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1 UVvOD

1.1 Slatkovodni ekosustavi i njihovo o¢uvanje

Slatkovodni ekosustavi imaju vrlo vaznu ulogu u oCuvanju zivota na Zemlji te je
stoga bitna njihova zaStita i njihovo odrzivo koristenje kao prirodnih resursa. Rije¢ni
ekosustavi osiguravaju golemi raspon usluga i predstavljaju ekonomsku, estetsku i
kulturnu vrijednost. Medutim, rijeke ne predstavljaju samo uporabno dobro, nego su one
vrijedno blago koje osigurava osnovni preduvjet zivota te Se stoga cesto nazivaju
,,ckoloskim arterijama‘ krajolika (Bunn, 2002). Unato¢ tome, veliki postotak slatkovodnih
ekosustava je degradiran pod utjecajem Covjeka. Jedan od najces¢ih uzroka ugroZenosti
rijeka, a time i njihovog Zivog svijeta je zagadenje voda. Ono potjece iz tockastih
(pojedinacnih) izvora poput kanalizacijskih cijevi ili iz rasprSenih, kao $to su gnojivo i
pesticidi s polja. S otpadnim vodama iz gradova i industrijskih postrojenja u rijeke ulaze

razlicite oneciS¢ujuce tvari, poput metala, luzina, goriva i drugih Stetnih tvari.

U danasnje vrijeme vaznost zaStite i oCuvanja rijeka u prirodnom stanju nastoji se
unijeti i u zakonodavstvo. Temeljna strategija upravljanja vodama zapisana je u Okvirnoj
direktivi o vodama (WFD, eng. Water Frame Directive). Namijenjena je oCuvanju rijeka,
odnosno odrzivom upravljanju rijekama. Osim o€uvanja, temelj ove direktive je i vracanje
rijeka ili njihovih dijelova u prvobitno stanje. Gospodarenje i zastita podzemnih voda i
povrsinskih tokova od negativnih utjecaja i aktivnosti u Hrvatskoj, regulirano je Zakonom
0 vodama (NN 153/2009 i 130/2011). Sukladno Zakonu o vodama, nadzor nad stanjem
povrsinskih, priobalnih voda te podzemnih voda provodi se sustavnim pracenjem stanja

voda (monitoring) u svrhu utvrdivanja nastalih promjena.
1.2 Krske rijeke u Hrvatskoj

Dinarski kr§ je karakteristian tip krajolika koji se proteze preko Dinarskog gorja, u
smjeru sjeverozapad-jugoistok. Ovo podrucje ima povr§inu od oko 60 000 km? i jedno je
od najveéih kontinuiranih krskih podrucja Europe. Proteze se od rijeke Soce u Italiji, preko
Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Crne gore i djela jugozapadne Srbije, do sjeverozapadne
Albanije. Osim njegove raznolike 1 kompleksne geologije, hidrologija dinarskog krsa je
jedan od njegovih najosebujnijih i najvaznijih elemenata (Miheve i sur., 2010). Na

teritoriju Hrvatske protjecu brojne krske rijeke, poput Zrmanje, Krke, Cetine, Kupe, Une,

e
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Korane, Mreznice, Dobre te ponornica Gacke i Like, koje imaju klju¢nu ulogu u nastajanju
i razvoju krskih fenomena. Mnoge nase krske rijeke imaju ujezerene dijelove toka s
razvijenom mocvarnom vegetacijom, koja predstavlja staniSte brojnim zivotinjama.
Dalmatinske krSke rijeke usjecene su u duboke kanjone, a njihovo glavno geolosko
obiljezje su sipari, odnosno padine kanjona oblozene kamenim blokovima i kamenjem koje

se proteze od vrha do dna kanjona.

Hidroloske specificnosti krSa su brzo upijanje oborina, mala sposobnost
akumulacije u zoni sitnih pukotina te velika provodnost i stvaranje povremenih povrsinskih
i podzemnih akumulacija u zonama krupnih pukotina. Posljedica ovakvih karakteristika je
da slivovi ili njihovi dijelovi izgradeni od karstificiranih karbonatnih stijena, imaju slabo
razvijenu mrezu povrSinskih vodotoka. Zbog slozenih odnosa podzemnih i nadzemnih
dijelova svojega toka, krske su rijeke izuzetno osjetljive i na najmanje oblike oneciS¢enja.
OneciS¢ena voda se kroz krSevit teren nekontrolirano i brzo procjeduje u podzemlje te

napreduju prema izvorima iz kojih se kaptira podzemna voda za potrebe vodoopskrbe.

1.2.1 Zastita podzemnih voda dalmatinskih slivova

Prirodni sastav krSkih podzemnih voda vodnog podru¢ja Dalmatinskih slivova,
posebice u unutrasnjosti Dalmacije, izuzetne je kakvoce, Sto omogucava njegovu upotrebu
u vodoopskrbi (Naki¢, 2000). Upravo zbog specifi¢nosti i velike osjetljivosti krSkog terena
potrebno je voditi viSe raCuna 0 zaStiti nego u ravniCarskim podrucjima. Neadekvatno
upravljanje otpadom, 10§ sustav zastite okoliSa, nepostojanje adekvatnih sustava odvodnje
komunalnih i otpadnih voda (brojne tzv. ,,crne jame*) predstavljaju prijetnju prirodnim
bogatstvima dalmatinskih porje¢ja. U dalmatinskim Zupanijama najvec¢i problem je
nedostatak odgovaraju¢e vodoopskrbne 1 vodovodne infrastrukture za podupiranje
pravilnog sustava zastite podzemnih voda. Naki¢ (2000) je analizama podzemnih voda u
Hrvatskoj utvrdio da je na 77 % crpiliSta u krSu barem jednom nadena pojava zagadenja.
Jedan od nacina vece kontrole 1 zaStite krSkih podzemnih voda zasigurno je uskladivanje 1
donoSenje mnogobrojnih pravilnika i zakona te kontinuirana terenska ispitivanja i kontrola
vodnih podrucja Hrvatske, ali i podizanje svijesti gradana o kompleksnosti i osjetljivosti

sustava podzemnih voda u krsu te na¢inu njihove zastite (Loncar, 2002).
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1.3 Procjena kakvoce voda

Koli¢ina i kakvoc¢a vode bitan su pokazatelj ljudskih utjecaja. Prema nacelu
odrzivog razvoja potrebno je aktivno provoditi zastitu i procjenu kakvoce voda kako bi se
zadrzalo njithovo dobro ekolosko stanje. Vode bi trebale =zadrzati svojstvo
samoprociséavanja, Sto je moguce samo ukoliko ljudski utjecaj nije znacajan (Tusar,

2004).

U svrhu procjene kakvoée voda, donesena je Uredba o standardu kakvoce voda
(NN 73/2013) u kojoj su definirani elementi ocjene ekoloskog stanja rijeka, u koje od
osnovnih fizikalno-kemijskih elemenata spadaju rezim kisika, zakiseljenost i hranjive tvari
te su navedene grani¢ne vrijednosti kategorija ekoloskog stanja za odredene pokazatelje.
Takoder, definirane su i grani¢ne vrijednosti kategorija ekoloskog stanja za bioloske
elemente (fitoplankton, fitobentos, makrofiti, makrozoobentos i ribe) te za specificne
oneciS¢ujuce tvari (arsen, bakar, cink, krom, fluoridi, organski vezani halogeni i
poliklorirani bifenili). Kao $§to se navodi u Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 73/2013)
kategorije ekoloSkog stanja tijela povrSinske vode na temelju osnovnih fizikalno-kemijskih

elemenata mogu biti vrlo dobro, dobro ili umjereno stanje.

Medu oneciS¢uju¢im tvarima posebna pozornost se posvecuje metalima jer za
razliku od organske tvari nisu biorazgradivi te jednom uneseni u ekosustav u njemu i
ostaju. Metali mogu promijeniti kemijski oblik te postati manje toksicni, ali se iz
biogeokemijskog kruzenja ne mogu ukloniti, §to u kona¢nici moZze dovesti 1 do povecane

akumulacije toksi¢nih metala u vodenim organizmima (Sadig, 1992).
1.4 Metali u rije¢nim ekosustavima

Vrlo vazan parametar u procjeni stanja kakvoce prirodnih voda je sadrzaj tragova
metala (Branica, 1990; Tesseier i Turner, 1995). Budu¢i su prirodne koncentracije
prijelaznih metala u rijekama niske (< 1 mg L?), $to odrazava i naziv ,metali u
tragovima®, svaki dodatni unos utjeCe na njihovu koncentraciju i time mijenja prirodnu
ravnotezu u vodenim ekosustavima (Riley 1 Chester, 1971). Metali su u vodenim okoli§ima
uvijek prirodno prisutni, a njihova prirodna koncentracija je regulirana procesima kao $to
je razaranje stijena i tla pod utjecajem vanjskih sila te njihovo ispiranje oborinskim
vodama ili raznoSenje vjetrom. Prirodne koncentracije metala u velikoj mjeri ovise o

mineralnom sastavu tla na kojem se nalaze. Antropogeni unos metala najlakse je uociti u

e
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podruc¢jima kod kojih je poznata njihova prirodna koncentracija. Zbog toga je za procjenu
stanja rije¢nih tokova vazno pratiti koncentracije metala od samog izvora (Omanovic i sur.,
2005). Stetni utjecaj Govjeka na okoli§ u znatnoj je mjeri povecan uslijed industrijalizacije i
uporabe metala u raznim granama suvremene proizvodnje S$to ima za posljedicu

svakodnevno izlaganje teSkim metalima te poremecaj biogeokemijskog ciklusa metala
(Scoullos i sur., 2005).

Koli¢ina i raspodjela metala u vodi odredena je njihovom fizikalno-kemijskom
reaktivnos¢u, odnosno stupnjem postignutih ravnoteza te antropogenim i biogeokemijskim
izvorima (Branica, 1999). Promjenom fizikalno-kemijskih uvjeta moguéa je promjena
kemijskog oblika metala, a time i njihove toksi¢nosti. Toksi¢nost metala se smanjuje
reakcijama talozenja i kompleksiranja (Sadiq, 1992). Najcescée otopljene oblike metala ¢ine
organski kompleksirani metali i anorganski oblici metala. Stvaranjem kompleksa metala i
organskih liganada smanjuje se bioloska raspolozivost metala, a zbog relativno velike
veli¢ine kompleksa, metalima je onemogucen prolaz kroz stanicnu membranu (Gaillardet i
sur., 2004), dok su kompleksi s anorganskim ligandima veéinom vrlo labilni i brzo
disociraju u vodi te je takva frakcija metala uglavnom raspoloziva Zivim organizmima
(Dragun, 2006).

Od velikog broja oneciS¢ujuéih tvari koje ljudskom djelatnoséu dospijevaju u
okolis, jednu od najvaznijih uloga imaju metali, posebice teSki metali. Znacajni su zbog
njihovog akumuliranja u bioloskim sustavima, visoke toksi¢nosti, nemogucénosti
detoksikacije prirodnim procesima te ulaska u biogeokemijske cikluse u okolisu (Sofili¢,
2015). U vodotocima i podzemnoj vodi zavrSava velika koli¢ina otpadnih voda iz
industrije 1 poljoprivrede kojima se u okoli§ unose metali, Sto u konacnici ima Stetan
utjecaj na sve Zive organizme.

Lokalna onecis¢enja vode teskim metalima iz nepokretnih (toCkastih) izvora, kao
Sto su industrijska 1 termoenergetska postrojenja te ljevaonice teskih metala mogu imati
znaCajan utjecaj na vode, a 1 na zdravlje lokalnog stanovniStva, Sto je Cesta pojava u
zemljama u kojima ne postoji adekvatna kontrola industrijskih ispusta i kvalitete vode
(Sofili¢, 2015).
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1.5 Metali u vodenim organizmima

Glavna bioloska podjela metala je na esencijalne i toksi¢ne, a temelji se na njihovoj
ulozi u organizmu. Metale koji predstavljaju vaznu komponentu u metaboli¢ckim procesima
zivih organizama nazivamo esencijalnim ili bioloSki neophodnim metalima. Krv
kraljesnjaka sadrzava Zeljezo (Fe) koje omogucuje disanje i prijenos kisika do stanica,
kalij, kalcij 1 natrij (K, Ca i Na) svojom izmjenom u stanici omogucavaju podrazaje
zivéanog sustava, a za formiranje skeleta neophodan element je Ca. Esencijalni metali ¢ine
i strukturne jedinice hormona i enzima te reguliraju funkcije gena, a tu ubrajamo
makroelemente Ca, K, magnezij (Mg) i Na te mikroelemente Cu, Zn, kobalt (Co), Cr,
mangan (Mn), molibden (Mo), nikal (Ni), selen (Se), Fe (Wood i sur., 2012a). lako su
neophodni organizmu, esencijalni metali mogu postati toksi¢ni u sluc¢aju povecanja njihove

koncentracije iznad optimalne u tijelu nekog Zivog organizma (Anke, 2004).

Metali za koje do sada nije otkrivena uloga u metabolickim procesima nazivamo
toksi¢nim ili neesencijalnim. Toksiéni metali se zbog svoje kemijske slicnosti s
esencijalnim metalima unose u organizam istim putevima unosa, gdje mogu zamijeniti
esencijalne metale vezanjem na funkcionalne skupine ili ionskom zamjenom u bioloski
vaznim molekulama ¢ime se mijenja aktivna konformacija molekula i dolazi do
metabolickih poremecaja, §to posljedicno dovodi do toksi¢nih uéinaka, a ovisno o
koncentraciji metala i do smrti organizma. U skupinu toksi¢nih metala ubrajaju se aluminij
(Al), As, kadmij (Cd), olovo (Pb), srebro (Ag), stroncij (Sr), uran (U), ziva (Hg) (Wood i
sur., 2012b).

Vodeni organizmi unose metale u tijelo preko cijele povrSine koze, putem
respiratornih organa te prehranom apsorbiranjem preko probavnog epitela, a najceséi je
unos kombinacijom navedenih putova. U vodi su organizmima metali dostupni iskljuéivo u
hidratiziranom obliku, odnosno u vodi su ioni metala okruzeni sa Sest molekula vode.
Promjene u kemijskom obliku metala utjecu na njegovu biodostupnost. Tako je npr. Cu u
toksicnija u organskom obliku. Metali se osim u hidratiziranom obliku u vodi javljaju i u
partikularnom obliku adsorbirani na povrsinu jednostani¢nih organizama, koloida ili unutar

mikroorganizama (Raspor, 2004).
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Opasnost za vodene organizme uglavnom predstavljaju metali koji u organizmu
imaju razli¢ite uloge, a soli su im dobro topive u vodi. Medutim, utjecaj metala na
organizam ovisi o brojnim abiotickim (temperatura, salinitet, pH, intenzitet svjetlosti,
kolic¢ina otopljenih plinova) i biotickim (fiziologija i kondicijsko stanje organizma)
¢imbenicima. Osjetljivost na metale veca je u juvenilnim stadijima, a 0sim 0 starosti, ovisi

i o veli¢ini, spolu, staniStu i prehrani organizma (Livingstone, 1993).

1.6 Biomonitoring i biomarkeri

Monitoring je pojam koji obuhvaca motrenje utjecaja okolisnih ¢imbenika u nekom
prostoru i vremenu, a ima za cilj prikupljanje podataka o prisutnosti i distribuciji
oneciS¢ujucih tvari, njihovih izvora i odredivanje njihovih koncentracija na mjernim
tockama i predstavlja sastavni dio sustava zaStite prirode. S obzirom na primijenjene
metode pracenja stanja ekosustava, monitoring moze biti kemijski (CM, eng. Chemical
Monitoring), bioakumulacijski (BAM, eng. Bioaccumulation Monitoring), monitoring
bioloskih ucinaka (BEM, eng. Biological Effects Monitoring), zdravstveni (HM, eng.
Health Monitoring), monitoring ekosustava (EM, eng. Environmental Monitoring) te
bioloski monitoring ili biomonitoring (BM, eng. Biological Monitorig) (van der Oost i sur.,
2003).

Biomonitoring je skup analiza kojima se detektiraju i kvantificiraju biokemijske
interakcije izmedu zagadivaca 1 bioloskog odgovora Zivog organizma, a koncentracije
zagadivaca koje su potrebne da bi potaknule ovaj odgovor trebaju biti nize od onih koje
dovode organizam u Zivotnu opasnost ili izazivaju degradaciju ekosustava (Hamza-Chaffai
1 sur., 2000). Najve¢i nedostatak u analizi prirodnih voda je manjak korelacije izmedu
koncentracije zagadivala i njihove bioloske dostupnosti (Phillips i Rainbow, 1993). Stoga
se za pracenje utjecaja oneciS¢enja u vodenom okoliSu koriste akvati¢ki organizmi koji u
sebi akumuliraju zagadivala, a nazivaju se bioindikatorski organizmi. Uz navedeno, ovi
organizmi moraju biti brojni, lako dostupni za uzorkovanje tijekom cijele godine, Siroko
rasprostranjeni, predstavljati bitnu kariku u hranidbenom lancu, imati dovoljno dug Zivotni
vijek, biti prikladne veli¢ine za istrazivanja, biti dovoljno robusni da prezive transport,
omogucavati jednostavnu determinaciju te imati veliku ekonomsku vaznost (Raspor i sur.,
2005). Prvi programi biomonitoringa zapoceli su oko 1970. godine u SAD-u (Goldberg i
sur., 1978) koristec¢i dagnje kao bioindikatorske organizme (eng. Mussel Watch). Danas se

e
6




uvoD

najéesSée koriste raci, Skoljkasi i ribe kao prikladni bioindikatorski organizmi procjene

oneciS¢enja vodenih ekosustava.

