tkiva koja se
manifestiraju u promjenama tkiva i imunoloskog odgovora riba (Dezfuli i sur., 2002, 2008;
Barisi¢ i sur., 2018), no naj¢esce ne uzrokuju znacajne Stete niti smrtne ishode.

Uz meka tkiva riba, koncentracije metala moguce je odrediti i u njihovim tvrdim
tkivima, primjerice ljuskama, otolitima, kostima ili o¢noj leci. Ipak, takva istrazivanja
najéesc¢e se provode s ciljem odredivanja migracija riba ili veliine i sastava populacija nekog
podrucja, a samo u manjem opsegu su se koristila u procjeni utjecaja onecis¢enja na okolis i
organizme (Ranaldi i Gagnon, 2008). Prednost tvrdih tkiva u odnosu na meka je Sto razine
metala u njima daju podatke o dugotrajnoj akumulaciji i izloZenosti organizma na koju utjecu
uglavnom samo okolis$ni uvjeti, dok na razinu metala u mekim tkivima uz okoliSne uvjete
utjeu 1 fiziologija organizma, mehanizmi eliminacije, metabolicka transformacija 1
preraspodjela u tkivima te regeneracija tkiva (Campana i sur., 2000; Ranaldi i Gagnon, 2008).
Mjerenja metala u kalcificiranim strukturama riba su puno rjeda nego u mekim tkivima
(Campana i sur., 2000; Kalantzi i sur., 2019), dok za ribe slatkovodnih ekosustava Republike
Hrvatske takva mjerenja ranije uopce nisu provedena.

Kako bi se procijenila sama toksi¢nost metala, nije dovoljno izmjeriti ukupne

koncentracije u tijelu ili odabranom tkivu organizma jer je samo dio akumuliranih metala
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metabolicki dostupan, a time i1 potencijalno toksi¢an za organizme (Wallace 1 sur., 2003).
Naime, metali se prilikom unosa u organizme raspodjeljuju po njihovim organima, stanicama
1 razli¢itim unutarstani¢nim odjeljcima (npr. citosol, granule, organeli i stanicne membrane),
pri ¢emu se toksiCnost metala uglavnom odnosi na organele i citosol kao metabolicki
dostupnu frakciju metala (Wallace i sur., 2003) te je stoga nuzno izmjeriti razine metala i u
citosolskim frakcijama. Sli¢na istrazivanja ve¢ su provedena koriStenjem razli¢itih tkiva
slatkovodnih i morskih vrsta riba poput Squalius cephalus, Liza aurata, Mullus barbatus,
Mullus surmuletus (Dragun i sur., 2007; Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor, 2003, 2007). U citosolu
metali mogu biti vezani na osjetljive bioloSki vazne molekule, ali dio moze biti vezan i1 na
molekule uklju¢ene u njihovu detoksikaciju poput glutationa (GSH) i metalotioneina (MT).
Kako bi se bolje razumio nacin vezanja metala u pojedinim stanicama, kao i ekotoksikoloski
znacaj, razvijeno je podrucje nazvano metalomika s ciljem detaljnijeg opisa procesa u kojima
pojedini metali sudjeluju, bilo kao funkcionalni sastavni dijelovi ili kao uzroc¢nici toksi¢nih
ucinaka (Szpunar, 2005). Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti s razdvajanjem po
veli¢ini (SEC-HPLC) tehnika je koja se ¢esto primjenjuje u metalomic¢kim istraZivanjima, a
omogucéava razdvajanje proteina na frakcije na osnovu njihovih molekulskih masa te se uz
primjenu spektrometrije masa visoke razlu¢ivosti s induktivno spregnutom plazmom (HR
ICP-MS) provodi mjerenje metala u dobivenim frakcijama, s ciljem detektiranja skupina
biomolekula koje vezu metale (Montes-Bayon i sur., 2003; Szpunar, 2005). Takav pristup ve¢
je koristen za odredivanje citosolske raspodjele metala u razli¢itim tkivima vodenih
organizama ukljucujuéi Skoljkase (Strizak i sur., 2014; Lavradas i sur., 2016), i nekoliko vrsta
riba (Goenaga i sur., 2003; Krasnié¢i i sur., 2013, 2014, 2018, 2019; Dragun i sur., 2018b,
2020; Urien 1 sur., 2018). Medutim, u znanstvenoj literaturi ne postoje podaci o citosolskoj
raspodjeli metala medu biomolekulama probavila niti jedne vrste riba. Navedena kombinirana
primjena kromatografske tehnike i HR ICP MS-a sluzi kao alat za razlu¢ivanje raspodjele
metala medu citosolskim biomolekulama razli¢itth veli¢ina 1 pruza osnovu za tocnu
identifikaciju molekula odredene mase te u konacnici za razvoj potencijalnih novih
biomarkera izlozenosti metalima i toksi¢nih u¢inaka metala.

Vrijedan doprinos u procjeni Stetnih u¢inaka metala i drugih zagadivala daju i analize
biomarkera, odnosno promjena u stani¢nim strukturama i funkcijama koje se javljaju kao
posljedica izlozenosti zagadivalima, koje sluze kao mjerljivi i rani pokazatelji antropogenog
ucinka na organizme (Huggett 1 sur., 1992). U okoliSnim uvjetima izlozenosti razli¢itim
skupinama zagadivala nuzna je primjena multibiomarkerskog pristupa koji omogucava jasniju

procjenu bioloskih odgovora organizama na zagadenje te moze ukazivati na odredenu skupinu
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zagadivala (Monseratt i sur., 2007). Analiza seta biomarkera opéeg i oksidacijskog stresa,
antioksidacijskog kapaciteta te izlozenosti i u¢inaka metala povezana s kemijskim analizama
u organizmima, vodi i sedimentima, daje najpouzdaniju procjenu o nepovoljnim ucincima
onecis¢enja metalima i drugim zagadivalima na ekosustav i vodene organizme.

S obzirom na navedeno, bitno je razumjeti moguée posljedice ispustanja otpadnih voda
te povisenih razina metala u vodenom okolisu, s posebnim osvrtom na njihovu potencijalnu
toksi¢nost i Stetne ucinke na organizme. Za postizanje napretka u ovome podrucju pokazala se
potreba za primjenom sveobuhvatnog i interdisciplinarnog pristupa kojim ¢e se istraziti
bioloski odgovori razli¢itih organizama iz prirodnih populacija na utjecaj otpadnih voda te

pronaci poveznice s izvorom onecis¢enja i utjecajem antropogenih i prirodnih ¢imbenika.

1.1. Ciljevi i svrha rada

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je doprinos boljem razumijevanju ucinaka i
toksi¢nosti metala/metaloida nakon njihove bioakumulacije u odabranim bioindikatorskim
organizmima, kukasima (Dentitruncus truttae Sinzar, 1955), rakuscima (Gammarus
balcanicus Schaferna, 1922, Echinogammarus acarinatus (Karaman, 1931), Gammarus
fossarum Koch, 1936 i Gammarus roeselii Gervais, 1835) te probavilu riba (poto¢na pastrva;
Salmo trutta Linnaeus, 1758 i babuska; Carassius gibelio Bloch, 1782) iz dinaridske rijeke
Krke i panonske rijeke Ilove u podru¢ju pod utjecajem komunalnih i industrijskih otpadnih
voda i drugih antropogenih aktivnosti te pri razli¢itim razinama izloZenosti tih organizama
metalima. Sukladno navedenom, specificni ciljevi ovog istrazivanja bili su:

e procjena akumulacije metala/metaloida u ribama, rakuscima i kukasima,

e odredivanje metaboli¢ki raspolozive, a time i potencijalno toksi¢ne frakcije metala, u
citosolu probavila riba;

e procjena dugoro¢ne izlozenosti metalima mjerenjem Koncentracija metala u
kalcificiranim strukturama riba;

e odredivanje bioloskih odgovora bioindikatorskih organizama na prisutno onecis¢enje
u odabranim ekosustavima;

e odredivanje raspodjele sedam odabranih elemenata u tragovima medu citosolskim
biomolekulama razlicitih molekulskih masa u probavilima poto¢ne pastrve i babuske;

e odredivanje prostornih i sezonskih razlika u akumulaciji metala i bioloskim
odgovorima organizama s obzirom na gradijent oneciS¢enja i1 fizioloska svojstva

organizama u razli¢itim sezonama,
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e ispitivanje mogucnosti primjene probavila riba kao bioindikatorskog tkiva u procjeni
unosa metala prehranom, kao i kukasa kao bioindikatorskih organizama u monitoring

istrazivanjima

Navedeni ciljevi ostvareni su kroz sljedece aktivnosti:

e mjerenje ukupnih i/ili citosolskih koncentracija metala u probavilu riba, rakuscima i
kukaSima s referentnih i oneciS¢enih postaja u dvije sezone (jesen i proljece)
primjenom HR ICP-MS tehnike te odredivanje koncentracija odabranih elemenata u
ljuskama i otolitima poto¢ne pastrve primjenom laserske ablacije i HR ICP-MS-3;

e primjenu multibiomarkerskog pristupa, koristenjem probavila riba kao
bioindikatorskog organa, koji je uklju¢ivao biomarkere izloZenosti metalima
(metalotioneini; MT), oksidacijskog stresa (malondialdehid; MDA), antioksidacijskog
kapaciteta (katalaza; CAT, i glutation; GSH) te biomarkere opéeg stresa (ukupni
protein; TP);

e definiranje raspodjela Cd, Co, Cu, Fe, Mo, Se i Zn medu biomolekulama razli¢itih
molekulskih masa u probavilu riba ovisno o sezoni i razini izlozenosti metalima
primjenom SEC-HPLC-a i HR ICP-MS-a;

e izraCunavanje biokoncentracijskih faktora (BCF) koji daju informaciju o

akumulacijskom potencijalu kukasa i ukazuju na trajanje izloZenosti metalima

1.2. Hipoteze istraZivanja

U skladu s ciljevima istrazivanja definirane su i testirane sljedece hipoteze:

H1. otpadne vode mijenjaju i narusavaju kakvoc¢u vodenog okolisa u koji se ispustaju;

H2. razlike u akumulaciji metala i razini biomarkera u bioindikatorskim organizmima javljaju

se kao posljedica razli¢itog antropogenog utjecaja i/ili sezonalnosti;

H3. istovremena upotreba mekih i kalcificiranih tkiva riba, kao i kukasa omogucava pracenje

dugoroc¢ne 1 kratkorocne izlozenosti pojedinim metalima u vodenom okolisu,

H4. raspodjela pojedinih metala medu citosolskim biomolekulama ovisi 0 razinama

bioakumuliranih metala, kao i o vrsti organizma i ciljnog organa;

H5. kukasi, na temelju ucinkovite akumulacije metala, i probavno tkivo riba, kao mjesto
unosa metala putem hrane, predstavljaju znacajne i pouzdane bioindikatore izlozenosti

metalima.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Otpadne vode

U danasnje vrijeme ubrzane urbanizacije i industrijalizacije sve je veca potro$nja vode,
te se upotrijebljena voda optere¢ena mnogobrojnim i organskim i1 anorganskim tvarima,
ispusta u prirodne vodotoke, naruSavajuci kakvocu i biolosku ravnotezu vodenih ekosustava.

