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1. UVOD

1.1. Oneciséenje slatkovodnih ekosustava metalima

Na kakvocéu povrSinskih voda utje¢u prirodni ¢imbenici i ljudske aktivnosti, poput
industrije, poljoprivrede i urbanizacije. Ispustanje komunalnih i industrijskih otpadnih voda te
ispiranje pesticida i gnojiva s poljoprivrednih zemljiSta posebno Su znacajni za unos zagadivala
u rijeke i druge vodotoke (Giri i Qiu 2016; Sunjog i sur. 2016; Dragun i sur. 2019; Shi i sur.
2020). U skladu s tim, izvore oneciséenja dijelimo na tockaste i netockaste (ili difuzne) izvore.
Tockasti izvor je lako prepoznatljiv (na primjer, ispust kanalizacijskog postrojenja ili tvornice)
te se lakSe sanira, dok je netockasti izvor (na primjer, ispiranje s poljoprivrednog zemljista ili
prometnica) znatno sloZeniji zbog brzog Sirenja zagadivala interakcijom vode i okolnog
krajobraza (Chiwa i sur. 2012; Giri i Qiu 2016). Povecéani unos raznih zagadivala u okolis

putem obiju vrsta izvora podrazumijeva i potencijalno veci unos u Ziva bica ¢iji je zagadeni

okoli§ staniSte.

Osim §to uzrokuju loSiju kakvocu vode, ljudske aktivnosti stvaraju pritisak na akvaticke
ekosustave i promjenama izgleda stanista (npr. kanaliziranje toka), kao i uvodenjem invazivnih
vrsta. Ipak, pojedine promjene u statusu akvatickih sustava, poput oneciS¢enja zagadivalima,
mogu se nadzirati i drzati pod kontrolom putem redovitog pracenja stanja, odnosno
monitoringa (Chovanec i sur. 2003; Shi i sur. 2020). Medu zagadivalima znacajno je istaknuti
metale, €ija prisutnost u raznim vrstama otpadnih voda predstavlja velik rizik za vodene
ekosustave. Vlazna staniSta sadrze metale u stupcu vode u otopljenoj i partikularnoj fazi
(frakcija prikupljena na filteru promjera pora 0,45 um smatra se partikularnom, dok se frakcija
koja prolazi kroz filter definira kao otopljena; Dragun i sur. 2009), pohranjene u sedimentu
(adsorbirane na mineralne ili organske cestice; Robbe, 1984) te akumulirane u organima
vodenih organizama. Metali u organizme dospijevaju filtriranjem vode, unosom kroz prehranu
i apsorpcijom kroz kozu (Fichet i sur. 1998; Dragun i sur. 2018). Metali se ne razgraduju
pomocu zivog svijeta te imaju sklonost bioakumulaciji u raznim vodenim organizmima poput
fitoplanktona, zooplanktona i naposljetku riba, sto moze imati ozbiljne posljedice za zdravlje
tih organizama u obliku oksidativnog stresa, promjena u endokrinom i imunoloskom sustavu

(Zamora-Ledezma i sur. 2021) te konaéno i smanjenja bioraznolikosti. Zivim bi¢ima su neki