U svrhu Sto ranijeg otkrivanja utjecaja oneciS¢enja na organizme, u procjeni
bioloskog ucinka se u biomonitoring studijama koriste biomarkeri. To je zajednicki naziv
za promjene stani¢nih struktura ili funkcija koje nastaju nakon izlaganja organizama
toksicnim tvarima iz okoliSa. Kada Stetne tvari dospiju do mjesta toksi¢nog djelovanja
izazivaju mjerljivi 1 specifi¢ni ucinak, poput oSte¢enja te pobudne sinteze ili inhibicije
bioloski vaznih molekula, stoga imaju velik toksikoloski znac¢aj (Erk i sur., 2002). Osim na
stani¢noj, biokemijski utjecaj zagadivala moze imati posljedice 1 na viS§im organizacijskim
razinama, poput promjena na razini populacije ili ekosustava. Medutim, brzina pojave
promjena uzrokovanih unosom zagadivala u sustav varira s obzirom na razinu bioloske
organizacije. Poremecaji na razini populacije su manje specifi¢ni i daju odgovor tek nakon
dugotrajne izloZenosti, kada je toksi¢nim uéinkom zahvaéena ve¢ cijela populacija. Za
razliku od njih, promjene na razini stanice su brzo uocljive te se biomarkeri koriste kao

rani pokazatelji onecis¢enja (Filipovi¢ Mariji¢, 2004, 2009).

Idealan biomarker u ekotoksikoloskim istrazivanjima ne pokazuje sezonsku
varijabilnost kao odgovor na dostupnost hrane i reproduktivni status, nego varira samo
zbog onecis¢enja, ali u praksi je ovo rijedak slucaj (Sheehan 1 Power, 1999). Biomarkeri
koji se Kkoriste moraju omoguciti razlikovanje utjecaja okolisnih ¢imbenika od
antropogenog utjecaja (Hamer i sur., 2008). Zato je potrebno odrediti bazalne
koncentracije biomarkera u istrazivanom organizmu kako bi se promjene uzrokovane
oneciS¢enjem mogle razlikovati od prirodne varijabilnosti biomarkera te kako bi se

ispravno interpretirali rezultati (Ivankovi¢ i sur., 2003).

1.6.1 Metalotioneini

Metalotioneini (MT) su niskomolekularni, termostabilni proteini koji su sveprisutni
kod prokariota i eukariota te su identificirani u mnogim tkivima beskraljesnjaka i
kraljesnjaka (Hamza-Chaffai i sur., 2000). Struktura im je ostala konzervirana tijekom
evolucije, a karakterizira je specifican aminokiselinski sastav s oko 30 % cisteina te

nedostatak aromatskih aminokiselina i histidina. Zahvaljuju¢i tiolnim skupinama (-SH) na
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cisteinskim ostacima, MT imaju visok afinitet za vezanje kationa poput Ag, Cd, Cu, Hg i
Zn (Marie i sur., 2006).

Primarna funkcija MT je odrzavanje homeostaze esencijalnih (Zn 1 Cu) i
detoksifikacija neesencijalnih metala (Cd, Hg i Ag) (Viarengo i Nott, 1993). Povecanjem
koncentracije metala u tkivima dolazi do njihovog vezanja na MT ¢ime se poti¢e pobudna
sinteza MT (Amiard i sur., 2006) te se upravo ovaj biokemijski odgovor koristi kao
specifi¢ni biomarker izlozenosti metalima (Lecoeur i sur., 2004). Po molekuli MT postoji
sedam veznih mjesta u proteinu za dvovalentne metale (Zn?*, Cd?*) koji su tetraedarski
koordinirani unutar dvije izolirane metalotioneinske domene: karboksi-terminalna o-
domena sa stehiometrijom M4S11 (cluster s 4 atoma metala) te amino-terminalna [-
domena sa stehiometrijom M3S9 (cluster s 3 atoma metala) (Slika 1). Ukoliko su ioni

metala jednovalentni, poput Cu* i Ag®, struktura moze biti digonalna ili trigonalna, a ¢ine

je i dalje 2 clustera, no uz razliku $to svaki sadrzi 6 iona (Vasak i sur., 1980).

Slika 1 Kiristalna struktura Cds,Zn,-metalotioneina iz jetre Stakora: a) B cluster sa
strukturom Zn,,CdS(Cys)s; b) o cluster sa strukturom CdsS(Cys)11 (tamno plavo
je Cd, svjetlo plavo je Zn, zuto je S) (iz Robbins i Stout, 1992).

Pobudni odgovor MT u riba ovisi o vrsti, starosti, spolu, fizioloSkom stanju
organizma, pH vrijednosti, temperaturi, salinitetu, sezoni, a ne samo 0 koncentraciji
bioloski dostupnih metala u vodi. Takoder, hormoni, reproduktivni stadij 1 nutritivni status
utjeu na vezanje metala na MT ili poticu njegovu indukciju. Stoga je u terenskim
istrazivanjima vrlo bitno razluciti bioticke 1 abioticke uzroke indukcije MT od

antropogenih utjecaja (Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor, 2012, 2014).
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1.6.2 Ukupni citosolski proteini

Tekuc¢ina koja se nalazi unutar stanica naziva se citosol i sastoji se od oko 80%
vode i niza otopljenih i neotopljenih tvari. Citosol takoder sadrzi i velike koli¢ine
makromolekula, poput nukleinskih kiselina, ugljikohidrata, proteina i lipida te se u njemu

odvijaju brojni metabolicki procesi, prijenos signala i transport metabolita (Sverko, 1997).

Proteini su esencijalne makromolekule koje sluze kao konstruktivne sastavnice
stanica i tkiva, prenose i pohranjuju male molekule, prenose informacije izmedu stanica te
osiguravaju obranu od infekcija. Kljuéna uloga proteina je da djeluju kao enzimi koji
kataliziraju gotovo sve kemijske reakcije u bioloSkim sustavima. Na taj nain proteini
upravljaju gotovo svim aktivnostima stanice, $sto omogucava njihova specifi¢na struktura.
Oni su polimeri sastavljeni od dvadeset razli¢itih aminokiselina koje su medusobno
povezane peptidnim vezama i poprimaju svojstvenu trodimenzionalnu konformaciju koja
je bitna za njihovu funkciju (Cooper i Hausman, 2004). Smanjena ili pojacana sinteza
proteina reflektira stanje ravnoteze u organizmu te ukazuje na poremecenu sintezu i ulogu

proteina u organizmu pod utjecajem vanjskih stresora.

Izlaganje poviSenim koncentracijama zagadivala, ukljucujuc¢i i metale dovodi do
poremecaja ravnoteznog stanja te rezultira promjenama Sinteze proteina koje je moguce
uociti odredivanjem ukupnog sadrzaja citosolskih proteina u stanici. Kao i u ostalih
biomarkera, na proteine utjeCu i abioticki 1 bioticki ¢imbenici te im koncentracija ovisi o
vrsti organizma, tkivu, reproduktivnom ciklusu. Zbog toga je vazno u prirodnim uvjetima
razluCiti abioticke 1 fizioloSke utjecaje od antropogenih na koncentracije ukupnih

citosolskih proteina (Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor, 2010).
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1.7 Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja u ovom diplomskom radu bio je procijeniti antropogeni utjecaj na
dio vodotoka rijeke Krke koji je pod neposrednim utjecajem komunalnih i industrijskih
otpadnih voda, koje ne prolaze adekvatan postupak prociS¢avanja. S obzirom da je ovo
podruc¢je smjesteno samo 500 m od centra grada Knina i 2 km uzvodno od pocetka
Nacionalnog parka Krka, pra¢enjem niza fizikalno-kemijskih ¢imbenika kakvoce vode,
koncentracija 25 ukupno otopljenih metala u vodi te bioloskih i ekotoksikoloSkih
pokazatelja u poto¢noj pastrvi (Salmo trutta, Linnaeus, 1758) procijenit ¢e se potencijalna

opasnost i za Nacionalni park Krka.
U okviru ovog istrazivanja postavljeni su sljedeci ciljevi:

- procijeniti kakvocéu vode rijeke Krke u dijelu vodotoka uz tockaste izvore zagadenja
grada Knina pracenjem fizikalno-kemijskih ¢imbenika;

- usporediti koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi na izvoru rijeke Krke te na
Sest postaja U dijelu vodotoka uz grad Knin i nizvodno prema pocetku Nacionalnog
parka Krka;

- odrediti potencijalni antropogeni utjecaj na organizme koji zive u vodi, mjerenjem
koncentracija metala u citosolskoj frakciji jetre pastrva, kao dijelu stanice u kome su
bioloski raspolozivi oblici metala te ukazuju na potencijalnu opasnost za organizme;

- odrediti bioloske promjene na stani¢noj razini (promjene razina ukupnih citosolskih
proteina i metalotioneina) u jetri potocne pastrve;

- pravovremeno upozoriti na promjenu kakvoce vode ovog dijela vodotoka rijeke Krke te
procijeniti postoji li potencijalna opasnost za Nacionalni park Krka;

- odrediti postoje li i razlike izmedu dviju sezona (proljece i jesen) s obzirom na

varijabilnost klimatoloskih utjecaja te fiziologiju riba.
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2 PODRUCJE ISTRAZIVANJA

2.1 Rijeka Krka

Rijeka Krka sa sedam sedrenih slapova predstavlja prirodni fenomen Dinarskog
krsa. Izvire u podnozju planine Dinare, 3,5 km sjeveroistocno od Knina, u $pilji podno
22 m visokog Topoljskog slapa, koji se jo§ naziva Veliki buk ili Kr¢i¢ (Bonacci i Perica,
1990) (Slika 2). U porje¢ju Krke mogu se izdvojiti tri dijela: planinsko podrucje na
sjeveroistocnom  dijelu, polja (dolinska proSirenja) u srediSnjem dijelu 1
Sjevernodalmatinska zaravan (Perica i sur., 2007). Krka je sa zapada, sjevera i istoka
okruzena planinskim masivima Velebita, Dinare, Svilaje i Mosora, a od polja u njezinom
slijevu dominiraju Plavno, Kninsko, Kosovo i Petrovo polje. U slatkovodnom dijelu toka
prima pet pritoka: Kr¢i¢, Kosov¢icu, Orasnicu, Butiznicu i Cikolu s Vrbom, a u
potopljenom dijelu usca rijeku Guducu. S potopljenim dijelom uséa Krka je duga oko
72,5 km, od ¢ega slatkovodni dio toka ¢ini 49 km, a bocati 23,5 km. Ukupni pad iznosi 242
m, a rijeka utjee u Jadransko more kraj Sibenika. Krka se cijelom svojom duljinom nalazi
u Sibensko-kninskoj Zupaniji. Podrugje od 109 km? porjegja Krke (dva kilometra nizvodno
od Knina do Skradina) i donjeg toka rijeke Cikole proglaseno je 1985. godine Nacionalnim
parkom Krka (URL 1).

Uzduz kanjona rijeke Krke nalaze se izvori Miljacka i Jaruga, a u kanjonu rijeke
Cikole izvor Torak. Jo§ 1985. godine dokazano je kako su Krka i Zrmanja izravno
povezane preko izvora Miljacka, Sto predstavlja jedinstven hidrogeoloski fenomen. Zbog
kompleksnih hidrografskih odnosa i podzemne povezanosti krskih rijeka, tesko je odrediti

vododijelnice izmedu slivova Krke, Zrmanje, Une 1 Cetine (Bonacci 1 Ljubenkov, 2005).
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Slika 2 Fotografije dijela vodotoka rijeke Krke: a) Topoljski buk i izvor rijeke Krke; b) dio toka

uz grad Knin (snimile Vlatka Filipovi¢ Mariji¢ i Marijana Erk).

Dolina Krke poligenetskog je postanka, odnosno podrucje sliva rijeke Krke
izgraduju naslage perma, trijasa, jure, krede, tercijara i kvartara. Podru¢je nizvodno od
Knina najveéim dijelom izgraduju vodopropusne (vapnenci) i djelomi¢no vodonepropusne
(dolomiti, laporoviti i plocasti vapnenci i vapnenacki lapori) stijene (Perica i sur., 2007).
Izvor rijeke Krke je tipi¢ni reokreni izvor, kod kojeg voda, koja izlazi iz podzemlja na
povrsinu, odmah formira snazan tok, koji je stvorio mnoge duboke kanjone. Zahvaljujuéi
dinami¢nom procesu medusobnog djelovanja fizikalnih i kemijskih ¢imbenika te Zivih
organizama u vodi nastala je sedra ili travertin. To su vapnenacke stijene koje najvecim
dijelom nastaju inkrustacijom zajednice mahovina (Bryophyta), a odlikuju se lakim i brzim
troSenjem zbog svoje male tvrdoce (PolSak i sur., 1990). Upravo sedam sedrenih slapisSta
rijeke Krke (Bilusi¢a buk, Brljan (Cori¢a buk), Manojlovagki slap, Rosnjak, Miljacka slap,
Roski slap i Skradinski buk) predstavlja krski fenomen. Iznimna ljepota krajobraza rijeke
Krke, prirodna i kulturna bastina jedne su od temeljnih vrijednosti zbog kojih je ovo
podrucje proglaseno nacionalnim parkom. Podru¢je NP Krka nalazi se na prijelazu iz
vazdazelene mediteranske vegetacije u listopadnu submediteransku vegetaciju. Ovakav
polozaj te veliki broj razliCitih staniSta uvjetovali su veliku raznolikost biljnog i

zivotinjskog svijeta s brojnim endemi¢nim 1 ugroZenim vrstama.

Rijeka Krka je zbog svog prometnog i turisti¢kog znac¢aja, odnosno zemljopisnog
polozaja izloZena razli¢itim ljudskim aktivnostima koje predstavljaju potencijalnu opasnost
za ocuvanje njezinih izvornih ljepota. lako slivno podrucje rijeke Krke nije gusto

naseljeno, antropogeni utjecaj se moze uociti u blizini grada Knina. Naime, tvornica vijaka

e
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DIV d.o.o., koja se nalazi na us¢u rijeke Orasnice u Krku, indirektno utjece na kakvocéu
vode rijeke Krke jer svoje tehnoloske otpadne vode ispusta na podrucje veli¢ine preko
3,5 km?. Ovo podrugje bi trebalo sluziti za pro¢iséavanje, no kako ne postoji odgovarajuéi
sustav koji bi prodistio otpadne vode, prozvano je "kninska crna jama" na temelju
neuglednog izgleda (Slika 3a). Zbog prevlasti karbonatnih stijena i njihove tektonske
razlomljenosti moze lako do¢i do poniranja ovih otpadnih voda u podzemlje ¢ime se
ugrozavaju izvori pitke vode (Perica i sur., 2007). Nadalje, tijekom razdoblja visokog
vodostaja, otpadne vode se prelijevaju u pritoku rijeke Krke, OraSnicu, a zatim dalje u
rijeku Krku. Takoder, u Krku se direktno ispustaju komunalne otpadne vode grada Knina

bez prethodnog adekvatnog proc¢is¢avanja (Slika 3Db).

Slika 3 Fotografije tockastih izvora zagadenja na dijelu vodotoka rijeke Krke uz grad Knin:
a) tehnoloske otpadne vode tvornice vijaka DIV d.o.0., tzv. "kninska crna jama";
b) komunalne otpadne vode grada Knina (snimile Vlatka Filipovi¢ Mariji¢ i Marijana

Erk).

S obzirom da do sada nije provedena sveobuhvatna procjena antropogenog utjecaja
na dio vodotoka rijeke Krke koji je pod neposrednim utjecajem tehnoloskih i komunalnih
otpadnih voda, prepoznata je iznimna vaznost ovog istrazivanja, ne samo za lokalnu
zajednicu nego i za cijelu Republiku Hrvatsku zbog zastite Nacionalnog parka Krka.
Prikazana istraZivanja provedena su u okviru projekta ,,Procjena kakvoce vodotoka rijeke
Krke i potencijalne opasnosti za Nacionalni park Krka primjenom novih bioindikatora i
biomarkera®, voditeljice dr. sc. Vlatke Filipovi¢ Mariji¢, koji je financirala Zaklada Adris
tijekom 2015./2016. godine u sklopu Natjecaja za dodjelu sredstava Zaklade Adris 2014.

godine.

13



PODRUCIJE ISTRAZIVANJA

2.2 Uzorkovanje

Uzorkovanje je provedeno tijekom 2015. godine u proljetnom (21.-22.4.) i
jesenskom periodu (30.9.-1.10.) na sedam postaja na rijeci Krki: KR-1Z 1 - izvor rijeke
Krke, podru¢je bez utjecaja oneciS¢enja koje sluzi kao referentna postaja; lokacije u blizini
Knina koje su pod antropogenim utjecajem: TOV-D 2 - uzorci uzeti direktno iz bazena s
tehnoloskim otpadnim vodama iz tvornice vijaka DIV d.o.o. (tzv. ,.kninska crna jama®);
OR 3 - Orasnica, pritoka rijeke Krke koja prolazi pored tvornice vijaka i podrucja s
tehnoloskim otpadnim vodama; KOV-D 4 - uzorci prikupljeni direktno iz ispusne cijevi
komunalnih otpadnih voda;, KR-KOV 5 - dio toka rijeke Krke uz ispust komunalnih
otpadnih voda grada Knina; KR-NIZ 6 - rijeka Krka 1 km nizvodno od utjecaja
onecis¢enja i 1 km uzvodno od pocetka Nacionalnog parka Krka; BU 7 - rijeka Butiznica,
pritoka rijeke Krke koja je pod utjecajem poljoprivrednih djelatnosti 1 utjece u Krku oko
1,5 km uzvodno od granice Nacionalnog parka Krka (Slika 4).

Rijeka ButiZnica- pritoka
rijeke Krke pod utjecajem
poljoprivrednih djelatnosti
(BU7)
Bazeni u koje se ulijevaju
tehnoloske otpadne vode tvornice
vijaka DIV d.o.0. (TOV-D 2)

Dio toka rijeke Krke nizvodno
od utjecaja onedis¢enja i

neposredno prije pocetka NP

Krka (KR-NIZ 6) Izvor rijeke Krke -

referentna postaja bez
— . 1 utjecaja onefiS¢enja
Dio toka rijeke Krke (KR-IZ 1)
uz ispust komunalnih . :
otpadnih voda grada | . /
Knina (KR-KOV 5) Ispusna cijev
komunalnih otpadnih

voda grada Knina

(KOV-D 4)

Rijeka OraSnica - pritoka rijeke
Krke pod utjecajem tehnolodkih
otpadnih voda (OR 3)

Slika 4 Lokacije uzorkovanja na rijeci Krki: KR-1Z 1 - izvor rijeke Krke koji predstavlja

kontrolnu postaju bez utjecaja oneciS¢enja te Sest postaja uz grad Knin koje su pod

antropogenim utjecajem: TOV-D 2, OR 3, KOV-D 4, KR-KOV 5, KR-NIZ 6 i BU 7.