Otpadne vode su sve vode koje su svojom namjenom promijenile prvobitni sastav,
odnosno svoje fizikalne, i/ili kemijske i/ili bioloske znacajke. Mogu se podijeliti na:
oborinske, komunalne, poljoprivredne i industrijske. Oborinske vode u svojem ciklusu
kruzenja prolaze kroz atmosferu, ispiru ju i prenose odredene tvari koje su ispusStene u
atmosferu. Komunalne otpadne vode nastaju kao posljedica sanitarnih potreba u kué¢anskim i
javnim prostorima i ¢esto su smjesa voda od pranja ulica, javnih objekata, kao i otpadnih voda
iz usluznih djelatnosti. Uslijed poljoprivrednih aktivnosti kao §to su mljekarstvo, tovilista,
ribarstvo ili svinjogojske farme, kao i ispiranja poljoprivrednih zemljista na kojima se
uzgajaju poljoprivredne kulture, dolazi do nastanka poljoprivrednih otpadnih voda.
Industrijske otpadne vode potjeCu od razli¢itih vrsta postrojenja i nastaju uporabom vode u
procesu rada i proizvodnje, u industrijskim i drugim proizvodnim pogonima. lako sve vrste
otpadnih voda predstavljaju potencijalnu opasnost za okolis, posebno industrijske otpadne
vode, ovisno o djelatnosti, mogu sadrzavati veée koli¢ine otrovnih ili teSko razgradivih tvari
poput metala, kiselina, naftnih derivata, ulja ili sintetskih kemijskih spojeva.

Prema ucinku i prirodi onecis¢enja, moguce je razlikovati: fizicko, mikrobiolosko i
kemijsko oneciS¢enje voda. Promjena boje, mirisa ili temperature vode ubraja se u fizicko
oneciscenje, dok prisutnost brojnih (patogenih) mikroorganizama koji inace nisu prisutni u
nekom sustavu predstavlja mikrobiolosko onecis¢enje. Kemijsko oneciSéenje moze biti
prirodnog ili antropogenog podrijetla i predstavlja znacajnu opasnost za vodeni okoli§ zbog
potencijalne toksi¢nosti za organizme, akumulacije tvari u ekosustavima i organizmima,
gubitka bioraznolikosti te opéenito Stetnog djelovanja na prirodne vode, vodene organizme, te
neposredno i na ljudsko zdravlje (Tusar, 2004).

Uz niz drugih onecis¢ujucih tvari, otpadne vode su znacajan izvor metala koji zbog
stabilnosti, toksi¢nosti i sklonosti akumulaciji u ekosustavu ¢ine vazan i aktualan okolisni
problem. Ovisno o koncentraciji, mogu dovesti do unistenja flore i faune, akumulacije i
toksi¢nih uc¢inaka kod vodenih organizama poput riba, Skoljkasa ili rakova, koji posljedi¢no,
ako se koriste za prehranu, mogu potencijalno stetno djelovati i na ljude. Neki od metala koji

se najc¢esc¢e nalaze u otpadnim vodama ukljucuju arsen, olovo, Zivu, kadmij, bakar, nikal,
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srebro i cink, od kojih su mnogi toksi¢ni ve¢ i u vrlo niskim koncentracijama (AKpor i sur.,
2014). Iz svega navedenog, nuzno je U procjeni stanja okolisa pod utjecajem otpadnih voda

obratiti pozornost na oneciSéenje metalima s obzirom da sustavi procis¢avanja otpadnih voda

2.2. Metali u slatkovodnim ekosustavima

Metali su u slatkovodnim ekosustavima uvijek prirodno prisutni i njihova koncentracija
je rezultat prirodnih procesa kao $to su kemijsko i mehani¢ko trosenje stijena, erozija tla te
suho ili vlazno talozenje iz atmosfere. Medutim, u okoli§ dospijevaju i preko antropogenih
aktivnosti koje ukljuc¢uju komunalne i industrijske otpadne vode, promet, rudarstvo,
poljoprivredu i poja¢anu upotrebu gnojiva te ispiranje zagadenih tala (Gaillardet i sur., 2004).
Metali koji se prirodno nalaze u ve¢im koncentracijama i u okoli$u i U organizmima, ubrajaju
se u makroelemente (Ca, K, Mg, Na), dok su elementi s niskim koncentracijama u prirodi
nazvani elementima u tragovima, te njihov dodatni unos remeti ravnoteznu raspodjelu u
vodenom ekosustavu (Riley i Chester, 1971).

U vodenim sustavima metali dolaze u raznim anorganskim i organskim oblicima, od
hidratiziranih iona pa sve do velikih organskih kompleksa. Op¢enito i zbog jednostavnosti,
metale u vodi dijelimo na otopljenu i partikularnu fazu nakon filtriranja uzoraka vode kroz
standardni filter promjera pora 0,45 um. Frakcija koja prode kroz filter od 0,45 um definirana
je kao uglavnom otopljena, ali kroz takav filter mogu proc¢i i koloidni oblici metala koji
obuhvacaju cestice veli¢ine 1 nm do 450 nm te mogu biti organski i anorganski. Frakcija koja
prolazi kroz filter obuhvaca slobodne ione metala, labilne anorganske i organske komplekse,
kao i inertne organske komplekse ve¢ih molekulskih masa te koloidne estice, ali iskljucuje
metale koji su vezani na vece Cestice te samim time i manje bioraspolozivi (Dragun i sur.,
2009). Frakcija koja zaostaje na filteru od 0,45 um definirana je kao partikularna.

Specijacija metala, odnosno specifi¢ni kemijski oblici u kojima se neki metal pojavljuje
u prirodi, ima izravan ucinak na bioraspolozivost metala, odnosno na toksi¢nost metala za
organizme (Forstner i Wittmann, 1981). Na bioraspolozivost metala utjecu i biologija samih
organizama (ucinkovitost asimilacije metala, prehrambene navike, veliina, starost ili
reproduktivna faza), geokemija metala (raspodjela u vodi i sedimentu i specijacija metala)
(Roosa i sur., 2016) te mnogobrojni fizikalno-kemijski ¢imbenici (temperatura, pH vrijednost,
ionska jakost, salinitet, tvrdo¢a vode ili koli¢ina otopljenog kisika) (Mason, 2002; Bonnail i

sur., 2016). Talozenje i kompleksiranje metala dovode do njihove imobilizacije i smanjene
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toksi¢nosti. NajceS¢e otopljene oblike metala Cine organski kompleksirani metali 1/ili
anorganski oblici metala. Zbog veli¢ine, metal-organski kompleksi su inertniji i stabilniji te je
metalima onemogucen prolazak kroz stani¢ne membrane ¢ime se smanjuje bioraspolozivost
takvih metala (Gaillardet i sur., 2004). U slatkovodnim sustavima najées¢i organski ligandi za
vezanje metala su slabe organske baze poput oksalata i acetata te fulvinske ili huminske
kiseline (Gaillardet i sur., 2004), kao 1 organski ligandi bioloskog podrijetla nastali
djelovanjem algi i fitoplanktona. Kompleksi metala s anorganskim ligandima su pak vrlo
labilni, brzo disociraju u vodi 1 uglavnom ¢ine metale brzo i lako raspolozivima organizmima.
Najznacajniji anorganski ligandi za kompleksiranje metala u rije¢nim sustavima su molekule
vode, ioni HCO3, COs%, OH te rjede CI-, SO4%, F i NO2 (Gaillardet i sur., 2004).

Budu¢i da je voda dinamican medij, jasno je da koncentracije metala u vodi ukazuju
samo na kratkotrajnu izloZenost i trenutno stanje okolisa prilikom uzorkovanja. Stoga je, da bi
se dobile informacije o bioraspolozivim koncentracijama metala, a time i njihovim
potencijalnim toksi¢nim ucincima, nuzno pratiti i bioakumulaciju metala u vodenim
organizmima kao pokazatelj dugorocne izlozenosti sustava i organizama metalima, kao i
klju¢an korak u prepoznavanju opasnosti za Zive organizme u vodi te posljedi¢no i za ljude
putem lanca ishrane.

Kao primjer slatkovodnih sustava pod utjecajem antropogenih aktivnosti u vidu ispusta
otpadnih voda gradova i tvornica, kao i poljoprivrednih i/ili ribnjacarskih aktivnosti te
posljedi¢no umjerenog onecis¢enja metalima odabrane su dinaridska rijeka Krka te panonska
rijeka Ilova u Hrvatskoj. Ovi osjetljivi ekosustavi su ekoloski i strateski bitni za Republiku
Hrvatsku zbog zastienih blizine podrucja, Nacionalnog parka Krka (NP Krka) te Parka
prirode Lonjsko Polje (PP Lonjsko Polje).

2.2.1. Dinaridske i panonske rijeke

Prema podjeli Europe na limnografske regije, zasnovanoj na vodenoj fauni (lllies,
1978), hidrografski prostor Hrvatske podijeljen je na Panonsku i Dinaridsku ekoregiju, te se
na nacionalnoj razini Dinaridska ekoregija dodatno dijeli na tri subekoregije: Dinaridsku
kontinentalnu subekoregiju, Dinaridsku primorsku subekoregiju i Dinaridsku primorsku
subekoregiju Istru (Plan upravljanja vodnim podru¢jima 2016.-2021.).