metali potrebni u vecoj koli¢ini u odnosu na druge (Depledge i Rainbow 1990). Metale koji se
u organizmima javljaju u vec¢im koli¢inama (¢ak i u miligramima po gramu tjelesne tezine)
nazivamo makroelementima, a to su K, Na, Ca i Mg. Njihove funkcije su regulatorne te
odrzavaju strukturu stanice (osmotski tlak, potencijal membrane, itd.). Metale i metaloide koji
se u organizmima javljaju u znatno nizim koncentracijama (< 100 mikrograma po gramu)
nazivamo elementima u tragovima te ih nadalje dijelimo na esencijalne i nesencijalne.
Esencijalni elementi u tragovima, poput Cu, Fe i Zn, u malim su koncentracijama znacajni za
rad oganizma (O'Dell i Sunde 1997), gdje sudjeluju u raznim metaboli¢kim procesima. Mogu,
na primjer, biti sastavni dijelovi respiratornih pigmenata i enzima; ugljicna anhidraza te
nekoliko dehidrogenaza sadrze Zn, hemocijanin sadrzi Cu, a hemoglobin Fe (Depledge i
Rainbow 1990). I esencijalni elementi mogu biti toksi¢ni, ali tek u vrlo visokim
koncentracijama. Neesencijalni elementi, poput Cd, Cs i TI, nemaju poznate funkcije u
organizmima. Dode 1i do njihove akumulacije na mjestu aktivnih metabolickih procesa,
toksic¢ni su ve¢ pri vrlo niskim koncentracijama (Depledge i Rainbow 1990; Dragun i sur.
2018). IzloZenost relativno niskim koncentracijama metala moze izazvati stres, nedovoljan da
usmrti jedinku, ali koji moze dovesti do promjena na stani¢noj razini te uzrokovati i neke
vidljive promjene na organizmu poput zaostajanja u rastu i razvoju (Matouke i Mustapha
2020). Toksi¢nost metala moze se ograniiti vezanjem za protein metalotionein ili inertne
granule te izlu¢ivanjem iz stanice, dok njihovo vezanje za enzime i organele u stanici moze
izazvati Stetne u¢inke (Mason i Jenkins 1995; Klaassen i sur. 1999; Wallace i sur. 2003; Dragun
i sur. 2018). Intenzitet bioakumulacije metala u organizmu Zivotinja zavisit ¢e 0 metalu, kao i
0 ciljnom organu. Metali u organizmu mogu medusobno utjecati na bioakumulaciju i
toksi¢nost, i to na antagonisticki ili sinergisticki nacin, a u nekim slu¢ajevima medusobni
utjecaj moze potpuno izostati (Amiard-Triquet i Amiard 1998; Otitoloju 2002; Goto i Wallace
2007).

1.2. Bioindikatorski organizmi

Za pracenje Stetnog utjecaja metala u vodenim ekosustavima primjenjuju se bioindikatorski
organizmi, medu kojima se ¢esto koriste ribe. Osim riba, kao bioindikatorski organizmi stanja
slatkovodnih ekosustava koriste se Skoljkasi i rakovi (Krasni¢i 2019). Od 19. stoljeca zajednice

riba se koriste za klasifikaciju toka rijeke (zonaciju) buduéi da zive u staniStima usko vezanim



1 karakteristi¢nim za njih. Navedeno se smatra jednim od prvih primjera bioindikacije. Ribe se
koriste za opisivanje obiljezja staniSta i provjeru njegovog stanja jer postoji velik obim
istrazivanja iz podrucja ekologije, fiziologije i ekotoksikologije riba ¢iji rezultati tocno navode
ekoloske potrebe velikog broja vrsta. S obzirom da postoje povijesni podaci o stanju ribljih
zajednica moguca je rekonstrukcija i povratak prvotnog ekosustava u sluc¢aju oneciS¢enja
staniSta. Tijekom li¢inackog i juvenilnog stadija ribama su potrebni razli¢iti stani$ni uvjeti $to

ih ¢ini pogodnim indikatorom ekoloskog stanja rijeke (Chovanec i sur. 2003).

Zivotni vijek ribe je dovoljno dug da bi se u njenim tkivima primijetili procesi akumulacije
elemenata iz okolisa. Ribe zadovoljavaju vise kriterija za bioloski monitoring. Primjerice,
nalaze se na vrhu prehrambenog lanca te stoga odrazavaju oneciS€enje cijeloga sustava.
Osjetljive su na uzrocnike stresa. RazliCita razina izloZenosti zagadivalima izaziva reakcije
razliitog intenziteta. Takoder, ribu u ulozi bioindikatora obiljezava Siroka rasprostranjenost i
zivot u raznim staniStima, S§to omogucéuje primjenu istih metoda na vise mjesta i daje
reprezentativne i usporedive rezultate stanja okolisnih ¢imbenika (Chovanec i sur. 2003).
Nedostatak primjene riba je moguéi utjecaj razli€itih fizioloskih ¢imbenika na stupanj
bioakumulacije zagadivala poput metala, $to moze otezati jasnu procjenu stanja okoliSa. Ribe
su migratorni organizmi te analiza njihovih organa prikazuje dugotrajnu izlozenost koja moze,
ali i ne mora biti vezana uz specifi¢nu lokaciju koja je cilj istrazivanja (Krasni¢i 2019). Cesto
koristeni bioindikator medu slatkovodnim ribama je Stuka (Esox lucius Linnaeus, 1758) jer
ispunjava navedene uvjete dobrog bioindikatora, a to su Siroka rasprostranjenost, osjetljivost
na uzrocnike stresa, reprezentativnost, nalazi se na vrhu prehrambenog lanca 1 raznoliko se

hrani kroz stadije razvoja (Berghaus i sur. 2019).