U svrhu procjene kakvoce rijeke Krke uz grad Knin, uzorci vode su prikupljeni na
referentnoj postaji (podrucju bez utjecaja onecisc¢enja), izvoru rijeke Krke te na mjestima
utjecaja toCkastih izvora oneciS¢enja na rijeku Krku (ostale postaje uz grad Knin), Cije su

karakteristike opisane u Tablici 1. U uzorcima vode odredeni su fizikalno-kemijski

B ———————————————
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¢imbenici, kao 1 koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi tijekom dvije sezone. U
proljetnoj sezoni su dodatno provedene navedene analize i u uzorku komunalnih otpadnih
voda, a u jesen u uzorku iz ,,kninske crne jame* te rijeci Butiznici kako bi dobili §to realniji
uvid u kakvoc¢u vode. Kao indikatorska vrsta za procjenu mogucéeg utjecaja onecis¢enja na
biotu izabrana je poto¢na pastrva (Salmo trutta), tipican predstavnik ihtiofaune rijeke Krke,
koja je zbog svoje mobilnosti u obje sezone uzorkovana na dvije postaje, izvoru rijeke

Krke te uz grad Knin.
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Tablica 1 Karakterizacija podru¢ja uzorkovanja duz rijeke Krke sa prikazanim oznakama mjesta, izvorom onecis¢enja i datumima

uzorkovanja

Podrudje uzorkovanja

Oznaka mjesta

Izvor potencijalnog oneciS¢enja

Sezone uzorkovanja

Izvor rijeke Krke- referentna postaja

KR-1Z (1)

nepoznati izvori oneciSéenja

proljece (22.4.2015)

jesen (1.10.2015)

Bazeni sa tehnoloskim otpadnim vodama iz tvornice
vijaka

TOV-D (2)

tehnoloske otpadne vode iz

pogona tvornice vijaka

jesen (1.10.2015)

Rijeka Orasnica - pritoka rijeke Krke koja tece u blizini
bazena s tehnoloskim otpadnim vodama iz tvornice
vijaka

OR (3)

tehnoloske otpadne vode iz

pogona tvornice vijaka;
poljoprivredni ispust

proljece (22.4.2015)

jesen (1.10.2015)

Ispuna cijev komunalnih otpadnih voda

KOV-D (4)

ispust komunalnih otpadnih voda

proljece (22.4.2015)

Rijeka Krka u blizini ispusta komunalnih otpadnih voda

KR-KOV (5)

ispust komunalnih otpadnih voda;
poljoprivredni ispust

proljece (22.4.2015)

jesen (1.10.2015)

Rijeka Krka 1 km nizvodno od utjecaja onecis¢enja

KR-NIZ (6)

poljoprivredni ispust; izvori
oneciS¢enja u blizini grada Knina

proljece (22.4.2015)

jesen (1.10.2015)

Rijeka Butiznica, pritoka rijeke Krke nizvodno od
utjecaja oneciscenja

BU (7)

poljoprivredni ispust

jesen (1.10.2015)
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Indikatorski organizam - poto¢na pastrva

Poto¢na pastrva (Salmo trutta Linnaeus, 1758) slatkovodna je riba koja pripada
porodici pastrva (Salmonidae) te razredu zrakoperki (Actinopterygii) (Slika 5).
Rasprostranjena je u vecini europskih vodotoka, a u Hrvatskoj zivi u rijekama dunavskog i
jadranskog slijeva. Jedna je od najpoznatijih riba u Sportskom ribolovu. Njezin
taksonomski status je problemati¢an jer su opisane brojne geografske forme i podvrste,
poput jezerske 1 potocne forme. Prema Crvenoj knjizi slatkovodnih riba Hrvatske, potocna
pastrva ima IUCN status osjetljive vrste (VU) (Mrakov¢i¢ i sur., 2006). Ugrozena je
najvise zbog regulacije i pregradivanja vodotoka, ¢ime se onemogucava njezina migracija
prema izvorisSnim dijelovima. Do smanjenja brojnosti populacija dolazi i zbog
poribljavanja te globalnog zatopljenja. Tijelo joj je lateralno spljoSteno i vretenasto pa je
tako prilagodena za Zivot u brzim vodotocima bogatim kisikom. Po ledima ima
karakteristicne crne mrlje s bijelim rubovima, a na bokovima crvene, obrubljene
svijetloplavim ili bijelim rubovima (Mrakov¢i¢ i sur., 2006). Obojenje tijela je varijabilno,
a ovisi o staniStu, starosti 1 veliini same ribe. Tijelo odrasle jedinke moZze dose¢i duzinu
od 15 do maksimalno 70 cm te masu od 100 g do 6 kg, ovisno o starosti jedinke i resursima
u okoliSu. Muzjaci i zenke spolno su zreli s 2 do 3 godine. Mrijest zapocinje kasno ujesen i
traje ve¢inom od studenoga do veljace te u tom razdoblju pastrva migrira uzvodno. S
obzirom da ne migriraju sve jedinke, razlikuju se anadromne, jezerske i rezidentne forme
(Kottelat i Freyhof, 2007). Zivi u gornjim i srednjim dijelovima rijeke, tj. u zoni pastrve,
lipljena i mrene. Zahvaljuju¢i dobro razvijenim cikloidnim ljuskama koje se nalaze na
povrsini tijela poto¢ne pastrve, moguce je odrediti starost pojedine ribe (Maitland i Linsell,
2009).

Slika 5 Poto¢na pastrva (Salmo trutta) iz rijeke Krke (snimila Vlatka Filipovi¢ Mariji¢).
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Za razliku od uzoraka vode, ribe zbog svoje mobilnosti nisu uzorkovane na ve¢em
broju postaja, nego malo nizvodnije od izvora rijeke Krke i na dijelu toka uz tockaste
izvore zagadenja kod grada Knina. Uprava ribarstva Ministarstva poljoprivrede (525-
13/0545-15-2) odobrila je ulov riba, koji je proveden primjenom elektro-agregata prema
normi HRN EN 14011 (2005) (Slika 6), nakon Cega su jedinke u visokim plastiénim
posudama s aeriranom rije¢nom vodom dopremljene do laboratorija u Kninu. Zatim su ribe
usmréene primjenom anestetika MS-222 (Sigma, SAD). Usmr¢ivanje 1 izolaciju tkiva riba
su proveli ¢lanovi Laboratorija za bioloSke uc¢inke metala, koji je registriran pri Upravi za
veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede za usmréivanje riba te rad na

izoliranim organima, tkivima i trupovima zivotinja koje su usmréene u tu svrhu (HR-POK-

Slika 6 Ulov riba elektro-agregatom za omamljivanje riba EL6311-GI snage 5,0 KW (Hans Grassl
GmbH, Njemacka) (snimila Vlatka Filipovi¢ Mariji¢).

3.2 Odredivanje biometrijskih parametara riba

Jedinkama riba su odredeni osnovni biometrijski pokazatelji:

* ukupna duZina — od pocetka glave do kraja repne peraje (cm)

*  ukupna masa (g)

* masa jetre i gonada (Q)

+  Fultonov kondicijski indeks (g cm™) x 100: (ukupna masa (g)/ukupna duzina (cm®)) x
100

»  Hepatosomatski indeks (%): (masa jetre (g)/ukupna masa (g)) x 100

«  Gonadosomatski indeks (%): (masa gonada (g)/ukupna masa (g)) x 100

* spol — odreden je vizualno, a po potrebi pregledom nativnih preparata gonada

svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem 100x
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Tkivo jetre je izolirano u terenskom laboratoriju i pohranjeno u teku¢em dusiku na -195,8
°C te je tako prevezeno do Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu. Tu je pohranjeno u

zamrziva¢ na -80 °C do daljnje obrade tkiva.

3.3 Mjerenje fizikalno-kemijskih ¢imbenika kakvoée vode

Tijekom ovog istrazivanja neposredno na terenu (in situ) su sondom SevenGo
(Mettler Toledo) na odabranim postajama odredeni sljede¢i fizikalno-kemijski ¢imbenici:
temperatura, vodljivost, ukupno otopljene soli (TDS), koli¢ina otopljenog kisika (DO, eng.
Dissolved Oxygen), zasi¢enje kisikom, oksidacijsko-redukcijski potencijal (ORP) te pH
(Slika 7). Istovremeno s mjerenjima na terenu, na svakoj postaji uzeti su uzorci vode od 0,5
L u triplikatu za ostale analize, pohranjeni na tamno mjesto te cuvani na temperaturi od 5
°C do obrade u laboratoriju. Tijekom kemijske analize u laboratoriju izmjerene su jos:
koncentracije iona hranjivih soli (nitrita (N-NO), nitrata (N-NOs"), orto-fosfata (P-PO4>),
amonij (NHa4t), ukupni dusik (TN) i fosfor (TP)), koli¢ina otopljenog slobodnog uglji¢nog
dioksida (CO2), kemijska potrosnja kisika (KPK), m-alkalitet te karbonatna i ukupna
tvrdo¢a vode. Metode kojima su uzorci analizirani opisane su u knjizi Standard Methods

for the Examination of Water & Wastewater (2012).

Slika 7 Mijerenje fizikalno-kemijskih ¢imbenika kakvoé¢e vode pomoéu sonde SevenGo (Mettler

Toledo) (snimila Vlatka Filipovi¢ Marijic).
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Kao indirektni pokazatelj koncentracije otopljene organske tvari (DOM, eng.
Dissolved Organic Matter) primijenila se kemijska potroSnja kisika (KPK) prema
standardnoj metodi HRN EN ISO 8467:2001. Koli¢ina otopljenog slobodnog CO: je
odredena standardnom titracijskom metodom s otopinom Na,CO3 uz dodatak fenolftaleina.
Ukupni dusik je odreden oksidativnom digestijom s peroksodisulfatom (EN ISO 11905-
1:1997), ukupni fosfor s amonijevim molibdatom, a koli¢ina amonijaka kolorimetrijski.
Pomoc¢u koncentrirane dusi¢ne i sumporne kiseline, svi fosfati su pretvoreni u ortofosfate.
Ortofosfati su odredeni UV/VIS spektrofotometrom (HACH DR 6000, SAD), metodom s
askorbinskom kiselinom, koli¢ina nitrita odredena je metodom diazotiranja te koli¢ina
nitrata metodom redukcije kadmijem. Titracijom uzorka vode s H2SO4 uz metiloranz kao
indikator odreden je alkalitet te se naziva m-alkalitet (metiloranz-alkalitet), a izrazen je kao
mg CaCOjs L*. Karbonatna tvrdoéa vode odredena je titrimetrijski s HCI, a ukupna tvrdoc¢a
vode (koncentracija pozitivnih Kkalcijevin (Ca?*) i magnezijevih (Mg?*) iona u vodi)
analizirana je titrimetrijski s otopinom EDTA. Klasifikacija povrSinskih voda odredena je

prema Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 73/2013).

3.4 Odredivanje koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi

Uzorkovanje vode za analizu ukupno otopljenih metala u vodi provedeno je
usporedno s uzorkovanjem vode za analizu fizikalno-kemijskih ¢imbenika. Na navedenim
postajama uzeti su uzorci rijeCne vode u triplikatu 1 pohranjeni u plasti¢ne polietilenske
boce (25 mL), prethodno isprane dusi¢nom kiselinom (v/v 10 %, p. a., Kemika, Hrvatska)
te Mili-Q vodom. Prilikom rukovanja koriStene su gumene rukavice bez pudera, a
napunjene boce su zasti¢ene plastiénim vre¢icama kako bi se izbjeglo dodatno onecis¢enje.
Odmah nakon prikupljanja, uzorci su profiltrirani na terenu kroz celulozni nitratni filter s
porama veli¢ine 0,45 pm (Sartorius, Njemacka), zakiseljeni s 400 pL koncentrirane
dusic¢ne kiseline (v/v 1 %; Suprapur, Merck, Njemacka), a zatim pohranjeni na 4 °C do

daljnje laboratorijske obrade.

Mjerenje ukupne koncentracije 21 mikro- i 4 makro-elementa u vodi provedeno je
metodom masene spektrometrije visokog razlucivanja s induktivno spregnutom plazmom
(HR ICP-MS, Element 2, Thermo Finnigan, Bremen, Njemacka) (Slika 8). HR ICP-MS je
tehnika u kojoj se induktivno spregnuta plazma Kkoristi kao ionizacijski izvor, a detekcija se

vr§i masenom spektrofotometrijom. Koncentracija mikroelemenata izmjerena je direktno iz

e
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uzetih uzoraka, dok je koncentracija makroelemenata u rije¢noj vodi mjerena nakon §to se
uzorak razrijedio deset puta. Mjerenje litija ("Li), rubidija (®*Rb), molibdena (**Mo), srebra
(*%Ag), kadmija (**'Cd), antimona (*?'Sb), talija (°®>TI) i olova (*®Pb) provedeno je
koristenjem niske rezolucije (m/Am oko 300); natrija (**Na), magnezija (**Mg), aluminija
(®’Al), kalcija (*Ca), titana (*'Ti), vanadija (°*'V), mangana (>*Mn), Zeljeza (*°Fe), kobalta
(*°Co), nikla (°°Ni), bakra (53Cu), cinka (°®Zn), selenija ("*Se), stroncija (3°Sr) i barija
(**¥Ba) srednje (m/Am oko 4000), a kalija (*°K) i arsena ("°As) visoke rezolucije (m/Am
oko 10000).

Eksterna kalibracija je provedena pripremom odgovarajucih standardnih otopina u
5 % HNOg3 (Suprapur, Merck, Njemacka) iz multielementnih standardnih otopina za metale
u tragovima (100 mg L™, Analitika, Republika Ceska) i za makroelemente (Ca 2,0 g L™;
Mg 04 ¢ LY Na 1,0 g L K 2,0 g L; Fluka, Njemacka). U otopinu za metale u
tragovima dodane su i standardne otopine Rb i Sb (1 g L Analytika, Republika Ceska). U
svaki uzorak, kalibracijski standard i slijepu probu, prije mjerenja metala dodan je interni
standard indij (In,1 pg L%, Fluka, Njemacka) i HNO3 (Suprapur, Merck, Njemacka) ¢ija je
kona¢na koncentracija u uzorcima iznosila v/v 2 %. Slijepa proba sluzila je samo za

detekciju eventualnih pogresaka u analizi i ona sadrzi samo interni standard In i kiselinu.

Slika 8 Maseni spektrometar visokog razlu¢ivanja s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-

MS, Element 2, Thermo Finnigan, Bremen, Njemacka) (snimila Zuzana Redzovic).

21



MATERIJALI I METODE

Toc¢nost mjerenja je osigurana redovitim odredivanjem koncentracije metala u
odgovaraju¢im certificiranim materijalima (CFC) prirodnih voda poznate koncentracije
tokom mjerenja, te su makroelementi mjereni u 10 puta razrijedenom certificiranom
uzorku (QC Minerals, Catalog number 8052, UNEP GEMS, Burlington, Canada), a
mikroelementi u certificiranom referentnom uzorku rije¢ne vode (SLRS-4 — river water
from Ottawa River, Ontario, Canada, National Research Council Canada). Usporedba
izmjerenih i certificiranih udjela metala u referentnim uzorcima pokazala je visoku to¢nost

mjerenja metala na HR ICP-MS-u.

3.5 Obrada tkiva jetre u svrhu odredivanja koncentracija citosolskih metala i

stani¢nih biomarkera

Pocetni korak obrade tkiva pastrve zapo¢inje homogenizacijom s ciljem istiskivanja
stani¢ne tekucine iz tkiva. U tu svrhu koriSten je homogenizator s teflonskim baticem
pri¢vr§¢enim na rotirajucu osovinu (Potter-Everhjem GLAS-COL, SAD) pri 6000 okretaja
u minuti. Kako bi se sprijecila razgradnja proteina, uzorci i sav potrebni pribor i kemikalije
se tokom cijelog postupka drze na ledu. Uzorci jetre su homogenizirani u TrisHCl/Base
puferu, pH = 8,5 (4 °C) (Sigma, SAD) koji je prireden kao 100 mM za mjerenje citosolskih
metala, odnosno 20 mM za MT i citosolske proteine. U pufer su dodani inhibitori
proteoliticke aktivnosti (0,5 mM fenil-metilsulfonil-fluorid (PMSF, Sigma, SAD), otopljen
u etanolu) i 0,006 mM leupeptin (LEU, Sigma, SAD), otopljen u 20 mM Tris-HCI) te
reducens 1 mM ditiotreitol (DTT, Sigma SAD), koji se dodaje s ciljem sprjeCavanja
oksidacije proteina na zraku. Za odredivanje MT kao reducens je koriSten B-
merkaptoetanol (Sigma SAD), a u pufer je jo§ dodana 0,5 M saharoza. Prije same
homogenizacije je dio tkiva jetre odvagan i razrijeden rashladenim 100 mM puferom 6
puta te je dobiveni homogenat centrifugiran u Avanti J-E centrifugi (BeckmanCoulter,
SAD) 120 min. na 50000xg, 4 °C te su u ovoj vodotopivoj citosolskoj frakciji (S50)
odredene koncentracije citosolskih metala. Drugi dio tkiva jetre je razrijeden 5 puta s
rashladenim 20 mM puferom te se nakon homogeniziranja i centrifugiranja 120 min. na

50000xg, 4 °C u dobivenoj citosolskoj frakciji odreduju ukupni citosolski proteini 1 MT.
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3.6 Odredivanje koncentracija metala u stanicnom citosolu jetre poto¢ne pastrve

Prije mjerenja citosolskih metala, citosolska frakcija (S50) se mora prethodno
razrijediti 10 puta s Mili-Q vodom kako bi bila u koncentracijskom rasponu za odredivanje
mikroelemenata, odnosno 100 puta za odredivanje makroelemenata. Odredivanje
koncentracije metala u stani¢énom citosolu provedeno je metodom masene spektrometrije
visokog razluc¢ivanja s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS, Element 2, Thermo
Finnigan, Bremen, Njemacka). Detaljan opis metode te mjernog postupka opisan je u
poglavlju 3.5. Odredivanje koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi. U citosolu jetre
su uz metale izmjerene u vodi jo§ prikazane koncentracije cezija (**3Cs), olova (?°Pb) i
urana (*®U), ¢ije mjerenje je provedeno koristenjem niske rezolucije (m/Am oko 300), a
navedeni metali nisu prikazani za rije¢nu vodu jer su im koncentracije u vodi bile ispod

granice detekcije instrumenta.