Sto se ti¢e vodnih podrudja, teritorij Republike Hrvatske hidrografski pripada slivu
Jadranskog mora i slivu Crnog mora te je podijeljen na dva vodna podru¢ja — vodno podrucje
rijeke Dunav i jadransko vodno podrucje (Izvjes¢e o provedbi planova upravljanja vodnim

podruc¢jima iz Okvirne direktive 0 vodama, 2015; Zakon o vodama, 2019). PovrSina vodnog
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podrugja rijeke Dunav iznosi 35117 km?, odnosno obuhvaéa 62 % hrvatskog kopnenog
teritorija. Okosnice otjecanja s vodnog podrucja su rijeke Sava i Drava, a podrucje podsliva
Save (PS Sava) zauzima 25764 km? ili 73 % povrsine vodnoga podrucja rijeke Dunav, a
podruéje podsliva Drave i Dunava (PS Drava) 9353 km? ili 27 % povrsine ovog vodnog
podruc¢ja. Vodno podruéje rijeke Dunav u Republici Hrvatskoj je dio Sireg medunarodnog
vodnog podru¢ja Dunava (Plan upravljanja vodnim podrucjima 2016-.2021.; Tadi¢ i sur.,
2020). Jadransko vodno podrucje se sastoji od viSe slivova ili dijelova slivova jadranskih
rijeka s pripadaju¢im podzemnim, prijelaznim i priobalnim vodama. PovrSina iznosi 35303
km?, §to je oko 40 % ukupnog teritorija Republike Hrvatske. Jadransko vodno podruéje u
Republici Hrvatskoj pripada Sirem medunarodnom slivu Jadranskoga mora, a dio voda
jadranskog vodnog podrucja su pograni¢ne ili prekograni¢ne vode medudrzavnoga znacaja
(Plan upravljanja vodnim podrué¢jima 2016.-2021.). Vodno podrucje rijeke Dunav i jadransko
vodno podru¢je razlikuju se prema geoloSkim, pedoloskim, litoloSkim, hidroloskim 1
klimatskim obiljezjima, kao i zemljisnom pokrovu, socio-ekonomskim prilikama te prisutnim
vrstama na svakom od podruéja (Plan upravljanja vodnim podruc¢jima 2016.-2021.).

Od dviju istrazivanih rijeka, rijeka Krka pripada Dinaridskoj primorskoj subekoregiji te
jadranskom vodnom podrucju, dok se rijeka Ilova nalazi unutar Panonske ekoregije te pripada
vodnom podrucju rijeke Dunav (Plan upravljanja vodnim podrué¢jima 2016.-2021.)

Prema Planu upravljanja vodnim podrucjima 2016.-2021. doslo je do unaprjedenja
tipologije rijeka te se slijedom gledanih abiotickih ¢imbenika mogu razluciti 24 tipa i 47
podtipova tekucica u Hrvatskoj. KoriSteni ¢imbenici za tipizaciju rijeka bili su pripadajuca
ekoregija, veli¢ina sliva, geoloska 1 litoloSka podloga, nadmorska visina te pojedini izborni
¢imbenici. Prema navedenoj kategorizaciji rijeka Krka ve¢im dijelom svojeg toka, osobito
uzvodnog, pripada ekotipu HR_R_12, odnosno prigorskim srednje velikim i velikim
teku¢icama u Dinaridskoj primorskoj subekoregiji s nadmorskom visinom 200-500 m,
veli¢inom sliva 10-10000 km? te vapnenatkom podlogom. Rijeka Ilova svrstava se u tip
HR_R_4 u Panonskoj ekoregiji, odnosno u nizinske srednje velike i velike tekucice s
nadmorskom visinom < 200 m, veli¢inom sliva 10-10000 km? te silikatno ili silikatno-
vapnenackom podlogom (Registar vodnih tijela prema Planu upravljanja vodnim podrucjima

2016.-2021.).

2.2.1.1. Rijeka Krka

Rijeka Krka je dinaridska krska rijeka u obalnom podrucju juzne Hrvatske ¢ija slivna

povrsina iznosi oko 2657 km?, duzine je oko 73 km, pri ¢emu se 49 km odnosi na slatkovodni
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dio toka. Pripada slivu Jadranskog mora i izvire u podnozju Dinare podno Topoljskog slapa,
udaljenog 3,5 km od grada Knina, a u Jadransko more se ulijeva kod Sibenika (Javna
ustanova NP Krka, 2021). U slatkovodnom dijelu toka ima pet pritoka: Kr¢i¢, Kosov¢icu,
Oragnicu, Butiznicu te Cikolu. Zbog prirodnih ljepota, slapova, sedrenih barijera, brzaca i
podzemnih izvora podruéje od 109 km? porje¢ja Krke (dva kilometra nizvodno od Knina do
Skradina) i donjeg toka rijeke Cikole proglaseno je 1985. godine Nacionalnim parkom Krka
(Javna ustanova NP Krka, 2021).

Iako podrué¢je oko rijeke Krke nije gusto naseljeno, rijeka je izlozena antropogenim
aktivnostima koje predstavljaju potencijalnu opasnost za Zivi svijet ovog osjetljivog krSkog
sustava i NP Krka. Naime, komunalne vode grada Knina predstavljaju jednu od potencijalnih
opasnosti za onecisc¢enje Krke jer se bez prikladnog proc¢is¢avanja direktno izlijevaju u rijeku
Krku. Nadalje, otpadne vode tvornice vijaka u Kninu ispustaju se u bazene predvidene za
prociséavanje, ali osobito u vrijeme obilnih oborina te otpadne vode se ulijevaju u rijeku
Orasnicu te time indirektno i u samu rijeku Krku zbog cega su ovi bazeni u Planu
gospodarenja otpadom Republike Hrvatske za razdoblje 2017.-2022. predstavljeni kao jedna
od “crnih toc¢aka” oneciS¢enja na podrucju Hrvatske. Dodatan problem je Sto se navedeno
podrucje nalazi svega 2 km uzvodno od granice NP Krka te ugrozava i ovo zasti¢eno podrucje
te $to zbog uglavnom karbonatne podloge moze lako do¢i do poniranja ovih otpadnih voda u
podzemlje ¢ime se ugrozavaju i izvori pitke vode. Uvidom u Registar vodnih tijela prema
Planu upravljanja vodnim podrucjima 2016.-2021., istrazivana vodna tijela rijeke Krke
uglavnom pokazuju vrlo dobro i/ili dobro ekolosko i kemijsko stanje, kao i fizikalno-kemijske
¢imbenike, hidromorfoloske elemente i1 razinu specificnih oneciS¢ujuc¢ih tvari. Medutim,
upravo podru¢je oko grada Knina i nizvodno od Knina, kao i jezero Brljan, pokazuju
umjereno, pa Cak i loSe stanje Sto se ti¢e ekoloSkog i1 kemijskog stanja i hidromorfoloskih
elemenata (lzvadak iz Registra vodnih tijela prema Planu upravljanja vodnim podrucjima
2016. — 2021., klasifikacijska oznaka: 008-02/21-02/74, 2021; Tadi¢ i sur., 2020).

Dva prethodna istrazivanja koja navode koncentracije niza metala u vodotoku rijeke
Krke uzvodno od pocetka NP Krka (Ca, Mg, Zn, Cd, Pb i Cu) ukazuju na potencijalne
prijetnje nacionalnom parku, osobito u blizini grada Knina (Cukrov i sur., 2008b, 2012). Iz
svih navedenih razloga, rijeka je bila predmet sveobuhvatnih istrazivanja u razdoblju 2015.-
2016. godine s naglaskom na dvije lokacije koje predstavljaju gradijent oneciScenja,
referentnoj lokaciji na izvoru rijeke Krke te drugoj postaji 2 km nizvodno od grada Knina i
mjesta ispusta komunalnih i industrijskih otpadnih voda (Slika 1) (Filipovi¢ Mariji¢ i sur.,

2018; Serti¢ Peri¢ i sur., 2018). Iako su obje lokacije svrstane u kategoriju voda dobre ili vrlo
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dobre kakvoce prema Uredbi o standardu kakvoce voda (2019), svi izmjereni fizikalno-
kemijski ¢imbenici vode ukazivali su na losije okolisne uvjete nizvodno od ispusta otpadnih
voda, od kojih su temperatura, vodljivost, ukupne otopljene tvari te tvrdo¢a vode pokazali
statistiCki znacajne razlike izmedu postaja (Serti¢ Peri¢ i sur., 2018). lako su koncentracije
metala u vodi takoder relativno niske u ¢itavom sustavu, Sto je karakteristi¢no za krske rijeke,
zabiljezen je znaCajan porast nekoliko elemenata u blizini grada Knina, osobito Fe, Li, Mn,
Mo, Sr, Rb i Ca pri ¢emu je najvisi porast na u odnosu na izvor rijeke Krke zabiljezen za Fe i
Mn, koji su bili 17, odnosno 38 puta poviSeni kod Knina, dok su ostali elementi pokazali
prosjecni porast od oko 2 puta (Filipovi¢ Mariji€ i sur., 2018; Serti¢ Peri¢ i sur., 2018). lako
se trenutno onecis¢enje pokazalo uglavnom umjerenim, trendovi su ukazali na potencijalne

opasnosti za ocuvanje ljepota, bogatstva vrsta te specificnih mikrostanista unutar samog NP

Krka i potrebu trajnog monitoringa i zastite.

D T
0 10 km

p Ty

W pstuarij Krke sl
~T<_‘:‘\ 3 Nacionalnipark
Krka
je Sibenik

Slika 1. Karta rijeke Krke s oznac¢enim mjestima uzorkovanja (izvor Krke kao referentna
postaja i lokacija nizvodno od Knina kao onecis¢ena postaja) (preuzeto i prilagodeno iz

Filipovi¢ Mariji€ 1 sur., 2018)

2.2.1.2. Rijeka llova

Rijeka llova je panonska rijeka u kontinentalnom dijelu sredisnje Hrvatske ¢ija ukupna
slivna povrsina iznosi oko 1128 km? a duzina oko 96 km (Plan upravljanja vodnim

podruc¢jima 2016.-2021.), iako su se navedene brojke mijenjale nekoliko puta tijekom godina
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zbog niza hidrotehnic¢kih zahvata na porje¢ju rijeke (Plantak i sur., 2016). lzvire na sjevernim
obroncima Papuka u naselju Velika Babina Gora na nadmorskoj visini od 205 metara,
nastavlja se dolinom koja je nadalje uvjetovana rasjedom izmedu Papuka i juznih obronaka
Bilogore te poprima smjer otjecanja od sjeveroistoka prema jugozapadu (Plantak i sur., 2016).
Kao lijeva pritoka rijeke Lonje pripada porjec¢ju rijeke Save c¢ime ujedno pripada i
Crnomorskom slivu. Rijeka llova ima puno pritoka pri ¢emu se kao najveca istice rijeka
Toplica, dok su ostali izdvojeni pritoci Tomasica, Peratovica, Cavlovica, Garesnica,
Briljanica, Sovarnica, Rijeka i Rastovac, Kutinica (Plantak i sur., 2016).