1.3.  Stuka (Esox lucius)

Stuka (E. lucius) spada u porodicu Esocidae (gré. isox; riba). Izduzen oblik tijela je
karakteristi¢an za lovca iz zasjede (Craig 2008), ima spljostenu glavu, velike oci te lednu i
analnu peraju u blizini repa (Slika 1). Baza repa je Siroka zbog veli¢ine repnih misic¢a koji
omogucuju brz i silovit pokret. Boja tijela ovisi o okoliSu u kojem $tuka obitava, najcesce je

zeleno-zuta sa svjetlijim pjegama i trbuhom (Jaksi¢ 2018).



Slika 1. Stuka (Esox lucius Linnaeus, 1758). Izvor: USFWS National Digital Library
(2018). Autor: Timothy Knepp

Vrsni je predator, pokazuje veliku prilagodljivost pri odabiru plijena 1 iznimnu vjestinu u
Sirenju staniSta. Navedena ponaSanja su moguca zbog eurivalentnosti vrste, odnosno visoke
tolerancije na razli¢ite ekoloske ¢imbenike, ukljucujuci i nisku koncentraciju kisika (Berghaus
i sur. 2019). Na rast i mortalitet Stuke najviSe utjeCu temperatura, prozirnost vode,
produktivnost, dostupnost plijena i gustoca jedinki iste vrste te ostalih predatora. Hrani se
drugim vrstama riba i raznim beskraljesnjacima, u $to je ukljugen i kanibalizam. Cest je primjer
vecih $tuka koje se hrane manjima. Stuka je piscivor te ujedno i kljuéna vrsta, §to zna¢i da
izravno utjece na evoluciju, adaptaciju i morfologiju drugih riba (ali i drugih Stuka) u stanistima

hladnih povrsinskih voda (Craig 2008).

Stuke su rasprostranjene na europskom, azijskom i sjeverno-ameri¢kom kontinentu (IUCN
2011) i nastanjuju rijeke, jezera i bodate vode. Zivotni ciklus Stuke (Slika 2) zapo&inje
odlaganjem jaja koje oploduje jedan muzjak. Za mrijest je potrebna vegetacija (vodena ili
kopnena, ziva ili trule¢a) za koju ¢e se jajasce pricvrstiti, plicak, zastita od vjetra i nedostatak
vodene struje. Gubitak moc¢varnih podrucja, smanjenje zasjenjenosti tekuéica i eutrofikacija
negativno utje¢u na makrofitsku vegetaciju koja predstavlja skloniste i zastitu Stukama ve¢ od
samog stadija oplodenog jajasca (Craig 2008). Nastali embrij svoju zumanj¢anu vrecicu
reapsorbira u 5 do 16 dana. Slijedi stadij slobodnog embrija koji takoder moZze biti vezan za
truleu vegetaciju ili lis¢e posebnim adhezivnim papilama. Kako Stuka raste smanjuju se
adhezivni organi te se pliva¢i mjehur puni zrakom i jedinka postaje sposobna za plivanje. Kad
dosegne veli¢inu od priblizno 20 cm migrira u podrucje rjede vegetacije. BeskraljeSnjaci na

makrofitima posluzit ¢e Stuki u stadiju embrija kao hrana. Hrani se malim raci¢ima i ako su
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dostupni, ve¢im rakovima, li¢inkama insekata i ribama (Bry 1996). Tijekom zivotnog stadija
sa zumanj¢anom vrecom $tuke su izrazito podlozne predaciji. U laboratorijskim istrazivanjima
najvise jedinki su usmrtile li¢inke Dytiscus marginalis Linnaeus, 1758 i Anax imperator Leach,
1815. Oba kukca su generalisti i oportunisti. U akvarijima se Dytiscus zbog izrazito dobrih
kemoreceptora moze prehraniti jo§ nepokretnim jajima Stuka, dok mu mehanoreceptori
omogucavaju prepoznavanje pokretnih jedinki (Le Louarn i Cloarec 1996). Odrasle i
subadultne Stuke nisu toliko vezane za vegetaciju, ali ju koriste kao zaklon iz kojeg love plijen

(Bry 1996).
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Slika 2. Zivotni ciklus $tuke: @) mrijest; b) i c) jajasca i li¢inka $tuke pri¢vriéene na vodeno
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Ost 2020.