3.7 Odredivanje stani¢nih biomarkera
3.7.1 Odredivanje koncentracije metalotioneina

Koncentracija MT u jetri poto¢ne pastrve odredena je prema metodi opisanoj u radu
Viarengo i sur. (1997; 2000) koja je prilagodena na metodu za mikroplocu (250 pl
volumen uzorka umjesto 1 ml u standardnoj metodi). Metoda se zasnhiva na etanolnoj
precipitaciji, nakon koje se spektrofotometrijski odreduje sadrzaj slobodnih -SH skupina
pomocu Ellmanovog reagensa. Prilikom etanolne precipitacije dolazi do diferencijalnog
frakcioniranog taloZenja proteina mjeSavinom organskih otapala etanola i kloroforma. Prvo
se iz citosola S50 uklanjaju visokomolekularni proteini, a nakon toga se iz preostalog
supernatanta talozi frakcija bogata niskomolekularnim proteinima - MT. U djelomi¢no
pro¢is¢enom 1 koncentriranom uzorku MT njihova koncentracija se odreduje
spektrofotometrijski, na temelju reakcije tiolnih skupina cisteina s 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzojevom kiselinom (DTNB, Ellmanov reagens, Sigma, SAD). Kako bi se odredio
sadrzaj slobodnih —SH skupina pripremljen je referentni standard - reducirani glutation

(GSH, Serva, Njemacka) u koncentracijskom rasponu 2,5-30 pg (Slika 9).
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Slika 9 Priprema koncentracijskog raspona referentnog standarda glutationa u svrhu odredivanja

koncentracije MT (snimila Vlatka Filipovi¢ Marijic).

Iz dobivenog kalibracijskog pravca se na temelju oc¢itanih apsorbanci pri 412 nm na
fotometru (Tecan Infinite M200, Svicarska) odredila koncentracija MT u analiziranim
uzorcima (Slika 10), kao mg g™* mokre mase tkiva ili pg mg™* ukupnih citosolskih proteina

nakon dijeljenja s koncentracijom proteina.
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Slika 10 Kalibracijski pravac prema kojem je odredena koncentracija MT u jetri potoéne pastrve.
Prikazana je linearna ovisnost apsorbancije na 412 nm o koncentraciji —SH skupina

referentnog standarda GSH nakon reakcije s DTNB.
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3.7.2 Odredivanje koncentracije ukupnih citosolskih proteina

Koncentracije ukupnih citosolskih proteina odredene su kolorimetrijskom metodom
po Lowry-u (Lowry i sur., 1951) u izoliranoj citosolskoj frakciji (S50). Metoda se temelji
na reakciji Cu®* iona (reagens A, bazi¢na otopina bakrovog tartarata, Bio Rad, SAD) i
Folinovog reagensa (reagens B, Bio Rad, SAD) s proteinima, $to dovodi do kona¢nog
obojenja proteina. U prvom koraku dolazi do reakcije Cu?* iona (reagens A, bazi¢na
otopina bakrovog tartarata, Bio Rad, SAD) s proteinima, koji se u luznatom mediju vezu
na peptidne veze i reduciraju u Cu®, pri ¢emu nastaje kompleks Cu*- protein. U drugom
koraku dolazi do redukcije Folinovog reagensa tj. nastali kompleks reagira s Folinovim
reagensom (reagens B, Bio Rad, SAD) pri ¢emu se razvija karakteristi¢no plavo obojenje.
Obojenje primarno uzrokuju aminokiseline tirozin i triptofan, te manje cistin, cistein i

histidin jer njihovi ogranci zajedno s Cu® reagiraju s Folinovim reagensom.

Kako su koncentracije proteina u citosolskim frakcijama jetre riba viSe od gornje
granice linearnosti kalibracijskog pravca, uzorke je bilo potrebno prije mjerenja razrijediti
25 puta te je svaki uzorak prireden u duplikatu. Zatim je na mikroplocu s jazicama
naneseno po Sul svakog uzorka i standarda u duplikatu. U jazice je dodano 25 pL
reagensa A 1 200 pL reagensa B te je sadrzaj promijeSan u mini mijeSalici (Ika Works,
Njemacka). Mikroploca je ostavljena na tamnom mjestu 15 minuta dok se nije razvilo
maksimalno plavo obojenje. Intenzitet plavog obojenja nastalog pri reakciji proteina u
uzorku s reagensima proporcionalan je apsorbiranom zracenju, odnosno koncentraciji

proteina.

Koncentracije citosolskih proteina su odredene spektrofotometrijski na 750 nm
valne duljine na fotometru (Tecan Infinite M200, Svicarska), a oéitane su iz kalibracijskog
pravca koji je dobiven oc€itanjima apsorbancije otopine albumina govedeg seruma (BSA,
eng. bovine serum albumin) priredene u rasponu 0,25-2,0 mg mL?, razrjedivanjem s
puferom za homogeniziranje. Iz dobivenog kalibracijskog pravca (Slika 11) ocitavaju se
koncentracije ukupnih proteina i izrazavaju kao mg proteina mL™ citosolske frakcije.
Ukoliko se ova koncentraciju pomnozi s faktorom razrjedenja tkiva (5 puta) dobiva se

koncentracija ukupnih proteina izrazena kao mg g tkiva.
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Slika 11 Kalibracijski pravac prema kojem je odredena koncentracija ukupnih citosolskih

proteina u jetri potoCne pastrve.

3.8 Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza je provedena u racunalnom programu SPSS Statistics 20 (IBM,
SAD), a grafovi su izradeni u programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., SAD).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti
(S.D.). Za usporedbu koncentracija metala izmedu dvije sezone KkoriSten je t-test.
Usporedba podataka medu postajama za uzorke vode provedena je jednosmjernom
analizom varijanci (jednosmjerna ANOVA, eng. Analysis of Variance) ili u slucaju
neravnomjerne raspodjele dobivenih podataka Kruskal-Wallis testom. Za viSestruku
usporedbu izmedu parova koristeni su "post hoc” Tukey ili Student-Newman-Keuls test.
Za ribe, koje su uzorkovane samo na dvije postaje, usporedba rezultata je provedena

pomocu t-testa. Razine znacajnosti istaknute su u tablicama te na grafovima.
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4 REZULTATI

4.1 Fizikalno-kemijski ¢imbenici kakvoce vode

Kako bi procijenili kakvocu vode rijeke Krke izmjerili smo fizikalno-kemijske
¢imbenike koji karakteriziraju toplinsko stanje vode, uvjete rezima kisika, hranjive tvari,
sadrzaj iona, tvrdo¢u, zamuéenost i zakiseljenost vode na 7 postaja. Temperatura vode
rijeke Krke je u obje sezone bila najniza na izvoru, odnosno u proljetnom razdoblju
iznosila je 9,8 °C, a u jesenskom 10,3 °C. NajviSa temperatura izmjerena je u trenutku
ispustanja komunalnih otpadnih voda (KOV-D 4), kada je zabiljeZzen porast na 14 °C
(Tablica 2).

Cimbenici rezima kisika ukazuju na pogor$anje kakvoée vode na dijelu vodotoka
rijeke Krke uz grad Knin. Prema Uredbi o standardu kakvocée voda (NN 73/2013)
vrijednosti kemijske potrosnje kisika (KPK) su na svim postajama nizvodno od izvora
rijeke Krke ispod dobrog ekoloskog stanja vode i kre¢u se u rasponu od 7,4 do 47
mg Oz L, s izuzetkom postaje 1 km nizvodno od Knina (KR-NIZ 6) na kojoj je u jesen
zabiljezeno vrlo dobro ekolosko stanje (Tablica 2). Koncentracija otopljenog kisika i
zasi¢enje kisikom prilikom otpustanja tehnoloskih (TOV-D 2) i komunalnih otpadnih
(KOV-D 4) voda nalaze se ispod dobrog ekoloskog stanja vode, pri ¢emu je zasi¢enje
kisikom na postaji KOV-D 4 palo na samo 1,3 %. Koncentracija otopljenog kisika (mg O2
L1) je na postaji TOV-D 2 pala na 4,68, a na postaji KOV-D 4 na 0,13, u odnosu na izvor
gdje je u rasponu od 10,4 do 10,54 u obje sezone (Tablica 2).

Koncentracije hranjivih soli (nitrata, nitrita, ortofosfata, ukupne koli¢ine otopljenog
fosfora, amonijaka i dusika) su takoder ispod grani¢nih vrijednosti dobrog ekoloskog stanja
u obje sezone na postajama uz grad Knin i nizvodno od njega (od TOV-D 2 do BU 7), za
razliku od izvora gdje je voda s obzirom na nutrijente vrlo dobrog stanja. Izuzetak su
koncentracije nitrata, nitrita i ukupnog dusika nizvodno od Knina (KR-NIZ 6) te nitrita u
rijeci ButiZnici (BU 7) €ije su vrijednosti prema Uredbi o standardu kakvoce voda (NN

73/2013) vrlo dobrog stanja (Tablica 2).

I zamucenost vode je ocekivano visa na postajama uz grad Knin (od TOV-D 2 do
KR-KOV 5) i kreée se u rasponu vrijednosti od 2-11 FAU (eng. Formazin Attenuation

Units), a maksimalna vrijednost od 11 FAU izmjerena je u direktno uzetim uzorcima
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otpadnih voda (TOV-D 2 i KOV-D 4). Jedino je u jesen na postaji nizvodno od Knina
(KR-NIZ 6) te rijeci Butiznici (BU 7) zamucenost vode ispod 2 FAU, dok je na izvoru
(KR-1Z 1) u obje sezone iznosila 0 FAU.

Povisene vrijednosti koli¢ine otopljenih soli (TDS) su izmjerene na istim postajama
pod utjecajem tehnoloskih i komunalnih otpadnih voda kod grada Knina (od TOV-D 2 do
KR-KOV 5), &iji je raspon vrijednosti u obje sezone iznosio od 212 do 505 pS cm™, u
odnosu na izvor gdje su vrijednosti od 179,6 do 1959 uS cm™ (Tablica 2). Elektri¢na
vodljivost najvise ovisi o koncentraciji iona koji se nalaze u vodi te je pokazatelj
opterecenja otpadnim vodama. PoviSena vodljivost izmjerena je na postajama OR 3 u
proljece i jesen, KOV-D 4 u prolje¢e te KR-NIZ 6 1 BU 7 u jesen, sto ukazuje na utjecaj
onecisc¢enja rijeke Krke uz grad Knin (Tablica 2).

Vrijednosti pH su na svim postajama unutar raspona od 7,45 do 8,24 te prema
Uredbi o standardu kakvocée voda (NN 73/2013) potvrduju vodu vrlo dobrog ekoloskog
stanja, osim na postaji uz ispust tehnoloskih voda (TOV-D 2), gdje pH od 7,11 ukazuje na
vodu dobrog ekoloskog stanja. ZabiljeZzene su uobiajene vrijednosti oksido-redukcijskog
potencijala (ORP) za slatkovodne ekosustave koje takoder potvrduju vodu dobrog
ekoloskog stanja, a kre¢u se u rasponu od -13,5 do -59,5 mV u proljece te u rasponu od 4,1
do -51.2 mV u jesen. Usporedbom vrijednosti m-alkaliteta izmedu postaja uocavaju se

usporedive vrijednosti na svim postajama, €iji je raspon od 2,98 do 4,53 (Tablica 2).

Koncentracije otopljenog CO, (mg L) zabiljezene na izvoru rijeke Krke su se
kretale u rasponu od 2,27 do 2,81, dok su na postajama uz grad Knin i nizvodno
(od TOV-D 2 do BU 7) vrijednosti usporedive, u proljece u rasponu od 1,04 do 1,54, au
jesen od 1,10 do 2,0. Karbonatna (KT) i ukupna (UT) tvrdo¢a vode su usporedive izmedu
postaja, a maksimalna vrijednost je u obje sezone izmjerena u trenutku otpustanja
komunalnih otpadnih voda (KOV-D 4), 12,68 za KT, odnosno 13,46 za UT (Tablica 2).
Opéenito, vidljiva je niza ukupna tvrdoca, tipi¢na za krske rijeke, u usporedbi s rijekama
koje ne protjecu krskim podrucjima. Na svim istraZivanim postajama opaZena su mala
sezonska kolebanja fizikalno-kemijskih ¢imbenika kakvoce vode, a uocene varijabilnosti

posljedica su razlika izmedu postaja (Tablica 2).

28



REZULTATI

Tablica 2 Vrijednosti fizikalno-kemijskih ¢imbenika kakvoce vode rijeke Krke uzorkovane na 7 lokacija u proljece i jesen 2015.
Oznacene su (podebljane i podcrtane) one vrijednosti koje su ispod dobrog ekoloskog stanja vode prema klasifikaciji iz

Uredbe o standardu kakvoce voda (NN 73/2013).

TOV-D KOV-D BU

KR-1Z (1) ) OR (3) (@) KR-KOV (5) KR-NIZ (6) @)
proljete jesen  jesen  proljee jesen  proljee  proljee jesen proljee jesen jesen

Zamucenost/ FAU 0 0 11 2 2 11 3 7 2 0 1

Temperatura vode/ °C 9,8 10,3 11,5 13,4 13,6 14,0 13,1 11,8 10,6 11,6 12,4
pH 7,96 7,53 7,11 8,07 7,57 7,45 8,24 7,77 8,09 7,82 8,09
m-alkalitet/ mg CaCOs L 2,98 3,95 3,30 3,56 3,54 4,53 3,87 3,29 3,42 3,31 3,29
Elektri¢na vodljivost/ uS cm™ 357 392 469 551 843 1011 430 461 423 526 1011
TDSY mg L* 179,6 1959 235 275 422 505 215 230 212 263 505
ORP?/ mV -284  -19,7 4,1 -50,5 -21,8 -13,5 -59,5 -135  -50,6 -36,0 -51,2
Otopljeni kisik /mg Oz L 10,4 10,54 4,68 12,8 8,81 0,13 11,7 11,07 13,9 10,31 10,88
Zasicenje kisikom/ % 96,6 95,8 44,0 123,4 80,1 13 114,3 104,0 120,6 96,4 1035
KPK3«mnos/ mg Oz L 3,5 3,7 32 42 18 47 17 21 8,1 4,1 74
Otopljeni CO2/ mg L 2,27 2,81 1,10 1,12 1,23 1,04 1,27 1,14 1,54 2,0 1,28
Amonij/ mg N L <0,1 <0,1 0,45 0,22 0,30 0,31 0,19 0,20 0,14 0,10 0,15
Ukupni dusik/ mg N L 0,3 0.4 9,1 154 114 20,1 12,3 8,7 3,0 0,7 2,3
Ukupni fosfor/ mg P L™ <0,01 <0,01 1,96 1,15 1,03 2,00 1,00 1,05 0,52 0,10 0,20
Nitrati/ mg N L 0,1 0,1 7,3 3,0 2,7 10,8 1,3 3,2 2,5 0,2 1,8
Nitriti/ mg N L! 0,006 0,004 0,440 0,984 0,842 0,696 0,399 0,426 0,010 0,100 0,008
Ortofosfati /mg P L™ <0,01 <0,01 0,98 0,14 0,11 1,04 0,03 0,63 0,02 <0,01 0,01
KT/ °dH 8,34 11,6 9,24 9,97 9,80 12,68 10,84 9,21 9,58 9,26 9,21
UT/ °dH 10,21 1183 12,62 10,77 11,12 13,46 11,32 12,84 10,68 11,31 10,97

1TDS — ukupno otopljene soli (eng. Total Dissolved Salts); 20ORP — oksido-redukcijski potencijal; 3KPK — kemijska potrosnja kisika
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4.2 Koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi rijeke Krke

Usporedba koncentracija 21 mikroelementa i 4 makroelementa otopljenih u vodi
rijeke Krke na sedam istrazivanih lokacija ukazuje da svi izmjereni metali imaju najnize
vrijednosti na referentnoj postaji - izvoru rijeke Krke (KR-1Z 1). Ocigledan je antropogeni
utjecaj koji rezultira poviSenim koncentracijama metala u obje sezone na lokacijama koje
su pod utjecajem tocCkastih izvora zagadenja grada Knina (TOV-D 2, OR 3, KOV-D 4, KR-
KOV 5). U proljece postoje statisticki znacajno povisene koncentracije metala na
postajama OR 3 i KOV-D 4 u usporedbi s izvorom KR-1Z 1, i to za mikroelemente: As,
Ba, Cd, Co, Li, Mn, Mo, Ni, Rb, Sbh, V te za makroelemente: Ca, K, Mg, Na, dok su samo
na postaji OR 3 statisticki zna¢ajno poviseni Zn i Sr, a samo na KOV-D 4 Al'i Ti (Slike 12
i 13). U jesen je provedeno dodatno uzorkovanje u bazenima s tehnoloskim otpadnim
vodama iz tvornice vijaka (TOV-D 2) te su izmedu izvora (KR-1Z 1) i ove lokacije
zabiljezene najvece razlike u koncentraciji metala, statisticki znacajno za: As, Ba, Ca, Co,
Fe, K, Li, Mn, Mo, Ni, Se, Sb i Zn. Srednje vrijednosti koncentracija metala na postaji
TOV-D 2 u odnosu na KR-1Z 1 su povisene: 47000 puta za Co, oko 9000 puta za Mn i Fe,
oko 5500 puta za Zn, 500 puta za Ni, 10-70 puta za K, Se i Sb te 3-7 puta za Li, Ba, Mo,
As i Ca. Osim toga, koncentracije metala na postaji TOV-D 2 su bile znacajno povisene i u
odnosu na ostale postaje za sljede¢e metale: As, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Li, Mo i Sb (Slike 12 i
13). Usporedujuci koncentracije metala na postajama koje su nizvodno od tockastih izvora
onecis¢enja (KR-NIZ 6, BU 7) s postajama uz grad Knin (TOV-D 2, OR 3, KOV-D 4, KR-
KOV 5), uoceno je da su u obje sezone koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi nize
na nizvodnim postajama. Izuzetak je Sr, ¢ije su koncentracije bile znac¢ajno povisene u
rijeci Butiznici (BU 7) te su prelazile 3000 ug L™, u odnosu na postaje TOV-D 2 i OR 3
gdje su koncentracije ispod 1000 pg L (Slika 12). Iako su niZe u odnosu na postaje pod
utjecajem otpadnih voda, koncentracije pojedinih metala na postaji 1 km nizvodno od
utjecaja onecis¢enja (KR-NIZ 6) su vise u usporedbi s izvorom KR-I1Z 1, odnosno 70-400
puta vise srednje koncentracije u proljetnom i jesenskom razdoblju za Mn, 3-22 puta za Fe,
Zn, Co i Ti, 2-3 puta za Sr, Al, Ni i Li. Medutim, za Ag, Cd, Cr, Rb i Tl su na istoj lokaciji
(KR-NIZ 6) koncentracije bile iste ili ¢ak nize od onih izmjerenih na izvoru (KR-I1Z 1).
Statisticki znacajno povisene koncentracije Al, As, Ba, Li, Mo, Sb, Sr, Mg i Ca zabiljeZene

su u rijeci Butiznici (BU 7) u odnosu na izvor (KR-1Z 1) (Slike 12 i 13).
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Slika 12 Koncentracije (ug L) ukupno otopljenih mikroelemenata (Ag, Al, As, Ba, Cd, Co) u

vodi rijeke Krke na 7 istrazivackih postaja u proljece (sivi stupci) i jesen (bijeli stupci).