Podruc¢je oko rijeke llove je izlozeno antropogenom pritisku u vidu hidrotehnickih
radova koji ukljuCuju pretvaranje mo¢varnih podrucja u brojne ribnjake, izgradnju kanala i
nasipa, produbljivanja korita rijeka, sto je u istrazivanju hidromorfoloskog stanja tekucica u
porjecju Ilove rezultiralo time da ukupno 38,5 % duljine vodotoka ne zadovoljava ciljeve
prema Okvirnoj direktivi EU-a 0 vodama jer je dobilo ocjenu umjereno promijenjenog, loseg
ili vrlo loSeg morfoloskog stanja (Plantak i sur., 2016). Vodotoci u blizini vecih naselja dobili
su najlosije, odnosno nezadovoljavajuée ocjene, kao i dionice koje su neposredno povezane s
ribnjacima. Uz navedeno, istraZivane su i promjene protoka i proto¢nih reZima na rijeci Ilovi
te je pokazano da su promjene proto¢nih rezima Ilove u razdoblju od 1961. do 2016.
ponajprije  uzrokovane promjenom klimatskih elemenata, unato¢ ve¢ navedenim
antropogenim utjecajima u porje¢ju, odnosno provedenim hidrotehni¢kim izmjenama kao i
postojanju nekoliko velikih ribnjaka (Oresi¢ i sur., 2018). Kvalitativni i kvantitativni sastav
makrozoobentosa 1991. godine je ukazao na dobro stanje, raznovrsnost i veliku biomasu u
gornjem Poilovlju, dok je u nizvodnom smjeru zabiljeZen puno manji broj vrsta §to govori i u
prilog losijem ekoloSkom statusu (Deli¢, 1991).

Uz ribnjake, koji su i podru¢ja rekreativnog i sportskog turizma te poljoprivrednu
aktivnost, srednji i donji dio toka rijeke llove ugrozeni su ispustom komunalnih voda grada
Kutine te neobradenih industrijskih otpadnih voda tvornice gnojiva (Durgo i sur., 2009). Za
razliku od rijeke Krke gdje se antropogeni utjecaj nije toliko o¢itovao u analizama kakvoce
vode i okolisa, uvid u Registar vodnih tijela rijeke llove (lzvadak iz Registra vodnih tijela
prema Planu upravljanja vodnim podru¢jima 2016. — 2021., klasifikacijska oznaka: 008-
02/21-02/74, 2021) ukazuje na loSe i vrlo loSe stanje vecine ispitivanih vodnih tijela ovog
ekosustava Sto se ti¢e bioloskih elemenata kakvoce, ekoloSskog i kemijskog stanja te
hidromorfoloskih elemenata, ali uglavnom jo$ uvijek zadovoljavaju¢e razine specifi¢nih

oneciscujucih tvari.
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Unatoc tome, utjecaj svih antropogenih aktivnosti na ovo podrucje slabo je istrazen te je
bio predmet samo dva prethodna istrazivanja koja su istrazivala kemijski sastav vode
skupljene u deponiju fosfogipsa iz tvornice gnojiva (Durgo i sur., 2009) te toksi¢ni potencijal
povrsinske vode rijeke Ilove (Radi¢ i sur., 2013). Usporedbom tih tvorni¢kih otpadnih voda
na temelju maksimalno dopustene koncentracije elemenata, prema tada vazecem Pravilniku o
grani¢nim vrijednostima parametara opasnih i drugih tvari u otpadnim vodama (NN 94/08),
otkriveno je najvece obogacenje elementima: F, V, Fe, Cr (VI), Cu i Zn, koji su bili 6-308
puta vi$i od maksimalno dopustenih vrijednosti (Durgo i sur., 2009). Kako bi se provelo
detaljnije istrazivanje cjelokupnog antropogenog utjecaja na Zivi svijet rijeke Ilove, kao dio
HRZZ projekta ,,AQUAMAPMET” u razdoblju 2017.-2018. godine istrazivane su dvije,
odnosno tri lokacije prema gradijentu onec¢is¢enja. Prvo mjesto uzorkovanja na rijeci llovi
smjeSteno je kod sela Maslenjaca i izabrano je kao referentna postaja za uzorke vode i
sedimenta jer je pod najslabijim antropogenim utjecajem, odnosno nalazi se u gornjem dijelu
njenog toka, uzvodno od svih ribnjaka, industrijaliziranog i poljoprivrednog podrucja (Slika
2). Druga lokacija smjesStena je nizvodnije kod sela Ilova i djelomi¢no je pod utjecajem
uzgajalista riba (Slika 2). Nadalje, rijeka llova oko 1 km nizvodno od grada Kutine prima
otpadne vode kroz rijeku Kutinicu u koju se ispustaju neobradene otpadne vode tvornice
gnojiva 1 grada Kutine. Dodatnu zabrinutost predstavlja i Cinjenica da se nizvodno od
Kutinice, Ilova ulijeva u rijeku Lonju koja tvori mocvarno podrucje zasticeno kao Park

prirode Lonjsko polje (http://www.pp-lonjsko-polje.hr/). Stoga je treca lokacija bila smjeStena

u blizini sela TrebeZ, koje se nalazi oko 8 km nizvodno od utoka rijeke Kutinice u Ilovu (Slika
2), odnosno unutar zasticenog podrucja PP Lonjsko Polje (Mijosek i sur., 2020a). IstraZivanje
je ukazalo na loSije okolisne uvjete u donjem toku rijeke Ilove kod sela Trebeza gdje su
ukupne otopljene soli, koli¢ina nitrata te fosfata bili iznad dopuStenih granica, dok je voda
kod sela Maslenjace i Ilove uglavnom bila dobre ili vrlo dobre kvalitete. Vec¢ina metala je
takoder bila statisticki znacajno viSa u uzorcima vode i sedimenata na oneciS¢enoj postaji kod
sela Trebez, pri ¢emu je najveéi porast u nizvodnom smjeru rijeke zabiljezen za elemente
poput Al, As, Cd i Ni koji su bili visestruko poviseni u odnosu na dvije uzvodne postaje i
ukazali su na znacajan antropogeni pritisak u nizvodnom dijelu rijeke llove te na potencijalne

opasnosti za park prirode (Mijosek 1 sur., 2020a).
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Slika 2. Karta rijeke llove s oznacenim mjestima uzorkovanja (Maslenjaca, selo Ilova, selo

Trebez) (preuzeto i prilagodeno iz Mijosek i sur., 2020a)

2.3. Metali u vodenim organizmima
2.3.1. Unos u organizme i medustanic¢ni prijenos

Metali u vodene organizme dospijevaju preko vanjske povrSine tijela, respiratornih
organa (8krge), probavnog epitela ili najceS¢e kombinacijom svih ovih putova (Deb i
Fukushima, 1999), pri ¢emu kao izvor metala za organizme sluze i voda i sedimenti i hrana.
Unos preko povrsine tijela dominantan je kod jednostavnijih vodenih organizama, dok u
slozenijih organizama veéu vaznost ima izravan unos metala putem Skrga i probavila (Deb i
Fukushima, 1999). Disanjem, odnosno izmjenom plinova, kroz Skrge prolaze i ostale
otopljene tvari, ukljucuju¢i metale, dok unos putem prehrane takoder predstavlja izravni unos
metala u organizam koji ¢esto ima i najveci doprinos u akumulaciji metala (Clearwater,
2000). Ukoliko do unosa metala uglavnom dolazi preko vode najces¢e govorimo o
biokoncentraciji metala u organizmu, a ako se nakupljanje metala odvija putem vode i hrane
govori se 0 bioakumulaciji (YYarsan i Yipel, 2013).

Opcenito se metali raspodjeljuju po organima, tkivima i stanicama organizma, kao i
razli¢itim unutarstani¢nim odjeljcima koji se prema Wallaceu i sur. (2003) dijele na stani¢ne
frakcije osjetljive na prisutnost metala (MSF, metal sensitive fraction) koje uklju¢uju organele
(mitohondriji, lizosomi, mikrosomi) i toplinski nestabilne proteine poput enzima (HDP, heat-
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denatured proteins), dok bioloski detoksicirane frakcije metala (BDF, biologically detoxified
fraction) ukljucuju granule bogate metalima (MRG, metal-rich granules) i toplinski stabilne
proteine poput metalotioneina (HSP, heat-stable proteins). Takva je unutarstani¢na raspodjela
metala uvijek specificna za pojedini metal, organ i organizam, ali i dinami¢na ovisno o
uvjetima izlozenosti metalima i nizu drugih okolisnih ¢imbenika (Wang i Rainbow, 2006).
Sam unos metala u stanicu se vrsi preko stani¢nih membrana procesima jednostavne
difuzije ili olaksane difuzije, aktivnog transporta i pinocitoze (Simkiss, 1998), a za unos u

stanice je najraspoloziviji hidratizirani ionski, odnosno bioloski raspoloziv oblik metala u
ionski oblik metala, dok se kompleksiranjem s organskim i anorganskim ligandima smanjuje
njihova toksi¢nost, iako postoje i izuzeci poput Hg, Pb, Se i Sn (Florence i Batley, 1977).
Ovisno o kemijskom obliku metala, postoje razli¢iti mehanizmi asimilacije i detoksikacije u
stanicama organizama. Ukoliko je metal vezan u neki lipofilni kompleks moZe u¢i u stanicu
direktno pasivnom difuzijom (Slika 3a). Hidrofilni oblici zahtijevaju aktivni oblik prijenosa
putem transportnih proteina (Slika 3b). U stanici dolazi do oksidacije ili redukcije metala $to
moze dovesti do povecanja koli¢ine reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, reactive oxygen
species), Sto potom dovodi do oksidacijskog stresa i toksi¢nih ucinaka (Slika 3c,d). Kako bi se
izbjegla toksi¢nost, odredeni metali se vezu na termostabilne proteine poput metalotioneina
(Slika 3e). Drugi bioloski zastitni mehanizam protiv toksi¢nosti metala je njihova akumulacija
u organelima u formi inertnih granula koje se izluc¢uju tijekom zivotnog ciklusa (Slika 3f)
(Vijver i sur., 2004). Metali unutar stanice mogu biti vezani i na aminokiseline, proteine i
organske kiseline (Slika 3g), kompleksirani ve¢ u izvanstanicnom mediju (Slika 3h), a u

suvisku mogu se i eliminirati iz organizma (Slika 3i) (de Paiva Magalhaes i sur., 2015).
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Slika 3. Razli¢iti mehanizmi asimilacije i detoksikacije metala u stanicama (preuzeto i

prilagodeno iz de Paiva Magalhaes 1 sur., 2015)

Sto se ti¢e ekskrecije metala, ribe mogu izludivati Stetne tvari, pa tako i metale, iz
organizma putem koze, bubrega, Skrga i probavila (Olsson i sur., 1998), pri ¢emu se

dominantan nac¢in ponovno razlikuje ovisno o elementu.