1.4.  Ciljni organi za analize bioakumulacije metala

Na koncentraciju bioakumuliranog metala u organima riba utjecu bioticki i abioti¢ki
¢imbenici. Kemijski oblik metala koji se nalazi u vodi, temperatura i pH su neki od primjera,

ali vaznost imaju i dob same ribe, spol, tezina i naCin prehrane (Has-Schon i sur. 2006). Dva



su znacajna nacina kako metali dospijevaju u organizam ribe: kroz skrge i ingestijom

kontaminirane hrane, kroz usta (Chovanec i sur. 2003).

Skrge kao organ sluze prvenstveno za izmjenu plinova (Olsson i sur. 1998) i reguliranje
transporta iona. U vodi se nalazi manja koli¢ina kisika nego u zraku, §to znaci da za jednu litru
zraka koji sisavac udahne, kroz skrge mora pro¢i 20 litara vode. Niske koncentracije metala u
vodi ne utjecu na normalan rad $krga, no visoke koncentracije uzrokuju ostecenja i nakupljanje

sluzi $to moze dovesti i do gusenja (Playle 1998).

Skrge posjeduju specijalizirane stanice za transport metala koje se nazivaju kloridne stanice.
Dvovalentni ioni metala (Co?*, Zn?*, Cd?*) ulaze u kloridnu stanicu putem istog transportera
$to ga koristi i Ca%*, dakle sva se ¢etiri metala natjetu za isto vezno mjesto. Stoga veca tvrdoéa
vode (odnosno povisena koncentracija kalcija u vodi) smanjuje unos ostalih metala (Co?*, Zn?*
i Cd?*) u organizam, stvarajuéi tako zastitu od njihove potencijalne toksi¢nosti (Bradley i
Sprague 1985 a i b, Wicklund i Runn 1988, Combhaire i sur. 1994; Olsson i sur. 1998).

Ulaskom metala u tijelo ribe kroz probavni trakt dolazi do doticaja metala s povr§inom
epitelnih stanica Sto poti¢e stvaranje sluzi. Ona zadrzava metale u sebi te tako smanjuje njihov
unos u tijelo (Sorenson 1991). Dvovalentni metali, kao Fe?*, Mn?*, Cu®* i Ni?*, u epitel crijeva
dospijevaju pomocu transportnog proteina nazvanog Dvovalentni Transporter Metala (DMT1)
(Mims i Prchal, 2005).

Nakon unosa metali se Sire tijelom kroz krvozilni sustav vezani za transportne proteine. U
tkivima sudjeluju u metabolickim reakcijama ili su detoksicirani vezanjem na granule i
metalotioneine (Olsson i sur. 1998), proteine koji sudjeluju u homeostazi i detoksikaciji metala
u stanicama (Dragun i sur. 2022a). U riba, metalotionein se koristi kao biomarker zagadenja

slatkovodnog i morskog okoliSa (Hylland i sur. 1992).

Kao ciljni organi za pracenje bioakumulacije metala mogu se stoga koristiti razni organi
riba, pa su tako u prijasnjim istrazivanjima koristene skrge (Playle 1998; Dragun i sur. 2007,
2019), misici (Dutta i sur. 2019), jetra (Dragun i sur. 2018, 2019), bubrezi (Has-Schon i sur.
2008) i probavilo (Mijosek i sur. 2021). Najpouzdaniji indikatori dugotrajne izlozenosti u
okolisu su jetra i bubrezi, zbog njihove uloge u metabolizmu i izlu¢ivanju metala (Miller i sur.

1992).

Najcesce koristeni ciljni organ za analize bioakumulacije metala u ribama je jetra, zbog

svoje dominantne funkcije u procesima pohrane, metabolizma i detoksikacije, uslijed Cega taj



organ u pravilu ima i najvise koncentracije akumuliranih metala u odnosu na ostale organe riba
(Dragun i sur. 2019). U jetri se nalazi i visoka koncentracija metalotioneina u odnosu na druge
organe (Hylland 1 sur. 1992). Dosadasnja istrazivanja bioakumulacije metala u jetrama Stuka
odnosila su se na odredivanja koncentracija ukupno akumuliranih metala (Pikanovi¢ i sur.
2016; Luczynska i sur. 2019), dok podaci o udjelu i ponasSanju metala u citosolskoj frakciji
jetri, koji su potencijalno toksi¢ni, nisu dostupni u znanstvenoj literaturi, kao ni informacije o

ovisnosti njihove bioakumulacije o fizioloskim ¢imbenicima.