Istaknuta je statisticki znaCajna razlika u koncentracijama metala izmedu pojedinih

postaja (jednosmjerna ANOVA/Kruskal-Wallis, p<0,05) razli¢itim slovima (za proljece:

a, b, cdef zajesen: A B, C, D, E, F—isto slovo oznacava da ne postoji statisticki

znacajna razlika, a razli¢ito da postoji).
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Nastavak slike 12 Koncentracije (ug L) ukupno otopljenih mikroelemenata (Cr, Cu, Fe, Li,

Mn, Mo) u vodi rijeke Krke na 7 istrazivackih postaja u proljece (sivi stupci)
i jesen (bijeli stupci). Istaknuta je statistiCki znacajna razlika u
koncentracijama metala izmedu pojedinih postaja (jednosmjerna
ANOVA/Kruskal-Wallis, p<0,05) razli¢itim slovima (za proljece: a, b, ¢, d,
e, f; za jesen: A, B, C, D, E, F — isto slovo oznac¢ava da ne postoji statisticki

znacajna razlika, a razli¢ito da postoji).
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Nastavak slike 12 Koncentracije (ug L) ukupno otopljenih mikroelemenata (Ni, Rb, Sh, Se, Sr,

Ti) u vodi rijeke Krke na 7 istrazivackih postaja u proljeée (sivi stupci) i jesen

(bijeli stupci). Istaknuta je statisticki znacajna razlika u koncentracijama metala
izmedu pojedinih postaja (jednosmjerna ANOVA/Kruskal-Wallis, p<0,05)

razli¢itim slovima (za proljece: a, b, ¢, d, e, f; za jesen: A, B, C, D, E, F — isto

slovo oznacava da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika, a razli¢ito da postoji).
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Nastavak slike 12 Koncentracije (ug L) ukupno otopljenih mikroelemenata (TI, V, Zn) u vodi

rijeke Krke na 7 istrazivackih postaja u proljece (sivi stupci) i jesen (bijeli

stupci). Istaknuta je statisti¢ki znadajna razlika u koncentracijama metala

izmedu pojedinih postaja (jednosmjerna ANOVA/Kruskal-Wallis, p<0,05)

razli¢itim slovima (za proljece: a, b, ¢, d, e, f; za jesen: A, B, C, D, E, F —isto

slovo oznacava da ne postoji statisticki znaCajna razlika, a razlicito da postoji).




REZULTATI

Usporedbom koncentracija metala izmedu sezona na 4 lokacije (KR-1Z 1, OR 3,
KR-KOV 5 i KR-NIZ 6) uocava se kako gotovo svi metali imaju statisti¢Cki znacajno
povisene vrijednosti u jesen. Jedini metali koji nisu pokazali nikakve sezonske razlike na
nijednoj od postaja su Cd 1 Cu. Za Ti, Cr i1 K razlike izmedu sezona pronadene su samo na

izvoru (KR-1Z 1), dok su za As pronadene samo u rijeci Orasnici (OR 3) (Slike 121 13).

250 35 B
CaF 30 - = K
fin
| 25
B 20
M ¢ 15
- 1501 = — b
- 0 =
o b o
E E
100 -
c dpdéE 3 b
a A
z -
i H H H H H
1 4
aA -
o ol mmall Bml] [
KR-Z1 TOV-D2 OR3 KOV-D4KR-KOV 5 KR-NIZ6 BU7 KR-Z1 TOV-D2 OR3 KOV-D4KR-KOVS5 KR-NIZ6 BU 7
30 300 A
Mg PL 250 m = proljece | NA
25 200 3 jesen
150 - b
20 - E_ 100
Sy b c C T 50 H
-l -
2 15 - . A A c 2
d d 43
10
9 4
5 : b fl H
34 a ﬂ H .B
Jlml | Bl w0

KR-Z1 TOV-D2 OR3 KOV-D4KR-KOVS5 KR-NIZ6 BU7 KR4Z1 TOV-D2 OR3 KOV-D4KR-KOV5 KR-NIZ6 BU7

Slika 13 Koncentracije (mg L™) ukupno otopljenih makroelemenata (Ca, K, Mg i Na) u vodi
rijeke Krke na 7 istrazivackih postaja u proljece (bijeli stupci) i jesen (sivi stupci).
Istaknuta je statisticki znacajna razlika u koncentracijama metala izmedu pojedinih
postaja (jednosmjerna ANOVA/Kruskal-Wallis, p<0,05) razli¢itim slovima (za proljece:
a, b,c d e f zajesen: A, B, C, D, E, F — isto slovo oznacava da ne postoji statisticki

znacajna razlika, a razlicito da postoji).
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4.3 Biometrijski pokazatelji jedinki poto¢ne pastrve

U svakoj sezoni su ulovljene 22 jedinke potocne pastrve na pojedinoj postaji
uzorkovanja, uz izvor rijeke Krke i u dijelu vodotoka uz grad Knin te su im odredeni
osnovni biometrijski pokazatelji (Tablica 3). Vidljivo je da u prolje¢e niti jedan od
pokazatelja nije statisticki znacajno razli¢it izmedu dviju postaja, no ipak se moze uociti
nesto povisena ukupna duZzina i masa jedinki te masa jetre i gonada ulovljenih u rijeci Krki
uz grad Knin. U jesen je u riba uocena statisticki znacajna razlika izmedu postaja za vecinu
biometrijskih pokazatelja, odnosno vise vrijednosti za ukupnu duzinu i masu, masu jetre te
kondicijski indeks u riba ulovljenih kod Knina, kao i za gonadosomatski indeks u riba iz
izvora rijeke Krke (Tablica 3). U proljece je kod izvora rijeke Krke ulovljen jednak broj
zenskih 1 muskih jedinki, a u jesen vise muzjaka, dok je u dijelu toka uz grad Knin u obje

sezone ulovljeno vise zenki.

Sezonske razlike ukazuju na poviSene vrijednosti gonadosomatskog indeksa u jesen
na obje postaje, statisticki znacajno samo u riba s izvora rijeke Krke. Isti trend ima i
kondicijski indeks riba ulovljenih na postaji kod Knina, s vi§im vrijednostima u jesen, dok
je hepatosomatski indeks znacajno visi u proljece u riba ulovljenih kod izvora rijeke Krke.
Takoder, postoji statisticki znacajna razlika (p<0,01) izmedu dviju sezona za masu jetre i
ukupnu masu jedinki na postaji kod Knina, s poviSenim proljetnim vrijednostima (Tablica
3).
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Tablica 3 Biometrijski parametri jedinki poto¢ne pastrve (Salmo trutta Linnaeus,
1758) uzorkovanih na 2 postaje u rijeci Krki u proljece i jesen 2015. godine
(srednja vrijednost = SD 1 raspon). Velikim slovima (A, B) oznacene su
statisticki znacajne razlike izmedu postaja, a zvjezdicom (*) su oznacene
statisticki znaCajne razlike izmedu dviju sezona.
Blometrljsl_q Izvor rijeke Krke Dio toka rijeke Krke uz grad Knin
parametri
proljece jesen proljece jesen
n=22 n=22 n=22 n=22
Ukupna duZina | 19,1+4,8 183+3,6 A 21,9+ 12,7 256+48 B
(cm) (12,0-305) | (14,5-29,5) (10,5-58,0) (15,0 - 37,0)
Ukupna masa 98,5+£80,9 | 78,8+57,1™ | 268,1 £542,0* |223,0+121,1 *B
(9) (23,6 - 350,2) | (32,7-277,1) | (12,6 —1870,0) (40,4 - 598,0)
Masa jetre 1,4+1,5 0,8+0,7 A 35+8,0 * 3,1+3,1*B
) (0,27 -5,3) (0,2 - 3,6) (0,14 — 33,8) (0,4 -11,7)
Masa gonada 0,4+0,3 3,5£3,9 0,8+ 1,8 7,6 £ 14,6
(9) (0,04 -1,1) (0,1-14,8) (0,02 -6,5) (0,1-47,5)
0 11 6 14 12
Spol 4 11 16 6 10
ND / / 2 /
Gonadosomatski | 04+03* | 43+3,5 *A 0,2+0,1 2,1+34 8B
indeks/ % (0,1-1,0) (0,2-11)9) (0,03-0,5) (0,07 - 11,6)
Hepatosomatski | 1,3+0,5* 1,0£03* 1,2£0,6 1,2+£0,7
indeks / % (0,4-2,7) (0,5-1,6) (0,9-3,5) (0,7 -3,3)
Kondicijski 1,2+0,3 1,1+0,1A 1,L1+02* 12+0,1 *B
indeks/ g cm’3 (0,9-2,6) (1,0-1,3) (0,2-1,4) (1,0-1,5)

ND — nije bilo moguce determinirati spol
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4.4 Koncentracije metala u citosolu jetre potocne pastrve

S obzirom da ukupna koncentracija odredenog metala u vodi ne odrazava bioloski
raspolozivu koncentraciju metala u organizmu, odredeni su citosolski metali u jetri riba.
Vidi se da su u prolje¢e koncentracije vecine metala poviSene u jetri riba koje obitavaju u
rijeci Krki uz grad Knin u odnosu na ribe ulovljene kod izvora, statisticki znac¢ajno za As,
Co, Cu, Se, SriV (Slika 14). Suprotno, uocene su i vise vrijednosti Al, Rb i TI te znacajno
viSe Cd i Cs u riba ulovljenih u prolje¢e na izvoru rijeke Krke u odnosu na ribe iz Krke kod
Knina. U jesen su statisticki znacajno poviSene koncentracije metala u riba iz dijela toka
kod grada Knina u odnosu na izvor za As, Co, Fe, Li, Ni, Pb, Sb, Sr, Vi Zn (Slika 14). Na
izvoru su zabiljezene statisticki znacajno poviSene koncentracije Cd, Cs, Rb, Tl i U u
odnosu na postaju uz grad Knin (Slika 14). Koncentracije svih makroelemenata su
usporedive izmedu postaja u proljece, dok je u jesen koncentracija K znacajno viSa u riba

iz izvora rijeke Krke, a Na u riba iz dijela toka kod grada Knina (Slika 15).

Usporedbom koncentracija metala izmedu sezona uocava se da vec¢i broj metala
ima poviSene vrijednosti u proljetnom razdoblju uzorkovanja u odnosu na jesen na obje
postaje (Slike 14 i 15). U riba ulovljenih kod izvora rijeke Krke statisticki zna¢ajno
poviSene vrijednosti u proljee u usporedbi s jesenskim razdobljem postoje za
mikroelemente Co, Cd, Li, Mo, Mn, Sb i Zn te za makroelemente Na i Mg, dok su jedino
As 1 TI bili znacajno poviSeni u jesenskom razdoblju u odnosu na proljece. Koncentracije
metala su kod grada Knina statisticki znac¢ajno poviSene za Mn, Mo, Tl, U, Ca i Mg u
proljece, a za Fe i Na u jesen (Slike 14 i 15). Usporedbom s koncentracijama metala u
vodi, isti trend porasta koncentracija metala u vodi i citosolu jetre riba ulovljenih kod grada
Knina u odnosu na ribe i1z izvora rijeke Krke pronaden je za As, Ba, Co, Cu, Fe, Li, Mn,
Mo, Ni, Sb, Se, Sr, V i Zn u proljece, te za As, Ba, Co, Cu, Li, Sb, Sr, Vi Zn u jesen (Slike
12, 13, 14, 15).
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Slika 14 Koncentracije (ng mL™) mikroelemenata (Al, As, Ba, Cd, Co, Cs) izmjerene u

citosolskoj frakciji jetre poto¢ne pastrve ulovljene u proljece (zuti stupac) i jesen (smedi
stupac) na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada Knina.
Statisti¢ki znacajna razlika (t-test) izmedu postaja istaknuta je iznad stupaca, a izmedu

sezona unutar stupaca.
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Nastavak slike 14 Koncentracije (ng mL™) mikroelemenata (Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni) izmjerene
u citosolskoj frakciji jetre poto¢ne pastrve ulovljene u proljece (zuti stupac) i
jesen (smedi stupac) na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene
utjecaje grada Knina. Statisticki znacajna razlika (t-test) izmedu postaja

istaknuta je iznad stupaca, a izmedu sezona unutar stupaca.
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Nastavak slike 14 Koncentracije (ng mL™) mikroelemenata (Pb, Rb, Sh, Se, Sr, TI) izmjerene u

citosolskoj frakciji jetre poto¢ne pastrve ulovljene u proljece (Zuti stupac) i

jesen (smedi stupac) na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene

utjecaje grada Knina. Statisticki znacajna razlika (t-test) izmedu postaja

istaknuta je iznad stupaca, a izmedu sezona unutar stupaca.
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Nastavak slike 14 Koncentracije (ng mL™) mikroelemenata (U, V, Zn) izmjerene u citosolskoj
frakciji jetre potoCne pastrve ulovljene u proljece (Zuti stupac) i jesen (smedi
stupac) na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada
Knina. Statisti¢ki znacajna razlika (t-test) izmedu postaja istaknuta je iznad

stupaca, a izmedu sezona unutar stupaca.
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Slika 15 Koncentracije (ug mL™) makroelemenata (Ca, K, Mg i Na) izmjerene u citosolskoj frakciji
jetre potocne pastrve ulovljene u prolje¢e (Zuti stupac) i jesen (smedi stupac) na izvoru
rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada Knina. Statisticki znacajna razlika

(t-test) izmedu postaja istaknuta je iznad stupaca, a izmedu sezona unutar stupaca.

4.5 Biomarkeri

Kako bi se pravovremeno ukazalo na stupanj izlozenosti riba metalima u rijeci
Krki, praceni su biomarkeri, pokazatelji promjena na stanicnom novou koji predstavljaju
rani bioloski odgovor organizma na promjene u okoliSu. Stoga su u jetri riba ulovljenih u 2
sezone na izvoru rijeke Krke i na postaji uz grad Knin odredeni MT kao biomarkeri
izlozenosti metalima, a kao biomarkeri opéeg stresa organizma odredeni su ukupni

citosolski proteini.
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45.1 Koncentracije metalotioneina

Koncentracije MT mogu se izraziti kao mg g mokre mase jetre ili kao pg mg*
ukupnih citosolskih proteina nakon dijeljenja s koncentracijom proteina. U oba slucaja u
proljetnom razdoblju je ustanovljena znafajno visa koncentracija MT (t-test, p<0,01) u
poto¢nih pastrva ulovljenih kod izvora rijeke Krke u odnosu na dio toka uz tockaste izvore
zagadenja kod grada Knina (Slika 16). U jesenskom razdoblju ne postoji zna¢ajna razlika u
koncentraciji MT izmedu dviju postaja. Usporedbom izmedu sezona uocava se statisticki
znacajno visa vrijednost MT u jetri riba ulovljenih na postaji uz izvor rijeke Krke u

proljece, dok u riba ulovljenih u podru¢ju uz grad Knin nema sezonskih razlika (Slika 16).
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Slika 16 Koncentracije MT izmjerene u citosolskoj frakciji jetre poto¢ne pastrve ulovljene na
izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada Knina u proljece i jesen
(srednja vrijednost i S.D.): a) koncentracije MT izrazene kao mg g* mokre mase b)
koncentracije MT izrazene kao pg MT mg* citosolskih proteina. Statisti¢ki znacajna

razlika (t-test) izmedu postaja istaknuta je iznad stupaca, a izmedu sezona unutar stupaca.
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4.5.2 Koncentracije ukupnih citosolskih proteina

Usporedbom koncentracija ukupnih citosolskih proteina u jetri poto¢nih pastrva iz
rijeke Krke ustanovljena je statisticki znacajna razlika izmedu postaja u jesen, odnosno
znacajno viSe vrijednosti u riba ulovljenih kod izvora rijeke Krke u usporedbi s postajom
kod grada Knina (p<0,05, t-test) (Slika 17). U prolje¢e je zabiljeZzen suprotan trend, s
neznatno poviSenim koncentracijama citosolskih proteina u dijelu vodotoka rijeke Krke
kod grada Knina u usporedbi s izvorom, ali bez statistiCke znacajnosti. Sezonske razlike u
koncentraciji citosolskih proteina u jetri potocnih pastrva su znacajne samo u riba
ulovljenih kod grada Knina, s poviSenim vrijednostima u prolje¢e u odnosu na jesensko

razdoblje (p<0,01, t-test) (Slika 17).
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Slika 17 Koncentracije ukupnih citosolskih proteina (mg g mokre mase) izmjerene u jetri
potocne pastrve ulovljene na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje
grada Knina u proljece i jesen (srednja vrijednost i S.D.). Statisticki znacajna razlika (t-

test) izmedu postaja istaknuta je iznad stupaca, a izmedu sezona unutar stupaca.
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5 RASPRAVA

Zastita slatkovodnih stanista jedna je od klju¢nih zada¢a danasnjice, s obzirom da
ona spadaju medu najugrozenije ekosustave na svijetu, a broj slatkovodnih vrsta je u
posljednjih 50 godina smanjen za vise od 80% (Izvjes¢e o stanju planeta, WWF). Zbog
ljudskih aktivnosti mnoga slatkovodna staniSta su u opasnosti od nestajanja zbog
onecis¢enja, regulacije vodotoka i1 uniStavanja staniSta, izgradnje brana i akumulacija,
navodnjavanja ili prekomjerne uporabe vode u industriji. Krska podrucja su posebno
osjetljiva jer se zagadenje voda zbog hidrogeoloskih znacajki tog podrucja brzo $iri. Rijeka
Krka sa svojim pritocima c¢ini sustav kompozitnih dolina u krSu (Perica i sur., 2007) te
predstavlja neprocjenjivo nacionalno prirodno bogatstvo i ekosustav s brojnim
endemiénim, rijetkim i ugrozenim svojtama. Dio toka rijeke Krke proglasen je nacionalnim
parkom u svrhu zastite i oCuvanja hidroloskih, geomorfoloskih i pejzaznih vrijednosti
krajobraza, posebice sedrenih slapova koji su njegov temeljni fenomen. Medutim, ove
vrijednosti su danas ugrozene zbog brojnih ekoloSkih problema, poput neracionalnog
gospodarenja vodnim resursima, uniStavanja okoliSa neprimjerenom izgradnjom, a
posebice zbog oneciS¢enja vode raznim organskim i anorganskim tvarima. Tvornica vijaka
smjestena uz grad Knin ispusta bez adekvatnog prociséavanja industrijske otpadne vode u
bazene uz rijeku Krku, $to predstavlja potencijalnu opasnost za ofuvanje vrlo dobrog i
dobrog ekoloskog stanja. Otpadne industrijske i neprociS¢ene komunalne vode grada
Knina su u Planu upravljanja Nacionalnim parkom "Krka" (2011) prepoznate kao prijetnja
vrijednostima Nacionalnom parku Krka, no unato¢ tome nije donesen nijedan akcijski plan

kojim bi se pokusalo rijesiti taj problem.