2.3.2. Esencijalni i neesencijalni metali

S bioloske tocke gledista, metali se dijele na esencijalne i neesencijalne. Esencijalni
metali su prirodno prisutni u zivim bi¢ima te imaju vaznu i metabolicku funkciju u
organizmima kao dio enzima, hormona ili vitamina, odnosno molekula koje grade stanice i
tkiva te njihov nedostatak u organizmu moze biti uzrok mnogih $tetnih ucinaka. U skupinu
esencijalnih elemenata se ubrajaju makroelementi Ca, K, Mg i Na te mikroelementi, poput
Co, Cu, Fe, Mn, Se ili Zn (Wood i sur., 2012). Iako su ti elementi nuzni i neophodni za
funkcioniranje organizama, zbog prekomjernog unosa te prelaska optimalnih koncentracija i
oni mogu postati toksi¢ni. S obzirom na to da esencijalni elementi djeluju na organizme i
stimulativno 1 potencijalno toksicno, tesko je u potpunosti razluciti i definirati njihovu
toksi¢nost. Stoga se odnos koncentracije svakog elementa i njegovog ucinka moze opisati

krivuljom na kojoj je moguce definirati podrucje tolerancije i/ili optimuma, s grani¢nim
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gornjim i donjim koncentracijama metala, te podrucje toksi¢nosti i letalnosti (Slika 4). U
sluc¢aju esencijalnih elemenata, s obzirom da su neophodni zZivim organizmima, vidljivo je da
postoji podru¢je koje ukazuje na njihov nedostatak u organizmu, nesSto Siri raspon
koncentracija koje predstavljaju njihov optimum, ali i podruéje toksic¢nosti i letalnosti uslijed
pojacanog unosa (Slika 4).

One metale i metaloide koji se nalaze u prirodi, ali za koje do sada nije otkrivena
nikakva bioloska i metaboli¢ka uloga u Zivim organizmima nazivamo neesencijalnima, a to su
primjerice As, Cd, Hg i Pb. Zivi organizam podnosi vrlo uski koncentracijski raspon tih
elemenata te oni mogu izazvati toksi¢ne ucinke, pa i smrtnost, i ve¢ pri vrlo niskim
koncentracijama (Slika 4) (Verma i Dwiwedi, 2013). Njihova toksi¢nost uvelike proizlazi iz
slicnosti s esencijalnim metalima, zbog ¢ega mogu zamijeniti esencijalne elemente te istim
putovima u¢i u stanice i vezati se za vazne biomolekule $to dovodi do narusavanja

metabolic¢kih funkcija, a time i toksi¢nosti (Wood i sur., 2012).
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Slika 4. Odnos koncentracija esencijalnih i neesencijalnih metala i njihovih u¢inaka na

organizme (preuzeto i prilagodeno iz Forstner i Wittmann, 1981)

2.3.3. Toksi¢ni ucinci metala i mehanizmi detoksikacije

Kao i druge stetne tvari, metali u vodenim organizmima mogu imati Siroki spektar
negativnih i toksi¢nih ucinaka na svim bioloskim razinama od stanice, organa, organizma,
populacije pa sve do ¢itavog ekosustava (Slika 5).

Promjene na razini populacija, biocenoza i1 ekosustava su manje specificne, poput
promjena u sastavu, starosnoj strukturi, smanjenja geneticke raznolikosti te pada bogatstva

vrsta 1 bioraznolikosti, kao i promjena u hranidbenim mrezama nekog sustava te se javljaju
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nakon duge i kroni¢ne izlozenosti i znafajnog djelovanja zagadivala. Ipak, svaki toksi¢ni
ucinak pocinje na molekularnoj i stani¢noj razini, a posljedi¢no moze dovesti i do promjena
na razini cijelog organizma (Mussali-Galante i sur., 2013). U¢inci na razini organizma mogu
biti morfoloske (deformacija ljustura, Skrga, skeleta), bihevioralne (razliCite promjene u
ponasanju) 1 fizioloSke prirode (smanjen fekunditet 1 fertilnost, poremecaji 1 bolesti u radu
tkiva i organa).

Toksi¢ni ucinci na stani¢noj razini su inhibiranje enzima, promjene funkcija proteina,
oksidacijski stres, poremecaji mitohondrijske aktivnosti i propusnosti membrana, kao i
razli¢ita oste¢enja DNK (Phillips i Rainbow, 1993) (Slika 5). Naime, metali se mogu vezati na
funkcionalne skupine bioloski vaznih molekula, tzv. metaloproteina, te ukoliko se radi o
neesencijalnim elementima, dovesti do inhibicije ili promjene funkcija tih molekula
(Viarengo, 1985). Metali imaju ulogu i u nastanku oksidacijskog stresa koji predstavlja
metabolicko stanje organizma koje je prateno povecanjem koli¢ine reaktivnih kisikovih
spojeva. Reaktivni oblici kisika obuhvacaju radikale kisika (superoksidni, hidroksilni,
peroksidni) i reaktivne neradikalne derivate kisika (vodikov peroksid, hipokloritna kiselina).
lako su Kisikovi radikali u ograni¢enim koncentracijama sastavni dio metabolizma, oni su
visoko reaktivne molekule i u suvisku mogu ostetiti stani¢ne strukture (stani¢nu membranu i
organele), dovesti do inaktivacije enzima ili lipidne peroksidacije (Sevcikova i sur., 2011).
Oksidacijski stres pogubno utjece na vec¢inu stani¢nih struktura, ukljucujué¢i membrane, lipide,
proteine, lipoproteine i nukleinske kiseline te uzrokuje peroksidaciju lipida, s posljedi¢nim
oSteCenjima stanicne membrane i lipoproteina. Proteini se djelovanjem Kkisikovih radikala
podvrgavaju razli¢itim konformacijskim modifikacijama koje mogu imati utjecaja na gubitak
ili oSte¢enje njihove enzimske aktivnosti. Nadalje, mitohondriji koji ¢ine stani¢ni energetski
pogon, mogu akumulirati veée koli¢ine metala §to moze dovesti do inhibicije njihove
aktivnosti i oksidativne fosforilacije, ¢ime se narusava energetski status stanice (Viarengo,
1985). Toksi¢an uc¢inak metala dovodi i do poremecaja pasivnog i aktivnog prijenosa tvari
uslijed poremecaja propusnosti membrane, bilo vezanjem odredenih metala za fosfatne
skupine u lipidnim slojevima membrane, inhibicijom enzima Na/K ovisne ATP-aze, ili
posredno, smanjenjenom koli¢inom raspolozivog ATP-a (Viarengo, 1985).

Ipak, kako bi se sprijecili i/ili smanjili toksi¢ni uéinci metala, organizmi imaju razlicite
homeostatske i detoksikacijske mehanizme koji odrzavaju koncentracije metala u uskom
rasponu ili dovode do njihove eliminacije (Mason i Jenkins, 1995). Naime, metali se mogu
akumulirati u obliku inertnih granula, vezati unutar lizosoma ili za specifi¢cne biomolekule

koje imaju ulogu u njihovoj detoksikaciji poput metalotioneina (Viarengo, 1985). Nadalje, u
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obrani od oksidacijskog stresa postoji Citav sustav antioksidansa koji nastoje odrzati ravnotezu
u organizmu kako ne bi doslo do povecane proizvodnje kisikovih radikala. Antioksidansi se
dijele na antioksidacijske enzime i antioksidacijske molekule. Najvazniji antioksidacijski
enzimi su katalaza (CAT), superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPx) te
glutation S-transferaza (GST), dok su vazne antioksidacijske molekule glutation (GSH),
vitamin C te vitamin E (Martinez-Alvarez i sur., 2005). Nadalje, akumulirana koli¢ina metala,
odnosno razlika izmedu unosa i izlu¢ivanja metala, pa tako i potencijalna toksi¢na djelovanja
metala, ovise o nizu abioti¢kih (temperatura, salinitet, pH, intenzitet svjetlosti, koli¢ina
otopljenih tvari) i biotickih ¢imbenika (veli¢ina, starost, spol, fiziologija i kondicijsko stanje
organizma). Budu¢i da se metali u organizmima akumuliraju u specifiénim organima i
tkivima koji sluze kao bioindikatorska tkiva, dodatan doprinos daje i afinitet nekog metala

prema odredenom tkivu, kao i struktura i funkcija samog tkiva.

Stanicnai

inbleknlarig # Razina ‘ Razina - Razina ‘ Razina
' jedinke populacije biocenoze ekosustava

razina

1 1 1 1 1

- DNK adukti -rizik od bolesti - narusena starosna - promjene u - promjene u
- oksidativni stres - kraéa Zivotna i spolna struktura bioraznolikostii kruZenju tvari
- indukcija metalotioneina doba - nizak bogatstvu vrsta - promjene u
- kromosomske aberacije - morfoloske reproduktivni - promjene hranidbenim
- DNK lomovi promjene uspjeh dominantnih vrsta mrezama

- indukcija ili inhibicija - promjene u - promjene - promjena sastava

metabolickih enzima ponasanju geneticke zajednice

- poremecaj popravka - smanjen raznolikosti - gubitak

DNK fekunditet - nizak fitness bioraznolikosti

- poremecaj - smanjena - pad brojnosti

mitohondrijske aktivnosti fertilnost populacije

- poremecaj propusnosti
membrana

Slika 5. Prikaz toksi¢nih ucinaka zagadivala na razli¢itim razinama bioloske organizacije

(preuzeto i prilagodeno iz Mussali-Galante i sur., 2013)