1.5. Sindrom zelene jetre

Neobic¢an fenomen koji se moze primjetiti kod nekih riba je pojava zelene boje jetre. Kod
Stuke je tako zabiljeZena zelenkasta boja bukalne sluznice 1 svih tkiva (Evensen 2006), dok je
zelena boja same jetre uocena kod nekoliko vrsta riba (japanski gof, Seriola quinqueradiata
Temminck & Schlegel, 1845, Maita i sur., 1997; Takagi i sur., 2005; japanski pagar, Pagrus
major (Temminck & Schlegel, 1843), Takagi i sur. 2006; zuti som, Pelteobagrus fulvidraco
Richardson, 1846, Cai i sur., 2020). Postoji vise predloZenih objasenjenja za pojavu ,,sindroma
zelene jetre”. Zelena jetra primjecena u Zutog soma (P. fulvidraco) smatra se posljedicom
prehrane s visokim udjelom biljnog sadrzaja. Sindrom uzrokuje poveéanu smrtnost i oslabljenu
toleranciju na stres, dok kod somova hranjenih ribom ne dolazi do pojave zelene jetre (Cai i
sur. 2020). Takagi i sur. (2006) opisali su da je uzrok ove pojave manjak aminokiseline taurina
zbog smanjenog udjela ribe u prehrani. Sakaguchi i Hamaguchi (1979) objavili su da bi uzrok
mogao biti fizioloski u¢inak uslijed niske temperature vode zimi. Simulacijom zime, tj.
odrzavanjem niske temperature vode (7,7-12,9 °C), autori su uocili da se nakon 11 tjedana

sporadi¢no pojavljuje sindrom zelene jetre u japanskog pagra.

Prema Takagiju i sur. (2006), dodatak aminokiseline taurina prehrani riba uklonio bi pojavu
ovoga sindroma. Taurin je esencijalna aminokiselina kod nekih vrsta riba, posebno u
juvenilnom 1 li¢inkackom stadiju. Sintetizira se u jetri (Sampath i sur. 2020), a nalazi se u
mozgu, jetri, miSi¢ima i bubrezima. Sudjeluje u osmoregulaciji i zastiti tkiva, sintezi Zuci,
inhibiciji neurona i pohrani energije. Ima ulogu u stabilizaciji proteina, ali mehanizam jos nije
poznat (Bruzdziak 1 sur. 2017). Dodatkom taurina prehrani ribe povecava se sveukupna
koli¢ina proteina, posebno proteina toplinskog Soka, i smanjuje apoptoza crvenih krvnih

stanica (Sampath i sur. 2020). Kod riba u ¢ijoj prehrani nedostaje taurin, smanjena je pretvorba
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biliverdina, zelenog pigmenta zuci, u bilirubin te se biliverdin zadrzava u jetri (Takagi i sur.,
2005; Goto i sur. 2001). Bilirubin i biliverdin su zu¢ni pigmenti koji u kompleksima s
proteinima mogu pruziti zastitu organizmu od toksi¢nosti metala, kompleksirajuci ih. Opisano
je njihovo vezanje za ione Cd, Cu, Zn i Mn (Goncharova i Urbanova 2009). Goncharova i
Urbanova (2009) su takoder predlozile mogucnost da ovi pigmenti, buduci da su dobri kelatori,