U ovom istrazivanju provedena je sveobuhvatna procjena kakvoce dijela vodotoka
rijeke Krke koji je izvrgnut intenzivnim i nedovoljno kontroliranim antropogenim
utjecajima, a smjesten je 500 m od grada Knina i 2 km od granice Nacionalnog parka Krka.
Provedeni monitoring obuhvacao je pracenje niza fizikalno-kemijskih parametara kakvoce
vode, koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi te bioloSke 1 ekotoksikoloske
pokazatelje u potocnoj pastrvi. Pracenje bioloskih promjena na stani¢noj razini organizma
tj. biomarkera sluzi kao rani pokazatelj antropogenih ucinaka na vodene organizme te
istovremeno moze omoguciti pravovremeno poduzimanje mjera zaStite Nacionalnog parka

Krka. S obzirom da ukupna koncentracija odredenog metala u vodi ne odrazava bioloski
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raspolozivu koncentraciju metala, odredene su i koncentracije metala u citosolu jetre
poto¢ne pastrve, kao frakciji u kojoj su bioraspolozive koncentracije metala. Takoder,
biomonitoring je proveden je sezonski kako bi se utvrdilo postoje li znacajne razlike
izmedu sezona (proljece 1 jesen) za sve izmjerene parametre te kako bi se razlucili abioticki
1 bioticki utjecaji od antropogenih na koncentracije metala u vodi te na bioloSke promjene

koje se prate u poto¢noj pastrvi kao indikatorskom organizmu.
5.1 Procjena kakvocée vode s obzirom na fizikalno-kemijske ¢imbenike

Analiza kakvoc¢e vode vrlo je vazna za oCuvanje i1 zaStitu prirodnih ekosustava
(Pawar i Shembekar, 2012). Istrazivanje razli¢itih fizikalno-kemijske ¢imbenika vrlo je
vazno za razumijevanje metaboli¢kih dogadaja u vodenom ekosustavu. Postoji vrlo malo
podataka o fizikalno-kemijskim ¢imbenicima u krskim rijekama. Do sada su za rijeku Krku
provedena tri istrazivanja koja su obuhvatila fizikalno-kemijske ¢imbenike (Juki¢ i sur.,
2006; Cukrov i sur., 2007; Cukrov i sur., 2008). U ovom istrazivanju, svi fizikalno-
kemijski ¢imbenici izmjereni na izvoru rijeke Krke (KR-1Z 1) pokazali su da je voda na
tom podrucju vrlo dobrog ekoloSkog stanja prema Uredbi o standardu kakvoce voda (NN
73/2013), dok je na nizvodnim postajama uoceno pogorsanje kakvoée vode. Uzorci vode
uzeti direktno iz bazena s tehnoloSkim otpadnim vodama iz tvornice vijaka, kao i iz
ispusnih cijevi komunalnih otpadnih voda bili su za gotovo sve ¢imbenike ispod dobrog
ekoloskog stanja. Kakvoc¢a vode u podrucju nizvodno od tockastih izvora zagadenja grada
Knina (KR-NIZ 6) je takoder za vecinu ¢imbenika ispod dobrog ekoloskog stanja (Tablica
2).

5.1.1 Temperatura vode

Temperatura vode je jedan od najvaznijih ekoloSkih ¢imbenika koji ima znacajan
utjecaj na zivotne procese u vodi te na raznolikost zivota u njoj. Stoga je vrlo vazno
kontinuirano prac¢enje temperaturnih vrijednosti na vodenim staniStima (Pawar i
Shembekar, 2012). Izmjerena temperatura u rijeci Krki ne ukazuje na odstupanje od
prosjeka. S obzirom da se njezino glavno vrelo nalazi se u $pilji neposredno ispod sedrene
barijere slapa Kréiéa (Zugaj i Markovié, 1990) ova rijeka ponornica prolazi kroz

podzemlje te nije pod utjecajem sunceve topline Sto dokazuju i zabiljezene nizZe vrijednosti
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temperature na izvoru. Na postaji nizvodno, uz grad Knin, izmjerena je za nekoliko
stupnjeva visa temperatura. Kao posljedica meduovisnosti tektonskih odnosa i
hidrogeoloskih karakteristika stijena, u donjem dijelu porjecja rijeke Krke korito rijeke je
Sire 1 pli¢e zbog postojanja dolinskih proSirenja, a brzina vodnog toka manja pa se voda
brze zagrijava. Moguci uzrok poviSene temperature su i ispusti otpadnih komunalnih voda
grada Knina u vodotok rijeke Krke u kojima je izmjerena za oko 4 °C visa temperatura u
odnosu na izvor (KR-IZ 1) i podru¢je nizvodno od utjecaja onecis¢enja (KR-NIZ 6)
(Tablica 2). Ovi podaci usporedivi su s prethodnim istrazivanjima, gdje je prosjecna
vrijednost temperature na izvoru rijeke Krke tijekom cetverogodis$njeg istrazivanja iznosila
oko 10 °C, a u blizini grada Knina 12 °C (Cukrov i sur., 2008). Takoder, porast
temperature u blizini grada Knina zabiljezili su u svom istrazivanju Cukrov i sur. (2007),
gdje se temperatura vode u blizini grada Knina krec¢e u rasponu od 8,7 do 15,3 °C, dok je
na izvoru bila u rasponu od 9,0 do 10,4 °C. Juki¢ i sur. (2006) zabiljezili su na postaji u
blizini grada Knina srednju temperaturu 11,1 °C (min 7,8 °C, max 16,7 °C), a na izvoru

rijeke Krke 10,4 °C (min 6,0 °C, max 11,3 °C).
5.1.2 Zamucdenje vode

Cimbenici koji utje¢u na proces zamuéenja vode su koncentracija &estica u vodi,
veli¢ina Cestica 1 valna duljina ulaznog zracenja. Klju¢nu ulogu pri zamucenju vode krskih
izvora igra cirkulacija vode kroz mrezu krskih provodnika (Bonacci, 2016). S obzirom da
mutno¢a predstavlja znaajan izvor degradiranja kakvoce vode, mjerenja zamucenja
iznimno su vazna u nadzoru kakvoce pitke vode, kao i otpadnih i industrijskih voda. U
ovom istrazivanju uocen je porast zamucenja s 0 FAU na izvoru rijeke Krke, odnosno 2-7
FAU uz grad Knin, na 11 FAU zabiljezenih tijekom otpustanja otpadnih komunalnih i
tehnoloskih voda u rijeku Krku (Tablica 2). Povecanje zamucenja je dokaz unosa vece
koncentracije suspendiranih tvari i mikroorganizama u vodu, koji potje€u iz neprocis¢enih
otpadnih voda. Zamucenje moze uzrokovati manji prodor svjetlosti u vodu te onemoguciti
rast 1 razvoj algi 1 podvodnog viSeg bilja, kao 1 ometati dezinfekciju te osigurati okolinu za
rast mikroorganizama (GLOBE, 2003). Osobitu paznju treba posvetiti kontroli zamuéenja
u krskim podrucjima jer je pokazano kako sedimenti prolaskom kroz podzemlje krskih
podru¢ja na svom putu apsorbiraju teske metale, radioaktivne minerale, toksicne

organizme i mikroorganizme (Bonacci, 2016).
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5.1.3 pH i oksido-redukcijski potencijal

pH vrijednost utjeCe na veéinu kemijskih procesa u vodi te odreduje strukturu
zivotnih zajednica. Vecina jezera i teku¢ica ima pH izmedu 6,5 do 8,5, a to su optimalni
uvjeti za zivot vecine biljnih i Zivotinjskih vrsta. Zbog prisutnosti elektrolita kiselog i
bazi¢nog karaktera koji naru$avaju ravnotezu izmedu (H") i (OH") iona prirodne vode su
rijetko neutralne. Prirodne vode s nizim pH vezane su za podruc¢ja s odredenom podlogom
(npr. sulfidi), dok su vode na vapnenackim podlogama prirodno bazicne (GLOBE, 2003).
Sve kopnene vode mogu se, prema pH-vrijednosti, podijeliti na dva osnovna tipa: vode
neutralno-alkali¢ne reakcije i vode kisele reakcije. Prvoj skupini pripadaju vode u kojima
pH vrijednost rijetko pada ispod 6, a u nizu slucajeva povisi se i do 10. Drugoj skupini
pripadaju vode s pH vrijedno$¢u manjom od 5 (Toli¢, 2013). Prema navedenoj podjeli,
vode rijeke Krke spadaju u neutralno-alkalicne vode. Na svim postajama zabiljezene su
vrijednosti pH oko 8 (Tablica 2), §to je optimalno za djelotvornu biolosku produktivnost.
Visi pH karakteristiCan je za krSke rijeke, koje tu vrijednost odrzavaju stalnom zbog
velikog puferskog kapaciteta kojem pridonosi kalcijev i magnezijev karbonat iz podloge
(Giller i Malmgqvist, 1998). Prilikom otpustanja tehnoloskih i komunalnih otpadnih voda
zabiljezene su nesto snizene pH vrijednosti, kao posljedica organskog zagadenja, povisenih
koncentracija hranjivih soli te fekalnih i heterotrofnih bakterija. Ipak, ove blago snizene pH
vrijednosti prema Uredbi o standardu kakvoée voda (NN 73/2013) ne ukazuju na
pogorsanje ekoloskog stanja vode. Izmjerene pH vrijednosti su usporedive s vrijednostima
dobivenim u prethodnim istraZivanjima: 7,5 na izvoru rijeke Krke 1 8 u blizini grada Knina
(Cukrov i sur., 2008); 7,42 na izvoru te 7,79 kod grada Knina (Juki¢ i sur., 2006).
Sezonske varijacije pH nisu vidljive, kao ni u istraZivanju koje su proveli Cukrov i sur.

(2008).

Vrijednosti oksido-redukcijskog potencijala vode rijeke Krke su negativne i stoga
uobicajene za slatkovodne sustave. Negativan ORP je izmjeren na svim postajama, osim u
tehnoloSkim otpadnim vodama iz tvornice vijaka (Tablica 2). Negativne vrijednosti ORP

su tipi¢ne za izvorske vode te ukazuju na reduciranu vodi bogatu elektronima.
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5.1.4 Alkalitet

Alkalitet Cine hidroksidi, karbonati i bikarbonati alkalijskih i zemnoalkalijskih
metala, uglavnom Na, K, Ca 1 Mg, ali i ioni prisutni u nizim koncentracijama poput
silikata, amonijaka i fosfata. U rijeci Krki zabiljezen je izrazito nizak alkalitet (Tablica 2),
Sto pokazuje da je ovaj ekosustav vrlo osjetljiv jer veliki unos kiseline (kisele kise, otpadne
vode) moze privremeno potroSiti sav alkalitet te dovesti do pada pH. Nizak pH je opasan
za vecinu organizama u vodi te je stoga vazno sustavno pratiti ekolosko stanje rijeke Krke.
Cukrov i sur. (2008) su na izvoru rijeke Krke zabiljezili alkalitet 4,6, a kod grada Knina
4,8, dok je u provedenom istrazivanju raspon m-alkaliteta na obje postaje u obje sezone

malo nizih vrijednosti i iznosi od 2,98 do 4,53.
5.1.5 Ukupno otopljene soli i vodljivost

Prirodne vode imaju vecu vodljivost ukoliko se nalaze na podlozi od topljivih
stijena (npr. vapnenac), a sukladno tome nizu vodljivost na granitnoj podlozi (GLOBE,
2003). Povec¢anjem ukupno otopljenih tvari u vodi povecava se i elektri¢na vodljivost te je
njihov proporcionalni odnos zabiljezen 1 u rijeci Krki. Vrijednosti elektricne vodljivosti
vode su najviSe na postajama pod utjecajem otpadnih komunalnih voda grada Knina i
tehnoloSkih voda tvornice vijaka DIV d.o.0., $§to se moZe objasniti visokim
koncentracijama TDS-a na tom podrucju (Tablica 2). Povisenje vodljivosti je zabiljezeno i
u rijeci ButiZnici, $to je posljedica poljoprivrednih djelatnosti. Ovakvi podaci potvrduju
pogorsanje kakvoce vode rijeke Krke uz grad Knin. Visoka vodljivost zabiljeZena je u
Brljanskom jezeru u Nacionalnom parku Krka te je takoder povezana s utjecajem

oneciscenja, posebice otpadnih voda grada Knina (Poljak, 2012).

5.1.6 Otopljeni uglji¢ni dioksid, karbonatna i ukupna tvrdo¢a vode

Uglji¢ni dioksid ulazi u vodu iz atmosfere i nastaje kao produkt biokemijskih
procesa. Takoder, voda se prolaskom kroz humusno tlo koje je bogato CO2 obogacuje
uglji¢nim dioksidom. Poveéanjem temperature vode smanjuje se topljivost CO2 u vodi
¢ime se smanjuje Koli¢ina hidrogenkarbonata u vodi, a ravnoteza se pomiCe U Smjeru

talozenja CaCOs (Toli¢, 2013). Posljedica toga procesa je smanjenje karbonatne tvrdoce
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vode te je vidljivo da su CO> i karbonatna tvrdo¢a usko povezani. O koli¢ini mineralnih
soli ovisi tvrdo¢a vode, pa se razlikuje: karbonatna, nekarbonatna, kalcijeva, magnezijeva i
ukupna tvrdoca.

Vode se prema tvrdo¢i mogu podijeliti na meke, lagano tvrde, umjereno tvrde,
tvrde i jako tvrde vode (URL 2). Prema toj podjeli rijeka Krka pripada kategoriji umjereno
tvrdih voda jer joj se tvrdoca kreée u rasponu od 8-14 °dH (Tablica 2). Niza tvrdoca je
karakteristi¢na za krske rijeke jer one brzo protjeu kroz dobro topive karbonatne stijene u
usporedbi s rijekama kod kojih se voda dugo zadrzava u karbonatnim aluvijalnim tlima ¢ija
je tvrdoca jako velika. Smanjenje koncentracije otopljenog CO. od izvora rijeke Krke
nizvodno (Tablica 2) opazeno je i u istrazivanju krskih rijeka u Nacionalnom parku
Plitvicka jezera (Baresi¢, 2009). Naime, visoka koncentracija CO2 u izvorima krskih rijeka
posljedica je prolaska podzemnih voda kroz tlo, pri ¢emu otapa CO2 nastao razgradnjom
biljaka u humusu i tako postaju prezasi¢ene s CO». Izlaskom na povrsinu takva voda, zbog
velike prezasic¢enosti u odnosu na atmosferu, naglo gubi CO2, a proces isplinjavanja se
pojacava u nizvodnom toku i na slapovima te pospjeSuje talozenje kalcijevog karbonata.
Koncentracija CO2 smanjuje se nizvodno i zbog troSenja u procesu fotosinteze (Baresic,
2009). Opcenito, krske rijeke u odnosu na rijeke koje ne protjecu krskim podrucjima

sadrze malo otopljenog COy, §to je pokazano i u ovom istrazivanju.

5.1.7 Rezim Kkisika

Topljivost plinova u teku¢inama uvelike je pod utjecajem temperature, pa tako Sto
je visa temperatura, topljivost kisika bit ¢e manja. Prema tome, porastom temperature
smanyjit ¢e se koncentracija otopljenog kisika u vodama (moru, rijekama, jezerima itd.), kao
1 nivo zasi¢enosti vode kisikom. Kisik ima veliku vaznost u vodenoj sredini budu¢i da o
njemu ovise mnogi zivotno vazni procesi. Brzotekuce i turbulentne rijeke, poput Krke, u
gornjim tokovima sadrze vecu koncentraciju otopljenog kisika, a temperatura vode im je
niza, dok vode srednjih 1 donjih tokova rijeka sadrze nizu koncentraciju otopljenog kisika
te je temperatura vode visa. Optimalna koncentracija kisika u vodi (mg L?) za
hladnovodne vrste riba, poput potocne pastrve, je iznad 7, a za toplovodne iznad 5. Bez
dovoljne koli¢ine kisika Zivot u vodi nije mogu¢ za vecinu biljnih 1 Zivotinjskih vrsta.