2.4. Bioindikatorski organizmi

Zbog dinamike vodenih sustava, mjerenje koncentracija metala u vodi ne odrazava
dugoro¢nu izloZenost metalima, te se, kako bi se procijenilo stanje i kvaliteta okoliSa, kao i
utjecaj antropogenih aktivnosti na onecis¢enje okolisa, najcesc¢e Kkoriste prikladni
bioindikatorski organizmi koji daju pouzdaniju i zbog dugorocne izlozenosti, vremenski

precizniju procjenu utjecaja onecis¢enja na okoli§ (Kraemer i sur., 2006; Ovaskainen i sur.,
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2019). Bioindikatori su organizmi koji svojom prisutno$¢u ili odredenom reakcijom na
¢imbenike u okoliSu mogu ukazivati na stanje okoliSa, prisutnost odredenih spojeva i
promjene tijekom vremena. Mogu odrazavati poremecaje u okoliSu nastale i zbog prirodnih i
antropogenih utjecaja, iako je fokus koriStenja bioindikatora najée$¢e upravo na procjeni
antropogenog utjecaja (Holt i Miller, 2010). NajéeS¢e koristeni akvaticki bioindikatorski
organizmi su ribe, rakovi i Skoljkasi (Langston i Bebiano, 1998, Ivankovi¢ i sur., 2005:
Geffard i sur., 2007; Filipovi¢ Mariji¢ i sur. 2016; Krasnici i sur., 2019). Medutim, jo$ uvijek
postoji potreba za pouzdanim i osjetljivim bioindikatorima, koji bi brzo odrazavali
biorasplozivu, a time i potencijalno toksi¢nu razinu metala, kao i ukazivali na kratkotrajne 1
dugotrajne promjene koncentracija metala u vodenom okolisu. Budu¢i da je za najcesce
koriStena indikatorska tkiva poput jetre, Skrge ili bubrega potrebno Zrtvovati Zivotinju,
neletalne alternative poput ljusaka riba pokazuju potencijal kao dobri pokazatelji stanja
okolisa koji bi smanjili invazivnost metoda i negativan utjecaj na bioraznolikost sustava i
bogatstvo vrsta do kojeg moZze do¢i wuslijed pojacanog uzorkovanja standardnih
bioindikatorskih organizama te koristenja njihovih organa za analize.

Idealni bioindikatorski organizmi moraju zadovoljiti niz kriterija koje ve¢inom ne moze
zadovoljiti samo jedna vrsta pa je dobro Koristiti grupu organizama. Prije svega,
bioindikatorski organizam treba biti Siroko rasprostranjen i zastupljen, treba imati ogranic¢eno
podrucje kretanja, nisku geneticku i ekoloSku varijabilnost, dovoljno dug Zivotni vijek i
veli¢inu za provodenje analiza, jasan troficki status te pokazivati osjetljivost na odredenu
grupu zagadivala. Odgovor dobrog bioindikatorskog organizma bi trebao upucivati i na
odgovore drugih vrsta, pa ¢ak i cijelog ekosustava. Prakti¢nost u smislu lakog uzorkovanja i
determinacije vrsta takoder je vazan kriterij. Nadalje, ponekad je bitna i socijalna komponenta
kada se radi o ekonomski ili komercijalno vaznim vrstama, onim vrstama koje se koriste u
poljoprivredi ili u slucaju donosenja regulativa o zastiti okolisa (Gerhardt, 2002; Holt i Miller,
2010).

S obzirom da upotreba bioindikatorskih organizama daje procjenu promjena u stanistu,
kumulativnih utjecaja i pristutnog zagadenja, njihova primjena ima prednost nad standardnim
kemijskim testovima i mjerenjima fizikalnih parametara okolisa. Ipak, uz brojne prednosti
bioindikatori imaju i nedostatke. Dok mnoge kemijske analize u okolisu predstavljaju stanje
samo u trenutku uzorkovanja, prednost organizama je Sto dodaju i vremensku komponentu
koja odgovara boravku organizma u odredenom sustavu i na taj nacin daju integriranu
informaciju o trenutnim i proslim uvjetima u okolisu (Holt i Miller, 2010). Budu¢i da

organizmi imaju sposobnost akumulacije nekih zagadivala, primjerice metala i organskih
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zagadivala, razina oneciS¢enja 1 utjecaja na organizme, posebno viSe troficke razine, bi bila
podcijenjena ukoliko bi se gledale samo kemijske i fizikalne analize. Takoder, odgovori
bioindikatorskih organizama daju jasnija predvidanja kako bi cijeli ekosustavi reagirali na
odredene poremecaje i ukazuju na sloZzene odgovore biocenoza i dinamic¢ne procese u
ekosustavima, Sto je komponenta koju kemijska 1 fizikalna mjerenja nemaju. Medutim, na
odgovore bioindikatora mogu utjecati i drugi abioticki (npr. temperatura, pH, otopljeni kisik) i
bioti¢ki ¢imbenici (npr. bolest, starost, parazitizam, veli¢ina organizma, kompeticija i
predacija), $to otezava razlikovanje prirodne i antropogene varijabilnosti (Steele i sur., 1984;
Carignan i Villard, 2002; Holt i Miller, 2010). Zatim, ekosustavi su bogati organizmima
razliCite razine i slozenosti te uoceni odgovori na jednoj razini ne moraju ukazivati na isti
obrazac kod organizama na drugoj razini. Primjerice, pokazatelji zabiljezeni kod kraljesnjaka
ne moraju odgovarati onima kod beskraljeSnjaka. Vrste imaju i specificne ekoloSke niSe
unutar staniSta pa upravljanje 1 eventualne mjere zaStite ekosustava prema nekom
bioindikatoru ne¢e nuzno uspjesno zastiti i vrste koje imaju drugacije zahtjeve stanista (Holt 1
Miller, 2010). Iz navedenih razloga bitno je koristiti barem nekoliko organizama razliitog
stupnja organizacije kako bi se dobio $to jasniji odgovor za kompleksne sustave i postigli

ucinkoviti na¢ini zastite primjenjivi na §to veci udio organizama nekog ekosustava.

2.4.1. Ribe kao bioindikatorski organizmi

Ribe su medu najceSce koriStenim bioindikatorskim organizmima u slatkovodnim
sustavima. Prednost njihove upotrebe je Sto imaju optimalnu veli¢inu za provodenje niza
analiza, nalaze se na vrhu hranidbenih lanaca pa ukazuju na troficko stanje u ekosustavu,
imaju dug Zzivotni vijek te time ukazuju i na dugoro¢nu i trenutaénu izlozenost, imaju
sposobnost akumulacije zagadivala, a za mno$tvo vrsta ve¢ postoji i niz podataka (Chovanec i
sur., 2003). S obzirom da su kraljesnjaci, ribe imaju i fizioloske i funkcionalne sli¢nosti sa
sisavcima, a ¢ine i vazan dio ljudske prehrane pa se koriste i U svrhu procjene opasnosti za
zdravlje ljudi usporedbom izmjerenih razina pojedinih tvari, ukljuujuéi i metale, s
pravilnicima i definiranim grani¢nim vrijednostima koje ne ugrozavaju zdravlje i okolis.
Problem ponekad moze predstavljati mobilnost riba, osobito ukoliko se radi o migratornim
vrstama, zbog Cega je teSko precizno definirati mjesto i1 vrijeme oneciS¢enja, kao 1 trajanje
izlozenosti (Chovanec i sur., 2003).

Opce je poznato da dugotrajna izloZenost stresorima iz okoliSa kao Sto su oneciscenje ili
niska razina kisika uzrokuje Stetne ucinke na vazne znacajke riba poput metabolizma, rasta,

otpornosti na bolesti, reproduktivnog potencijala te posljediéno na zdravlje, stanje i
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prezivljavanje riba (Barton i sur., 2002; Benejam i sur., 2008). Zbog navedenih karakteristika
ribe se izmedu ostalog smatraju i jednim od najznacajnijih bioindikatora za procjenu
onecis¢enja metalima (Barak i Mason, 1990; Rashed, 2001; Chovanec i sur., 2003; Dragun i
sur., 2018a).

Metali se akumuliraju u razli¢itim organima riba, ovisno o vrsti i 0 kojem se metalu radi
te se stoga Cesto koriste pazljivo odabrani ciljni organi i tkiva. Naj¢es¢e se analize rade u jetri
kao glavnom metaboli¢ckom i detoksikacijskom organu (Giguere i sur., 2004; Dragun i sur.,
2018a). Visoke koncentracije metala uofene su i u bubrezima koji su odgovorni za
homeostazu tjelesnih tekucina, te ekskreciju mnogih metabolita i ksenobiotika kojima riba
moze biti izlozena. Uz ove metabolicki aktivne organe, Cesto se koriste 1 Skrge kao mjesto
izravnog unosa toksikanata iz vode S§to je prikladno za pradenje trenutacne i kratkotrajne
izlozenosti metalima (Langston i Bebiano, 1998; Chovanec i sur., 2003). Medutim, iako je u
posljednjem desetlje¢u aktualna spoznaja da je unos metala putem hrane za ribe od jednakog
ili ¢ak veceg znacaja, nego unos metala vodom (Clearwater i sur., 2000; Lapointe i Couture,
2009), probavilo riba je rijetko koristeno kao bioindikatorski organ u dosadas$njim okoli$nim
istrazivanjima.

Ipak, izlozenost riba metalima tijekom dugih vremenskih razdoblja moze se najbolje
opisati uporabom tvrdih, odnosno kalcificiranih struktura poput ljusaka i otolita riba, koja
predstavljaju neaktivna i metabolicki inertna tkiva, Sto omogucava dobivanje trajnog zapisa o

izlozenosti metalima (Campana, 1999; Tzadik i sur., 2017).

2.4.1.1. Poto¢na pastrva (Salmo trutta Linnaeus, 1758) - rijeka Krka

Znanstvena klasifikacija:
Carstvo: Animalia
Koljeno: Chordata
Razred: Actinopterygii (zrakoperke)
Red: Salmoniformes (pastrvke)
Porodica: Salmonidae (pastrve)
Rod: Salmo

Vrsta: Salmo trutta Linnaeus, 1758

Potoc¢na pastrva je autohtona vrsta riba u Hrvatskoj koja pripada porodici Salmonidae
(pastrve) (Slika 6). Najbrojnija je i najrasprostranjenija autohtona vrsta pastrve u Europi, a

unesena je u Sjevernu Ameriku, Australiju i srednju Afriku (Mrakov¢ié i sur., 2006). Siroko
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je geografski rasprostranjena zbog izrazene sposobnosti adaptacije na novi okoliS,
koloniziranja novih vodenih tokova, a poznata je i kao kvalitetna namirnica te je popularna
vrsta za sportski ribolov (Klemetsen i sur., 2003). Reofilna je vrsta ribe koja uglavnom zivi u
gornjim i srednjim dijelovima rijeka te preferira hladnije i brze vodotoke temperature od 2 do
16 °C (Mrakov¢i¢ 1 sur., 2006).