Salmonidne vrste pokazuju znakove gusenja kod koncentracije kisika nize od 3 mg L7, a
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ciprinidne kada se koncentracija kisika smanji na 1,5 - 2,0 mg L (Debeljak, 1982).
Prilikom otpustanja komunalnih otpadnih voda izmjerena je koncentracija 0,13 mg O, L™
(Tablica 2), §to ukazuje na ugrozenost normalnih Zivotnih uvjeta poto¢nih pastrva u rijeci
Krki. Snizene koncentracije otopljenog kisika kod grada Knina zabiljezili su Cukrov i sur.
(2007), pri ¢emu su se koncentracije otopljenog kisika na izvoru rijeke Krke kretale u
rasponu od 10,0 do 11,5, a kod grada Knina rasponu od 6,6 do 12,2 mg O, L. Sli¢ne
rezultate dobili su i1 Juki¢ 1 sur. (2006), zabiljezivsi koncentraciju otopljenog kisika na
izvoru rijeke Krke u rasponu od 7,90 do 11,80 mg O, L%, a kod grada Knina 6,10 do 12,10
mg O, L.

Voda koja je zasicena kisikom ne sadrzi u sebi organsku materiju i obratno -
nazoc¢nost malih koli¢ina kisika ili njegova odsutnost znaci da je voda zagadena organskom
materijom (Andreis 1 Slemensek, 2003). U rijeci Krki zabiljeZzen je pad zasi¢enosti kisika
prilikom ispustanja industrijskih otpadnih voda, a drasti¢an pad na samo 1,3 % zabiljezen
je prilikom ispusta komunalnih otpadnih voda grada Knina (Tablica 2). Dobiveni rezultati
ukazuju na zagadenost vodenog ekosustava te na znacajno pogorsanje ekoloskog stanja
rijeke Krke. Koli¢ina i potrosnja otopljenoga kisika u vodi ukazuje na eventualnu
prisutnost mrtve organske tvari, koja trosi kisik prilikom procesa razgradnje. Organska tvar
povecati ispuStanjem u vodu iz antropogenih izvora (npr. kanalizacija). lzmjerene
vrijednosti KPK na gotovo svim postajama nizvodno od izvora rijeke Krke ukazuju na
znaajnu potroSnju kisika 1 pogorSanje ekoloSkog stanja vode zbog intenzivnog

antropogenog unosa organske tvari (Tablica 2).

5.1.8 Hranjive tvari

Prisustvo dusikovih spojeva u vodi najceS¢e ukazuje na Cinjenicu da je ta voda u
jacoj ili slabijoj mjeri zagadena. Najveci dio duSika i njegovih spojeva u vodi rezultat je
aktivnosti bakterija i cijanobakterija, dok dusik iz atmosfere predstavlja relativno mali dio
(Toli¢, 2013). Dusikovi spojevi ukazuju na organsko zagadenje vode te na stupanj procesa
mineralizacije organske tvari (tj. oksidacije proteina). Raspadanjem uginulih Zivotinjskih
organizama dolazi do cijepanja kompleksnijih dusikovih spojeva na jednostavnije spojeve

(redukcija). Amonijak je jedan od najvaznijih indikatora zagadenja vodenih sustava te
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njegove vece koli¢ine u vodi upucuju na prisustvo otpadnih ili fekalnih voda. Koli¢ina
amonijaka u vodi je u normalnim uvjetima vrlo mala zbog njegove adsorpcije i oksidacije
u nitrite i nitrate. Za vodene organizme toksi¢na je samo nedisocirana molekula amonijaka.
Amonijak, koji u vodi nastaje kao produkt raspadanja organskih materija, vrlo otrovno

djeluje na centralni ziv¢ani sustav svih vrsta riba (Toli¢, 2013).

Prisutnost velikih koli¢ina nitrita u ispitivanoj vodi ukazuje na djelomi¢nu
razgradnju ili svjeze organsko onecis¢enje (Toli¢, 2013), dok nitrati ukazuju da se radi o
starome zagadenju (Piria, 2007). Primjenom umjetnih gnojiva u poljoprivredi, povecava se
koli¢ina nitrata u tlu, a ispiranjem iz tla kiSama dolaze u jezera, rijeke 1 mora (GLOBE,
2003). Kanalizacijski ispusti su drugi S$tetan izvor nitrata u vodi, S$to dovodi do
preoptereéenja vodenog ekosustava, odnosno eutrofikacije. Fosfor se u prirodnim i
otpadnim vodama nalazi uglavnom u obliku fosfata. Oni se mogu podijeliti na ortofosfate,
kondenzirane fosfate i organski vezane fosfate (Toli¢, 2013). Fosfati u vodama javljaju se
iz razli¢itih izvora. Primjerice, sredstava za ¢iS¢enje koja sadrze fosfor mogu biti izvor
velike koli¢ine polifosfata u prirodnim vodama. Isprana mineralna gnojiva iz
poljoprivrednih povrSina najveci su izvor ortofosfata u potocima i rijekama (Piria, 2007).
Organski fosfor dospijeva u vodene sustave ekskrecijom vodenih organizama i otpadnim
vodama. Fosfati su neophodni za rast i razvoj biljaka i zivotinja, no previse fosfata u vodi
dovodi do eutrofikacije (Toli¢, 2013).

Poveéane koncentracije nitrita, nitrata, ortofosfata, ukupne koli¢ine otopljenog
fosfora, amonijaka i duSika u rijeci Krki ukazuju na organsko oneciS¢enje uslijed
ispustanja komunalnih 1 industrijskih otpadnih voda kod grada Knina. Na temelju
izmjerenih vrijednosti hranjivih soli, koje su znatno vise od grani¢nih vrijednosti kategorija
dobrog ekoloskog stanja prema Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 73/2013), moze se
zakljuciti kako je u rijeci Krki doSlo do znaCajnog pogorSanja kakvoce vode uslijed
antropogenog utjecaja kod grada Knina. Medutim, koncentracije nitrata, nitrita i ukupnog
dusika nizvodno od Knina ukazuju na vodu dobrog ekoloSkog stanja S§to moze ukazivati na
prirodni potencijal samoprociS¢avanja rijeke Krke (Cukrov i1 sur., 2008). Procjena
ekoloskog stanja vode rijeke Krke ukazuje na stalan antropogeni izvor oneciS¢enja te na

potrebu kontinuiranog monitoringa ovog dijela rijeke Krke.
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5.2 Koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi rijeke Krke

Prisutnost metala u tragovima i njihova specijacija vazan su ¢imbenik u procjeni
kakvoce vode. Metali u tragovima sastavni su dio minerala koji tvore tlo 1 stijene.
Ispiranjem i troSenjem stijena mogu prirodno dospjeti u vode i atmosferu, ali mogu nastati
1 antropogenim djelovanjem. Izgaranjem fosilnih goriva i rudarenjem oslobada se veci dio
metala u atmosferu odakle oborinama dospijevaju u povrsinske vode u otopljenom obliku
ili adsorbirani na partikularne organske tvari (Bare$i¢, 2009). Direktni unos metala u
vodene tokove mogu¢ je industrijskim otpadnim vodama, procjednim vodama iz
odlagalista otpada, poljoprivrednim ili komunalnim ispustima te podzemnim vodama. Iako
su metali neophodan ¢imbenik u vodenom okoliSu jer u mnogim slu¢ajevima o njima ovisi
I bioraznolikost vodenog ekosustava, njihova prisutnost u koncentracijama visim od
optimalnih moze imati razlicite toksi¢ne ucinke na Zive organizme u vodi, a posredno i na
Covjeka. Zbog svoje postojanosti, visoke toksi¢nosti i sklonosti da se akumuliraju u
ekosustavu, teski metali su opasni za sve zZive organizme. Gotovo da ne postoje vode koje
ne sadrze teSke metale, poput olova, zive 1 kadmija, a ovi metali imaju toksi¢ni ucinak pri

vrlo niskim koncentracijama.

Prirodne koncentracije metala u tragovima u rijekama ovise o vrsti stijena, kao i tlu
na slivnom podrucju rijeke. Takoder, koncentracije metala ovise o spojevima u kojima su
vezani, kao i o afinitetu za stvaranjem kompleksa s anorganskim (hidroksid, fosfat, sulfat,
itd) 1 organskim ligandima. Otopljeni organski ugljik (DOC, eng. Dissolved Organic
Carbon) je izuzetno vazan za transport metala u vodenim sustavima. Metali formiraju
snazne komplekse s otopljenim organskim ugljikom, pri ¢emu se povecava topljivost
metala, a smanjuje njihova bioraspolozivost (Baresi¢, 2009). Sediment moze djelovati kao
mjesto akumulacije metala u tragovima, a najveci afinitet vezanja na kalcit imaju Cd, Zn,
Mn, Co, Ni, Ba i Sr. Medutim, razni biogeokemijski procesi mogu dovesti do njihove
remobilizacije u vodeni stupac te tako znacajno povisiti njihovu koncentraciju do toksi¢ne
razine za vodene organizme (Fichet 1 sur., 1998). S obzirom da su u hrvatskim kr§kim
rijekama prirodne koncentracije metala u tragovima vrlo niske, dovoljan je i mali
antropogeni unos da im se koncentracija poveca i za nekoliko redova veli¢ine (Cukrov i
sur., 2007). Takoder, zbog specificne geomorfologije i hidrologije krSkog podrucja, izvor

zagadenja moze imati utjecaj tek kilometrima dalje putem dobro razvijene mreze
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podzemnih tokova (Cukrov, 2008). Stoga je vrlo vazno pratiti njihove koncentracije u svim
dijelovima rije¢nog ekosustava od izvora do us¢a, uzimajuéi u obzir vodostaj te utjecanje

podzemnih voda i pritoka (Cukrov i sur., 2007).

U ovom istrazivanju su tijekom proljetnog razdoblja zabiljezene poviSene
koncentracije ukupno 19 otopljenih metala u ispustu komunalnih otpadnih voda kao i u
Orasnici, pritoci rijeke Krke koja tece u blizini tvornice vijaka DIV d.o.0., u odnosu na
izvor. Partikularne organske Cestice iz neprocis¢enih komunalnih voda imaju ulogu nosaca
metala, odnosno doprinose njihovoj adsorpciji. U jesenskom razdoblju uocene su statisticki
znacajno poviSene koncentracije 13 metala na postaji uz ispust tehnoloskih otpadnih voda
u usporedbi s izvorom, dok su za 9 metala bile znacajno poviSene u odnosu na ostale
postaje. Koncentracije metala tijekom otpustanja tehnoloskih voda iz tvornice vijaka DIV
d.o.o. bile su ve¢e u odnosu na izvor: 47000 puta za Co, oko 9000 puta za Mn i Fe, oko
5500 puta za Zn, 500 puta za Ni, 10-70 puta za K, Se i Sb te 3-7 puta za Li, Ba, Mo, As i
Ca. Metali za koje je zabiljeZen najveéi porast koncentracije na postajama pod
antropogenim utjecajem su: Co, Mn, Fe, Zn i Ni, a njihove poviSene koncentracije
zabiljezene su ¢ak i 1 km nizvodno od izvora one€iS¢enja (Slika 12). Za izradu vijaka Cesto
se upotrebljavaju legure nikla s bakrom, ¢elik (legura Fe 1 C) 1 mjed (legura Cu i Zn) (Alar,
2015). Takoder, proizvode se od niskolegiranih Mo-, Mo-Cr- ili Mo-Cr-V-&elika (Cori¢,
2016). U Celi¢ne legure se Cesto dodaje Ni i V koji povecavaju otpornost materijala te se na
povrsinu nanosi 1 Ti kako bi se sprijecila korozija, dok se u mjedene legure dodaje Fe, Mn,
Ni, Al i Si (Lositskii i sur., 1966). Pregledom materijala od kojih se proizvode vijci u
tvornici DIV d.o.0., ustanovljeno je kako je vecina izradena od A2 i A4 inoxa (nehrdajuceg
celika), Zn, Br, Ni 1 Fe (URL 3). Nehrdaju¢i celik je legura Fe 1 najmanje 12 % Cr, dok
moderni nehrdajuc¢i ¢elici sadrze 1 do 30% Cr. Izmjereni porast koncentracija metala u vodi
rijeke Krke uz tvornicu vijaka DIV d.o.o. potvrduje kako je upravo ova tvornica tockasti

izvor unosa metala u rijeku Krku.

Prethodna istraZivanja rijeke Krke takoder su pokazala znacajan porast
koncentracija metala u tragovima uz grad Knin u odnosu na izvor. Tako su Cukrov i sur.
(2008) zabiljezili na postaji nizvodno od grada Knina poviSene koncentracije metala u
usporedbi s izvorom: 60 puta za Zn, 25 puta za Pb, 4 puta za Cu i 2 puta za Cd. Medutim,

srednje koncentracije Cd, Cu i Zn bile su nize u usporedbi s podacima dobivenim u ovom
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istrazivanju. Istrazujuéi prostornu i vremensku raspodjelu Cd, Cu, Pb, Zn i Hg u rijeci
Krki, Cukrov i sur. (2007) zabiljezili su povecanu koncentraciju Zn, Pb i Hg i povezali je s
antropogenim utjecajem ispusta otpadnih voda na tom podru¢ju. Prema Direktivi
2008/105/EZ, prosjeéne godiSnje koncentracije (eng. AA-EQS, Average Annual
Environmental Quality Standards) metala u vodi za Ni iznose 20 pg L™, za Cd 0,15 pg L1,
za Pb 7.2 ng LY, a za Hg 0,05 ug L. Koncentracije Cd (0,008-0,009 pg L) i Ni (0,08-
0,14 pg L) izmjerene u podrudju pod utjecajem onei$éenja grada Knina niZe su od ovih
vrijednosti, sto potvrduje da iako poviSene u odnosu na izvor rijeke Krke, koncentracije

ovih metala ipak ne prelaze uobicajene vrijednosti u prirodnim vodama.

Koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi bile su u obje sezone nize na
postajama koje su nizvodno od tockastih izvora oneciS¢enja u odnosu na postaje uz grad
Knin. Ovaj trend moze se objasniti sposobnoscu samoprociséavanja koju posjeduju rijeke s
vapnenackom podlogom, visokim pH i alkalitetom (Korfali i Davies, 2005). Cukrov i sur.
(2008) opisali su u rijeci Krki proces samoprociS¢avanja koji utjee na smanjenje
poviSenih koncentracija metala u tragovima. Ovaj proces odvija se preko manjih kaskadnih
jezera, gdje sedimentacija i precipitacija rezultiraju znacajnim smanjenjem koncentracija
metala. Takoder, procesu samoprociS¢avanja doprinosi i znatan podzemni utok C¢istih
podzemnih voda (Cukrov i sur., 2008). Sli¢an trend opadanja koncentracije teskih metala u
nizvodnom toku zabiljezen je u Nacionalnom parku Plitvicka jezera. Naime, Omanovic¢ i
sur. (2007) su mjerenjem toksi¢nih elemenata u tragovima (Zn, Cd, Pb, Cu 1 Hg) u vodama
Plitvickih jezera uocili da su njihove koncentracije opcenito vrlo niske. NajviSe vrijednosti
izmjerene su na izvorima Crne i Bijele rijeke, a u nizvodnom toku dolazi do pada
koncentracija jer se ti elementi putem taloZe, $to ukazuje na to da elementi u tragovima
dospijevaju u jezera ispiranjem stijena i tla u kojima su prirodno prisutni u odredenim

koncentracijama.

Osim razlika izmedu postaja, uocene su i1 sezonske razlike u koncentracijama
metala te su svi metali imali znacajno povisene vrijednosti u jesen u odnosu na proljece,
¢emu je vjerojatno uzrok niZi vodostaj rijeke Krke, koji je na jesen, 30.9.2015., iznosio 87
cm, dok je na proljece, 21.4.2015., iznosio 142 cm (Baze hidroloskih podataka HIS 2000
Drzavnog hidrometeoroloskog zavoda). Naime, kako razina vode pada, povecava se

koncentracija teskih metala u ekosustavu, zbog cega se u jesenskom razdoblju, nakon
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ljetnih suSa, uocava visa koncentracija teSkih metala. Obiakor i sur. (2013) navode kako je
sezona glavni ¢imbenik koji utjeCe na koncentraciju teskih metala u slatkovodnom
ekosustavu. Emoyan i sur. (2006) takoder su zabiljezili varijabilnost koncentracija teskih
metala sa sezonom. Povecanje vrijednosti metala u jesen moze se takoder pripisati
smanjenju kapaciteta slatke vode da prirodno filtrira poveéani dotok svjeze kopnene vode
iz susjednih vodenih tijela, koja ispustaju zagadivace u rijeku (Obiakor i sur., 2013). U
istrazivanju sezonskih varijacija 16 teskih metala u rijeci Han u Kini, Li i Zhang (2010) su
uocili da su najnize koncentracije metala prisutne u proljece, dok je u razdoblju od 6. do
11. mjeseca veéina metala imala poviSene vrijednosti, $to objaSnjavaju sezonskim

razlikama toka te poljoprivrednim aktivnostima.

Iz svega navedenog vidljiv je trend porasta koncentracija metala od izvora prema
tockastim izvorima zagadenja grada Knina, odnosno ispustu tehnoloskih otpadnih voda
tvornice vijaka DIV d.o.o. te gradskom ispustu komunalnih otpadnih voda, koji varira
ovisno o sezoni. Zbog nepostojanja adekvatnih uredaja za prociS¢avanje, otpadne vode
znacajno doprinose porastu koncentracija metala u vodi rijeke Krke, koje su ipak jos u

razinama karakteristicnim za prirodne vode.

5.3 Bioloske promjene u poto¢noj pastrvi

Analiza pojedinih ¢imbenika kakvoce vode ukazuje na trenutno stanje vodene
sredine, no organizmi koji tu obitavaju djeluju kao bioindikatori i svojim fizioloskim
/patofizioloSkim stanjem projiciraju trenutna zbivanja u njoj, ali i ona od prije nekoliko
tjedana, mjeseci ili godina (Coz-Rakovac i sur., 2000). U rije¢nim ekosustavima ribe su
Cesti indikatorski organizmi izloZenosti metalima 1 kakvoce vode jer se nalaze na vrhu
hranidbenog lanca. Takoder, pogodne su i kao kraljeSnjaci zbog slicne fiziologije sa
sisavcima (Catsiki 1 Strogyloudi, 1999). Kao indikatorski organi ¢esto se koriste bubrezi,
Skrge 1 jetra. Jetra je organ koji sudjeluje u pohranjivanju i detoksikaciji metala i ¢ija se
metabolicka funkcija moze poremetiti zbog prisustva toksi¢nih metala (Filipovi¢ Mariji¢,
2004). Kakvoca vode u kojoj riba Zivi vrlo je vazna za njezin opstanak. Ribe zive u
odredenom rasponu osnovnih parametara (temperatura, kisik, pH, amonijak, organska tvar,
tvrdo¢a vode) unutar kojih mogu nesmetano funkcionirati pa svako prekoracenje

optimalnih uvjeta dovodi do promjene njihovog fizioloskog statusa (Coz-Rakovac i sur.,
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2000). Tjelesna temperatura riba ovisi o temperaturi okoliSne vode pa su samim time
njihove fizioloske funkcije i imunoloski sustav pod utjecajem promjena temperature u
okolisu (Lamkova i sur., 2007). Osim koncentracije bioloski dostupnih metala u vodenom
okolisu 1 abioti¢kih pokazatelja (temperatura, otopljeni kisik, intenzitet svjetlosti), znac¢ajan
utjecaj na koli¢inu akumuliranih metala imaju i bioticki pokazatelji (fiziolosko stanje riba,
uvjeti ishrane), spol, biometrija (duzina i masa) te starost riba) (Livingstone, 1993). Teski
metali uzrokuju oSte¢enja unutras$njih organa, slabljenje imunoloskog sustava, promjenu
krvnih parametara, smanjuju vitalnost organizma, sposobnost prilagodbe i otpornost na
bolesti (Staniskiene i sur., 2006). Takoder, akutno izlaganje teSkim metalima izaziva
hipertrofiju i nekrozu epitela Skrga, dok kroni¢no izaziva hiperplaziju epitela s posljedicno
respiratornim smetnjama te osteéenjima bubrega i jetre (Coz-Rakovac i sur., 2000).

Kondicija je ¢imbenik koji kod riba ukazuje na njihovo fizicko stanje, a posljedica
je duzinsko-masenog odnosa. Izrazava se kondicijskim indeksom ¢ije vrijednosti pokazuju
razlike u masi pri istim duzinama tijela ribe. Povezan je sa staro$¢u, spolom, zrelos¢u
gonada, punoc¢om Zeluca riba, kao i nizom drugih bioloSko-ekoloskih ¢imbenika znakovitih
za pojedinu vrstu. Hepatosomatski indeks pokazuje odnos mase jetre i mase tijela. Za
odredivanje gonadosomatskog indeksa koristi se odnos mase gonada i mase tijela te
njegove vrijednosti ukazuju na trajanje sezone mrijesta.

U proljeée niti jedan od biometrijskih pokazatelja nije bio statisticki znacajno
razli¢it izmedu izvora rijeke Krke 1 dijela toka pod antropogenim utjecajima uz grad Knin.
Medutim, u jesen su uocene znacajno povisene vrijednosti za ukupnu duzinu i masu, masu
jetre te kondicijski indeks u riba ulovljenih kod Knina. Usporedba opceg stanja riba
(kondicijski, hepatosomatski, gonadosomatski indeks) u razdoblju nakon (proljece) i prije
mrijesta (jesen) pastrva iz rijeke Krke ukazuje na sezonske razlike. Vrijednosti
gonadosomatskog indeksa bile su poviSene u jesen na obje postaje, statisticki znacajno
samo u riba s izvora rijeke Krke, sto ukazuje da su zapocele fizioloske promjene
karakteristicne uz mrijest koji je u poto¢ne pastrve tijekom zime. Kondicijski indeks riba
ulovljenih na postaji kod Knina je takoder imao viSe vrijednosti u jesen. Hepatosomatski
indeks znacajno je visi u proljece u riba ulovljenih kod izvora rijeke Krke, Sto se povezuje
s povecanim hranjenjem 1 metaboliCkom aktivno§¢u. U prethodnim istraZivanjima
dokazano je kako razlika u masi, reproduktivnom stadiju 1 starosti riba moze doprinijeti

razlikama u bioloskom odgovoru organizma. Tijekom razdoblja mrijesta, znacajno
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povisene koncentracije metala i proteina rezultat su poveéane ishrane riba (visi kondicijski
indeks) 1 mrijesta riba (visSi gonadosomatski indeks), a ne poveéane izlozenosti metalima iz
okolisa (Filipovi¢ Mariji¢ 1 Raspor, 2010). Stoga je vrlo vazno razluciti bioloske promjene
uzrokovane biotickim ¢imbenicima od antropogenih utjecaja (Filipovi¢ Mariji¢ 1 Raspor,

2010, 2012, 2014).

5.3.1 Koncentracije metala u citosolu jetre poto¢ne pastrve

Poznato je kako koncentracije metala u vodi nisu odraz bioloSki raspolozivih
koncentracija metala u tkivima akvati¢nih organizama te da se mehanizam bioakumulacije
metala razlikuje izmedu organa (Vukosav i sur., 2014). Medutim, ¢ak niti ukupna koli¢ina
metala u tkivu ne moze sluziti za procjenu utjecaja onecis¢enja vodenog okolisa jer ne
odrazava metabolicki 1 troficki raspolozivu koli¢inu metala. Naime, ukupna koli¢ina
metala u tkivu sadrzi i troficki “imobilizirani” dio, pohranjen u vakuolama ili slabo
topljivim kompleksima, koje ¢e organizam izlucCiti pa se neée povecati raspoloziva
koncentracija metala unutar stanica. Toksi¢ni uéinak metala ovisi o koncentraciji
specificnih kemijskih oblika koji su bioloSki dostupni organizmu. Stoga je bitno odrediti
citosolske metale jer upravo oni odrazavaju bioloski raspolozivu frakciju metala (Filipovié

Mariji¢, 2004).

Utjecaj povisenih koncentracija ukupno otopljenih metala u vodi na ribe koje Zive u
rijeci Krki uz grad Knin jasno je vidljiv iz poviSenih koncentracija ve¢ine metala u citosolu
jetre pastrva iz tog dijela toka u usporedbi s izvorom rijeke Krke (Slike 14 i 15).
Tehnoloske i komunalne otpadne vode predstavljaju kontinuirani izvor unosa metala zbog
nepostojanja adekvatnog sustava za prociS€avanje. Osim metala ¢ije su najvise
koncentracije zabiljezene uz grad Knin, isticu se metali poput Cd i Cs koji su u obje sezone
statistiCki znacajno poviSeni u citosolu jetre potoc¢nih pastrva ulovljenih na izvoru rijeke
Krke. PoviSene koncentracije ovih metala u riba s izvora rijeke Krke vjerojatno su
prirodnog podrijetla. Neobi¢no visoke koncentracije Cd povezuju se s tlima bogatima
organskom tvari i sumporom. Martinez i sur. (2002) smatraju da se Cd vezan na sulfide
oslobada oksidacijom tijekom prirodnih procesa kemijskog troSenja stijena. Takva tla koja
sadrze velike koli¢ine organske tvari se ispiru i voda obogacena Cd ponire u podzemlje te

je to uzrok povisenih koncentracija Cd na izvorima rijeka. U istrazivanju sedimenta
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Velikog jezera otoka Mljeta, u kojem je prisutan najveci postotak karbonata, dokazano je
kako rijecni sediment moze biti znacajno mjesto akumulacije metala u tragovima. Poznato
je kako Cd ima jedan od najveéih afiniteta vezanja na kalcit. Naime, u sedimentu su
zabiljezene povecane koncentracije Cd te autor navodi kako one mogu biti posljedica
vezanja kadmija u strukturu karbonata umjesto kalcija (Jurkovié, 2016). Takoder, postoji
mogucénost da su vapnenci i dolomiti, koji izgraduju Dinarski prostor na kojem izvire rijeka
Krka, obogaceni spojevima Cd te su uzrok znacajno povisSenih koncentracija Cd u jetri riba
ulovljenih kod izvora rijeke Krke. Dosadasnja istrazivanja koncentracija Cd na izvoru
rijeke Krke nisu dovoljna kako bi se sa sigurno$¢u mogao odrediti razlog poviSenih
koncentracija Cd. Stoga je potrebno provesti dodatne analize mjerenja koncentracija

metala u sedimentu te procijeniti unos metala putem prehrane i Skrga.

5.3.2 Biomarkeri

5.3.2.1 Metalotioneini

Pobudna sinteza MT biokemijski je odgovor organizma na izlozenost metalima,
kao $to su Cd, Cu, Zn i Hg. Zbog njihove bioloske reaktivnosti kao odgovor na
bioakumulaciju metala, predstavljaju molekularne indikatore (biomarkere) izlozenosti
metalima (Roesijadi, 1994). Pobudna sinteza MT najveca je u tkivima koja se najéesce
koriste za unos, pohranu i ekskreciju metala, a to su probavna Zlijezda Skoljkasa, jetra 1
Skrge riba (van der Oost 1 sur., 2003). Pastrve ulovljene kod izvora rijeke Krke imaju
statisticki znacajno povisene koncentracije MT u odnosu na pastrve koje obitavaju u dijelu
toka rijeke Krke uz grad Knin (Slika 16). Na izvoru rijeke Krke zabiljeZene su i statisti¢ki
znacajno vise vrijednosti Cd u citosolu jetre pastrva (Slika 14). Pobudnu sintezu MT
uzrokuju razli¢iti tesSki metali, posebno Ag, Cd, Cu, Pb i Zn (Viarengo i sur., 2000). S
obzirom na znac¢ajno povisene vrijednosti MT 1 Cd na istoj postaji, moze se zakljuciti kako
porast MT prati poviSene koncentracije citosolskog Cd jer je glavna uloga MT vezanje

metala i detoksikacija toksi¢nih metala, poput Cd.

Postoji niz istraZivanja koja su potvrdila pobudnu sintezu MT putem Cd, koji ima
veliki ekoloski znacaj zbog svoje toksi¢nosti. Dokazano je da se u Sarana (Cyprinus

carpio) koncentracija Cd u jetri i bubrezima znacajno linearno povecava porastom
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koncentracija Cd kojima su ribe izlagane u laboratoriju. Do pobudne sinteze MT najprije
dolazi u jetri, kao glavnom organu za detoksikaciju. Kada dode do zasicenja jetre,
kompleksi Cd-MT se transportiraju u bubrege, koji sluze za pohranu Cd. Takoder,
pokazano je da postoji kompeticija izmedu Cd, Cu i Zn za vezna mjesta na M T, Sto dovodi
do promjene koncentracija Cu i Zn. Kada su ribe izlozene povisenoj koncentraciji Cd, ovaj
ion moze istisnuti Cu i Zn s veznih mjesta na MT (De Conto Cinier i sur., 1998).
Dugoro¢no laboratorijsko izlaganje poto¢ne zlatov¢ice (Salvelinus fontinalis, por.
Salmonidae) Cd, uzrokovalo je povisene koncentracije MT u jetri (Hamilton i sur., 1987).
Krasni¢i i sur. (2013) su na divljoj populaciji klena (Squalius cephalus) potvrdili da je

medu citosolskim proteinima za vezanje Cd upravo odgovoran MT.

Povisene koncentracije citosolskog Cd i MT u riba s izvora rijeke Krke u odnosu na
dio toka uz grad Knin mogu biti posljedica prirodne izloZenosti Cd zbog njegovog
prisustva u rije¢nim naslagama vapnenca i1 dolomita, kao §to je ve¢ navedeno u raspravi o

metalima.

5.3.2.2 Ukupni citosolski proteini

Narusavanjem normalne ravnoteze organizma vanjskim utjecajima dolazi do niza
promjena, koje se mogu pratiti na razini populacije, tkiva ili stanice. Promjene na stani¢noj
razini utjecu na sintezu ili funkciju proteina, zbog njihove uloge u odvijanju Zivotnih
procesa. Koncentracije proteina se odreduju u stani¢nom citosolu, koji je osnovna
supstanca koja ispunjava stanice. Na promjene koncentracija proteina mogu utjecati razni
stresni ¢imbenici, kao $to su smanjena koncentracija otopljenog kisika, promjena pH,
poviSena temperatura ili povisena koncentracija metala u vodi, pa se stoga citosolski
proteini koriste kao biomarkeri stani¢nog stresa. Odredivanje ukupnog sadrzaja stani¢nih
proteina predstavlja rani biopokazatelj antropogenih ili drugih utjecaja na indikatorski

organizam u staniStu u kojem Zivi.

Znacajno visa koncentracija ukupnih citosolskih proteina u riba ulovljenih u jesen
kod izvora rijeke Krke u usporedbi s postajom kod grada Knina mozZe biti povezana s
povisenim vrijednostima proteina MT na izvoru u tom razdoblju (Slike 16 i 17). Takoder,
uzrok promjene koncentracija proteina mogu biti 1 viSe koncentracije Cd, Cs, Rb, TI1 U u

citosolu jetre pastrva ulovljenih na izvoru rijeke Krke u usporedbi s dijelom toka uz grad
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Knin. Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor (2010) potvrdile su pobudnu sintezu citosolskih proteina u
klena (Squalius cephalus) iz rijeke Save u ovisnosti o citosolskim metalima. Naime,
esencijalni metali (Zn, Fe, Mn, Cu) su sastavni dio proteina i imaju vaznu strukturalnu,
regulatornu i enzimatsku ulogu u funkciji proteina, pa njihove koncentracije ovise i 0
fiziologiji riba, posebno tijekom razdoblja mrijesta. S obzirom da jesensko razdoblje
uzorkovanja prethodi sezoni mrijesta potoCne pastrve, moguée je da su zapocele i
fizioloSke promjene u riba koje uzrokuju porast koncentracija citosolskih proteina, Sto
potvrduju i znacajno povisene vrijednosti gonadosomatskog indeksa u riba s izvora rijeke
Krke (Tablica 3). Stegeman i sur. (1992) zabiljezili su porast koncentracija citosolskih
proteina u ovisnosti i 0 razlicitim organskim zagadivalima. Sezonske razlike u
koncentraciji citosolskih proteina u jetri poto¢ne pastrve ukazuju kako ribe koje obitavaju
kod grada Knina imaju znacajno vise vrijednosti citosolskih proteina u proljec¢e u odnosu
na jesen te o¢ito postoje znacajne sezonske varijacije, vjerojatno ovisne i o fiziologiji riba,

a ne samo vanjskim utjecajima.

Bioloski pokazatelji izlozenosti zagadivalima u poto¢ne pastrve ne ukazuju na
znacajne promjene na stani¢noj razini u jetri riba ulovljenih u dijelu toka rijeke Krke uz
grad Knin. Time je potvrdeno da utjecaj otpadnih tehnoloskih i komunalnih voda nije
doveo do mjerljivih stani¢nih promjena u riba. Svakako, poviSene koncentracije ukupnih
citosolskih metala u riba ulovljenih uz grad Knin u odnosu na izvor rijeke Krke ukazuju na
1zloZzenost metalima i1 njihovu vecu bioraspolozivost podrucju tockastih izvora zagadenja te
u ekotoksikoloSkim istrazivanjima citosolski metali predstavljaju potencijalne bioloske
pokazatelje izloZenosti vodenih organizama metalima. Prilikom primjene koncentracije
citosolskih metala 1 proteina u ribljim tkivima kao pokazatelja kakvoce vode 1 izloZenosti

organizama metalima ne smije se zanemariti njithova ovisnost o fizioloskom stanju ribe.




ZAKLIJUCAK

6 ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata fizikalno-kemijske kakvoée vode, koncentracija ukupno
otopljenih metala u vodi te procjene utjecaja oneCiSCenja na pastrve pracenjem

koncentracija ukupnih citosolskih metala i biomarkera zakljuceno je sljedece:

- voda na izvoru rijeke Krke je vrlo dobrog ekoloSkog stanja;

- fizikalno-kemijski ¢imbenici kakvoce vode ukazuju na pogorSanje ekoloskog stanja
vode u dijelu toka rijeke Krke uz grad Knin sto u obje sezone, proljetnoj i jesenskoj,
potvrduju vrijednosti ispod dobrog eckoloskog stanja za vecinu od 19 izmjerenih
¢imbenika;

- usporedba koncentracija ukupno otopljenih metala u vodi ukazuje na unos metala u
rijeku Krku u dijelu toka kod tvornice vijaka, kao i uz ispuste komunalnih otpadnih
voda, $to potvrduju i koncentracije metala u stani¢nom citosolu poto¢nih pastrva, uz
izuzetak Cd, Cs, Rb, Tl i U $to se vjerojatno moze pripisati prirodnom podrijetlu, ali
zahtjeva dodatna istraZivanja;

- koncentracije biomarkera izlozenosti metalima (metalotioneina) su znac¢ajno povisene u
riba ulovljenih u prolje¢e kod izvora rijeke Krke i vjerojatno prate povisene
koncentracije citosolskog Cd koji je jedan od glavnih metala koji dovodi do pobudne
sinteze metalotioneina;

- biomarkeri opcéeg stresa, ukupni citosolski proteini, su zna¢ajno poviseni U jesenskom
razdoblju u riba koje obitavaju kod izvora rijeke Krke, moguée zbog povisenih
vrijednosti metalotioneina i pojedinih citosolskih metala, medutim postoji ovisnost i o
fiziologiji riba koje se u jesenskom preriodu pripremaju za mrijest;

- sezonske razlike u koncentraciji citosolskih metala i proteina su najvjerojatnije
uzrokovane fizioloskim stanjem riba, a ne samo vanjskim utjecajima;

- vecina ¢imbenika kakvocée vode ukazuje na poboljSanje ekoloskog stanja na postaji
1 km nizvodno od grada Knina S§to moze ukazivati na prirodni potencijal
samopro¢iS¢avanja rijeke Krke, medutim dokazani antropogeni utjecaji potvrduju da je

neophodno provoditi sustavno pracenje kakvoce vode rijeke Krke.
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