Odrasle jedinke su predatori koji se hrane mnostvom organizama ukljucuju¢i manje
ribe, Zabe, $koljkase, rakusce, kao i kukce i njihove li¢inke (Mrakov¢i¢ i sur., 2006), §to ih
stavlja na vrh hranidbenih mreZa u slatkovodnim ekosustavima. Dosezu duzinu od 15 do
maksimalno 70 cm te masu od 100 g do 6 kg, ovisno o starosti jedinke i okolisnim uvjetima.
Postaju spolno zrele s 2-3 godine, a mrijest se odvija pri nizim temperaturama i uglavnom
pocinje u jesen (Klementsen i sur., 2003; Mrakov¢ié i sur., 2006).

Prema Crvenoj knjizi slatkovodnih riba Hrvatske poto¢na pastrva se ubraja u osjetljive
vrste, a glavni razlozi ugroZenosti su oneciséenje i mehani¢ke promjene Korita rijeka
(pregradivanje vodotoka, betoniranje, izgradnja hidroelektrana), ¢ime se onemogucava
migracija prema izvorisnim dijelovima $to je potrebno za mrijest (Mrakovci¢ i sur., 2006).
Negativan utjecaj ima i poribljavanje vodotoka koje moze utjecati na geneti¢ku raznolikost
autohtone populacije, a dodatno utjee i na problemati¢nost taksonomskog statusa ove vrste.
Naime, opisane su mnogobrojne forme i podvrste, poput jezerske i poto¢ne forme Ciji statusi u
Hrvatskoj jos nisu u potpunosti razjasnjeni i regulirani (Mrakovc¢ié i sur., 2006).

Poto¢na pastrva se ve¢ pokazala kao dobar bioindikator (Linde i sur., 1998), a kako je
zastupljena i u ljudskoj prehrani, zagadenje metalima u ove vrste je vazan ¢imbenik vezan i uz
ljudsko zdravlje (Culioli i sur., 2009).

Kao vrsta koja je u rijeci Krki zastupljena tijekom Ccitave godine, odabrana je kao
bioindikatorski organizam u naSem istraZivanju za procjenu stanja kakvoée vode ove
dinaridske krske rijeke i istrazivanja utjecaja antropogenih aktivnosti, posebno industrijskih i

komunalnih otpadnih voda, na Zivi svijet ovog ekosustava i obliznjeg NP Krka.

Slika 6. Prikaz poto¢ne pastrve Salmo trutta Linnaeus, 1758 iz rijeke Krke

Autor fotografije: dr. sc. Vlatka Filipovi¢ Mariji¢
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2.4.1.2. Babuska (Carassius gibelio Bloch, 1782) - rijeka Ilova

Znanstvena Klasifikacija:
Carstvo: Animalia
Koljeno: Chordata
Razred: Actinopterygii (zrakoperke)
Red: Cypriniformes (Saranke)
Porodica: Cyprinidae (Sarani)
Rod: Carassisus

Vrsta: Carassius gibelio Bloch, 1782

Babuska je invazivna vrsta u Hrvatskoj koja pripada u porodicu Cyprinidae (Sarani)
(Slika 7). Ova vrsta je autohtona za podruje Azije, toCnije Sibira, ali danas je Siroko
rasprostranjena po citavoj Aziji i Europi (Britton i sur., 2011). Od stani$ta preferira plice
lagune, jezera i sporije vodotoke. Takoder, odgovaraju joj viSe temperature pa je stoga
karakteristi¢na za eutrofna podrucja s puno vegetacije.

Hrani se planktonom, biljem, detritusom i sitnijim bentosom. Babuske mogu narasti do
45 cm, a najcescéa im je duzina 20-25 cm, a masa do 3 kg. Obi¢no se mrijeste u proljece 1/ili
ljeto izmedu travnja i srpnja na temperaturi iznad 14 °C (Kottelat i Freyhof, 2007; Sasi, 2008),
a s obzirom na sposobnost ginogeneze, jajaSca ne moraju biti oplodena od muZzjaka babuske
Sto Cesto rezultira populacijama u kojima su puno zastupljenije Zenke (Sasi, 2008).

Ima visok invazivni potencijal koji ugroZava autohtone vrste kroz kompeticiju za hranu
I staniste te inhibiciju reproduktivne aktivnosti drugih vrsta, ¢ime babuska brzo moze postati
dominantna vrsta u nekom ekosustavu i ¢ak dovesti i do nestanka nekih ribljih vrsta (Ergiiden,
2015). Iako je slatkovodna vrsta, babuska tolerira i odredene razine saliniteta pa ponekad
naseljava i bocate vode. Ima Siroku ekoloSku toleranciju koja ukljucuje razliite uvjete
hipoksije i anoksije, zagadenja i varijacija u temperaturi (De Boeck i sur., 2004; Kottelat i
Freyhof, 2007; Topi¢ Popovi¢ i sur., 2016) te se pokazala kao dobar indikator u procjeni
zagadenja okolisa (De Boeck i sur., 2004; Falfushynska i sur., 2011; Tsangaris i sur., 2011),
uklju€ujucéi 1 zagadenje metalima.

S obzirom na to da je dominatna vrsta u rijeci llovi, odabrana je kao bioindikatorski
organizam u naSem istraZivanju za procjenu stanja kakvoce vode ove panonske rijeke i
istrazivanja utjecaja antropogenih aktivnosti (poljopriveda, ribnjacarstvo, industrijske i

komunalne otpadne vode) na zivi svijet ovog ekosustava i obliznjeg PP Lonjsko Polje.
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Slika 7. Prikaz babuske Carassius gibelio Bloch, 1782 iz rijeke llove
Autor fotografije: dr. sc. Vlatka Filipovi¢ Mariji¢

2.4.1.3. Probavilo kao bioindikatorski organ

lako je pokazano da je unos metala putem hrane za ribe od jednakog ili ¢ak veceg
znaCaja nego unos metala vodom, probavilo riba je joS uvijek rijetko koristeno kao
bioindikatorski organ u okoli$nim istrazivanjima. Ipak, unos hranom je u nekim sluc¢ajevima
vazniji put unosa i za esencijalne elemente poput Cu, Zn i Fe (Clearwater, 2000; Bury i sur.,
2003), ali i neesencijalne poput Tl (Lapointe i Couture, 2009).

Unos metala putem hrane je od velike vaznosti jer ukljucuje metale koji se taloze u
sedimentu, §to zapravo daje podatak o kronicnoj izloZzenosti organizama metalima, za razliku
od unosa samo putem vode kroz Skrge koji ukazuje iskljucivo na trenutacno stanje. Medutim,
uz laboratorijska istrazivanja koja se provode u kra¢em trajanju i pri viSim koncentracijama
metala nego $to su u okoliSu, postoji svega nekoliko radova o akumulaciji metala u probavilu
autohtonih slatkovodnih vrsta riba (Dallinger i Kautzky, 1985; Unlii i sur., 1996; Sun i Jeng,
1998; Sures i sur., 1999; Andres i sur., 2000; Giguere i sur., 2004; Staniskiene i sur., 2006;
Filipovi¢ Mariji¢ 1 Raspor, 2010, 2012, 2014; Jari¢ 1 sur., 2011; Nachev 1 Sures, 2016;
Yeltekin i Saglamer, 2019) te se navode samo ukupne koncentracije metala koje ne ukazuju
na bioloSki 1 metaboli¢ki dostupnu, a time i1 potencijalno toksi¢nu frakciju metala, veé
ukljucuju i detoksicirane oblike metala (Wallace i sur., 2003; Urien i sur., 2018). Uz nekoliko
istrazivanja na klenovima iz rijeke Save u Hrvatskoj (Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor, 2010, 2012),
do nasih istrazivanja poto¢ne pastrve i babuske nije bilo literaturnih podataka o citosolskim
koncentracijama metala u probavilu niti jedne vrste riba, $to ukazuje na nedostatak detaljnijih
informacija o toksi¢nim u¢incima metala na organizme do kojih dolazi putem prehrane.

Vazno je procijeniti bioraspolozivost metala, odnosno koli¢inu metala koju organizam
moze koristiti nakon probavljanja i apsorpcije §to ovisi o vrsti prehrane i samim fizioloskim
potrebama pojedinog organizma (Fairweather Tait, 1983). Opcenito se probavni sustav u riba

sastoji od usne Supljine, Zdrijela, jednjaka, zeluca, srednjeg i straZznjeg crijeva, a vecina
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apsorpcije tvari odvija se u crijevu (Ojo i Wood, 2008). Osnovna grada stijenke probavila riba
je sljedeca:

a) Sluznica (tunica mucosa) koju ¢ine pokrovni epitel, sloj lamine proprije i lamine
muskularis mukoze. Stanice epitela tvore mikrovile, a glavni tipovi stanica su enterociti
(odgovorni za razgradnju 1 apsorpciju) te vrcaste stanice (lu¢e mukus). Laminu propriju ¢ini
rahlo vezivno tkivo, zile, Zlijezde 1 limfno tkivo, a muskularis mukoze je tanki misi¢ni sloj.

b) Podsluznica (tunica submucosa) koju ¢ini gusée vezivno tkivo, krvne i limfne zile te
ziv€ano tkivo.

) Misiéni sloj (tunica muscularis) koji ¢ine glatke misi¢ne stanice koje obavijaju sluznicu i
podsluznicu i ¢esto se sastoji od dva sloja miSica, unutarnjeg kruznog i vanjskog uzduznog.

d) Seroza koju ¢ini jednoslojni plocasti epitel te tanki sloj vezivnog tkiva s masnim stanicama,
krvnim i limfnim zilama.

Glavnu funkciju epitela probavne cijevi predstavlja njegova uloga selektivno propusne
barijere koja omogucava prijenos i probavu hrane, apsorpciju proizvoda probave, proizvodnju
hormona, te proizvodnju sluzi. Metali se pri tome u probavnom sustavu vezu na mukozni sloj,
odakle se apsorbiraju u organizam ili izlu€uju putem mukusa, ovisno o koncentraciji i

potrebama organizama.

2.4.1.4. Kalcificirane (,,tvrde) strukture (otoliti i ljuske) kao indikatorska tkiva

Tvrde strukture riba su strukture bogate kalcijem koje mogu pruziti informacije o Zivotu
ribe zbog vidljivih zona rasta. Ukljucuju strukture poput otolita, ljuski, peraja, kraljesaka ili
o¢ne lece te su uglavnom sastavljene od tri glavna tipa matriksa - kalcijevog karbonata,
hidroksiapatita, i organskog matriksa (Slika 8). Primjerice, o¢na le¢a je sastavljena uglavnom
od organskog matriksa, ali ima isti potencijal za razja$njavanje dogadaja u zivotu riba (Dove i

Kingsford, 1998; Clarke i sur., 2007) kao i druge tvrde strukture bogate kalcijem.
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Slika 8. Kalcificirane/tvrde strukture riba (preuzeto i prilagodeno iz Tzadik i sur., 2017 i
Vilizzi, 2018)

Unato¢ tome §to na akumulaciju metala u kalcificiranim tkivima (otoliti, ljuske, kosti)
gotovo zanemarivo utje¢u procesi detoksikacije ili metabolicke transformacije, razlicita
kalcificirana tkiva su u dosadasnjim istrazivanjima uglavnom koristena za utvrdivanje sastava
i veli¢ine populacija riba (Mulligan i sur., 1983; Campana i sur., 2000; Milton i sur., 2008),
istrazivanje migracija riba (Hamer i sur., 2006; Sturrock i sur., 2012; Tabouret i sur., 2012;
Prohaska i sur., 2016), a samo u manjem obujmu kao bioindikatori oneciS¢enja okolisa
(Saquet i sur., 2002; Darafsh i sur., 2008; Ranaldi i Gagnon, 2008, Sultana i sur., 2017).
Nadalje, postoji svega nekoliko istrazivanja koja usporeduju koncentracije metala u vise
struktura odjednom, neovisno o tome radi li se o procjeni onecis¢enja ili istrazivanju ribljih
migracija i sastava populacija (Gillanders, 2001; Clarke i sur., 2007; Wolff i sur., 2013;
Kalantzi i sur., 2019).

Otoliti (Slika 9) su kalcificirane strukture u unutarnjem uhu riba kostunjaca sastavljene
od slojeva aragonita u proteinskom matriksu koji se talozi tijekom C¢itavog zivota riba
(Campana 1 Nielson, 1982), §to rezultira koncentricnom prstenastom strukturom koja se
sastoji od Sirih prozirnih dijelova kalcijeva karbonata 1 uskih neprozirnih zona organskog
matriksa (Brothers i sur., 1976). Ove metabolicki inertne strukture pokazuju prstenove rasta u
svojoj mikrostrukturi koji odrazavaju starost ribe i privremeni rast ribe u odnosu na uvjete

okolisa (Campana, 1999; Radhakrishnan i sur., 2009). Stoga analiza njihove mikrokemije daje
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vremensku razlucivost izlozenosti razli¢itim metalima, budu¢i da i anorganski i organski

dijelovi otolita imaju sposobnost ugradnje metala u svoje strukture (Saquet i sur., 2002).

wr

Slika 9. Prikaz otolita poto¢ne pastrve iz rijeke Krke prije i nakon postupka poliranja te
laserske ablacije

Autor fotografija: Tatjana MijoSek

Ljuske (Slika 10) riba kostunjaca sastoje se od tankog, tvrdog, vanjskog, dobro
mineraliziranog sloja koji je wuglavnom izgraden od kalcijem siromasnog (ne-
stehiometrijskog) hidroksiapatita Cai0(PO4)s(OH)2 koji prekriva deblji, slabo mineralizirani
sloj. Smanjuju otpor ribama pri kretanju kroz vodu, sluze kao skladi$te minerala i hranjivih
tvari te pruzaju zastitu tijelu, osobito za bo¢nu prugu koja je odgovorna za prepoznavanje
vibracija i kretanje u vodi (Able i Lamonaca, 2006). Zbog koncentri¢nog rasta ¢esto se koriste
za odredivanje dobi riba, kao i za identifikaciju vrsta. Njihova prstenasta struktura omogucéava
I procjenu unosa metala tijekom vremena i moze dati podatke o dugoro¢noj izlozenosti riba
metalima, za razliku od koncentracija metala u mekim tkivima. Ukoliko dode do ostecenja ili
gubitka ljusaka, ribe ih mogu regenerirati. Medutim, nove ljuske ne pokazuju karakteristicne
koncentri¢ne uzorke u sredistu te se stoga ne mogu koristi za analizu ¢itave povijesti Zivota
ribe, ukljuCujué¢i i migracije, izloZzenost metalima te okolisne uvjete opcenito jer ne
predstavljaju sve faze u njihovom zivotu (Ohira i sur., 2007). Budu¢i da prekrivaju povrSinu
tijela riba, prednost je Sto upotreba ljusaka omogucava neletalnu alternativu u procjeni

izlozenosti riba metalima i ostalim zagadivalima (Wells i sur., 2003, Muhlfeld i sur., 2005).

Slika 10. Prikaz ljusaka poto¢ne pastrve iz rijeke Krke prije i nakon postupka laserske
ablacije
Autor fotografija: Tatjana Mijosek
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2.4.2. Rakusci kao bioindikatorski organizmi

Rakovi porodice Gammaridae, a osobito roda Gammarus naseljavaju brojna
slatkovodna staniSta te su Cesto dominantni organizmi u zajednicama makrozoobentosa
svojom brojno$éu i masom (MacNeil i sur., 1997). Cesto su koristeni kao bioindikatori
onecis¢enja okoliSa zbog svoje svoje Siroke rasprostranjenosti, velike gusto¢e populacija i
brojnosti, spolnog dimorfizma, jednostavnog uzorkovanja i determinacije, sposobnosti
kolonizacije ekosustava, relativno dugog zivotnog Vvijeka te osjetljivosti na razlicite toksikante
(Ritterhof i sur., 1996; Geffard i sur., 2007). Nadalje, imaju vaznu ulogu u slatkovodnim
ekosustavima jer su vazan posrednik izmedu primarne i sekundarne produkcije u hranidbenim
mrezama, kao i vrS$ni predatori, tako da smanjena ili poveéana brojnost moze radikalno
utjecati na strukture citavih zajednica (Kunz i sur.,, 2010; Syrovatka i sur., 2020).
Razgradnjom nezive organske tvari pomazu oslobadanju i kruzenju hranjivih tvari vezanih u
detritusu, medutim recentna istrazivanja ukazuju i na vrSnu regulatornu ulogu rakuSaca u
slatkovodnim ekosustavima (Syrovatka i sur., 2020). Naime, ¢ak i nativne vrste rakusaca
mogu pokazivati omnivornu, pa ¢ak i predatorsku prehranu te utjecati na brojnost i sastav
¢itavih vodenih zajednica, a osobito pojedinih skupina beskraljesnjaka (Syrovatka i sur.,
2020). Nadalje, rakusci su rezerva hrane za mnoge beskraljesnjake, ribe, vodozemce i ptice te
imaju kljuénu ulogu u usitnjavanju listinca produciraju¢i sitne Cestice organskog materijala
koji moze biti koriSten od drugih funkcionalnih grupa manjih organizama (Wallace 1 Webster,
1996) te povecavaju biodostupnost nutrijenata razbijaju¢i organsku tvar u finije Cestice
(Boeker i Geist, 2015) sto je krucijalno za opskrbu energijom u gornjim dijelovima vodotoka
olaksavaju¢i produktivnost u vodenim ekosustavima gdje je smanjena primarna produkcija

(Collins i sur. 2016).

2.4.2.1. Gammarus balcanicus Schiferna, 1922 i Echinogammarus acarinatus
Karaman, 1931 - rijeka Krka

Znanstvena klasifikacija:
Carstvo: Animalia
Koljeno: Arthropoda
Razred: Malacostraca
Red: Amphipoda
Porodica: Gammaridae
Rod: Gammarus i Echinogammarus

Vrste: Gammarus balcanicus Schéferna, 1922 i Echinogammarus acarinatus Karaman, 1931
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Raku$ci (Amphipoda) u rijeci Krki su prema istrazivanju Gottstein i sur. (2007)
zastupljeni s 13 vrsta iz 7 rodova i 5 porodica. Predstavnici porodice Gammaridae prisutni su
s vrstama iz rodova Echinogammarus (E. acarinatus, E. pungens, E. stammeri, E. veneris),
Fontogammarus (F. dalmatinus krkensis) i Gammarus (G. balcanicus, G. aequicauda). Pri
tome je najbrojnija vrsta, zabiljeZena na 13 lokaliteta toka rijeke Krke, vrsta G. balcanicus,
koja je 1 inaCe Siroko rasprostranjena vrsta na podrucju Europe (Karaman i Pinkster, 1987;
Pinkster, 1993; Gottstein i sur., 2007; Hou i Sket, 2016).

U nasSem istrazivanju u gornjem dijelu toka Krke, kod izvora kao referentnoj postaji,
zabiljeZene su i uzorkovane dvije vrste rakusaca (G. balcanicus i E. acarinatus, Slika 11), dok
Su na onecis¢enoj postaji nizvodno od grada Knina bile prisutne samo jedinke vrste G.
balcanicus. Vrsta E. acarinatus je endemska vrsta ograni¢ena na rijeke Jadranskog sliva na

podru&ju Hrvatske, Bosne i Hercegovine te Crne Gore (Zganec i sur., 2016).

X

Slika 11. Prikaz rakuSsaca Gammarus balcanicus Schaferna, 1922 i Echinogammarus
acarinatus Karaman, 1931

Autor fotografija: prof. dr. sc. Sanja Gottstein

2.4.2.2. Gammarus fossarum Koch, 1936 i Gammarus roeselii Gervais, 1835 - rijeka

llova

Znanstvena Klasifikacija:
Carstvo: Animalia
Koljeno: Arthropoda
Razred: Malacostraca
Red: Amphipoda
Porodica: Gammaridae
Rod: Gammarus

Vrste: Gammarus fossarum Koch, 1936 i Gammarus roeselii Gervais, 1835

U rijeci llovi bile su zastupljene dvije vrste rakusaca: Gammarus fossarum s ve¢om

zastupljenoscu te Gammarus roeselii (Slika 12) u manjem broju, i to samo na najuzvodnijoj
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postaji rijeke Ilove kod sela Maslenjaca, na kojoj su uzorkovani samo voda i sediment, dok na
postajama kod sela Ilova i sela Trebez, gdje su uzorkovane i ribe, su zabiljeZzeni samo
pojedinacni nalazi invazivne vrste rakusaca Dikerogammarus haemobaphes (Eichwald,
1841).

Slika 12. Prikaz rakusaca Gammarus fossarum Koch, 1936 i Gammarus roeselii Gervais,
1835

Autor fotografija: Tomislav Kralj

2.4.3. Kukasi

2.4.3.1. Tipologija, rasprostranjenost i sistematika kukasa

Mno