vjerojatno mogu inaktivirati enzime koji sadrze Zn, vezanjem na njihove atome Zn.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Razni elementi u tragovima te posebno makroelementi neizostavni su za normalnu funkciju
svih organizama te ih nazivamo esencijalnim elementima. Njihove povisene koncentracije, a
osobito poviSene koncentracije neesencijalnih elemenata akumuliranih u organima riba, mogu
ozbiljno ugroziti zdravlje tih riba, ali i ljudi koji se njima hrane. Stuka (E. lucius) je vrni
predator te filtracijom vode i ingestijom plijena moze akumulirati u svojim organima razna
zagadivala, pa tako i metale, posebno u slucaju povisene izlozenosti neesencijalnim metalima
za koje ne postoji sustav regulacije. Stuka je stoga odli¢an primjer bioindikatorskog organizma
za procjenu izlozenosti metalima i njihovih toksi¢nih u¢inaka u akvati¢kim sustavima Koji su
izlozeni antropogenom utjecaju, poput industrije ili poljoprivrede. Takav je sustav i rijeka
Mreznica koja je dijelom svog toka izlozena utjecaju okolnih poljoprivrednih aktivnosti dok je
u podruc¢ju grada Duge Rese tijekom razdoblja od vise od sto godina bila izloZena otpadnim
vodama tvornice tekstila. Za pracenje utjecaja onecis¢enja rijeke na ribe, potrebno je izabrati
ciljni organ koji ¢e biti prikladan za ostvarivanje ciljeva istrazivanja, pa je jetra, kao glavni
organ za metabolicke procese, pohranjivanje i detoksikaciju, kao i organ s uobi¢ajeno najvisim
koncentracijama akumuliranih metala, odabrana za ovo istraZzivanje. Medutim, jedinke Stuke
mogu se medusobno razlikovati u brzini unosa, potrebi za metalima i nac¢inu na koji se metali
raspodjeljuju unutar stanica i tkiva. Na te razlike mogu utjecati razli¢iti fizioloski ¢imbenici,
poput spola, nacina prehrane, veli¢ine i slicno. U skladu s navedenim, cilj ovoga istrazivanja

je produbljivanje znanja o bioakumulaciji metala u jetri Stuke, dok su specifiéni ciljevi sljedeci:

* istraZiti povezanost izmedu koncentracija elemenata u tragovima i makroelemenata
izmjerenih u jetrama Stuka i razina izlozenosti tim elementima na dvjema postajama rijeke
MrezZnice (referentnoj 1 onecis¢enoj);

* istraziti raspodjelu elemenata u tragovima i makroelemenata izmedu topljivog i
netopljivog dijela tkiva, radi utvrdivanja potencijalne toksi¢nosti bioakumuliranih elemenata,
te ispitati kako se udio pojedinih elemenata u topljivom dijelu stanice mijenja pri porastu razine
njihove bioakumulacije;

* istraziti utjecaj nekoliko fizioloskih ¢imbenika (veli¢ina, nacin prehrane i spol) na

koncentracije elemenata u tragovima i makroelemenata akumuliranih u jetri Stuke.



3. PODRUCJE ISTRAZIVANJA

Uzorkovanje Stuka provedeno je u proljeée 2021. godine (22.-23. travnja i 1. svibnja) u
nizinskom dijelu toka rijeke Mreznice (Slike 3 i 4). Mreznica je rijeka Kordunskog podrucja
duga 64 km, i u cijelosti se nalazi unutar Republike Hrvatske. Izvire u $pilji ispod Popovica
vrha (479 mnv), teCe prema sjeveru i zavrSava uS¢em u rijeku Koranu kao njena lijeva pritoka.
Korana utjeCe u rijeku Savu, koja zatim utjeCe u Dunav, S§to MreZznicu ¢ini rijekom

crnomorskog slijeva.

BugolResa

Tumac oznaka

m— Mreznica

Slika 3. Prikaz rijeke Mreznice; vidljiva su dva grada, Duga Resa i Karlovac, kao moguca
podrucja onecis¢enja rijeke. Karta je izradena 2022. godine u QGIS-u (QGIS, 3.16.4-

Hannover; podatci uzeti sa Geoportala; WGS84). Autorica fotografije: Marita Cvitanovic.
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Njena posebnost nalazi se u 93 sedrena slapa koji presijecaju rijeku i tvore ujezerenja. Uz
slapove, bujni makrofiti, razvedenost i raznolikost reljefnih oblika ¢ine rijeku jedinstvenom
(Hrsak 2010). Podloga doline Mreznice je plitki kr§ od veé¢inom jurskih i krednih vapnenaca.
Hidroloski proces koji prevladava od izvora do naselja Belavi¢i dubinska je erozija, kojom je
oblikovan i sam kanjon. Taj proces zamjenjuje bo¢na erozija nizvodno od Belavi¢a nailaskom
na sedrene barijere. Uz barijere zapocinje nizinsko podrucje doline te ona postaje asimetri¢nija,
Sira 1 povoljnija za naseljavanje nego gornji dio toka. Na vecu naseljenost nizinskog dijela toka
utjecala je 1 izgradnja Jozefinske ceste 1779. iz Karlovca prema Senju te Zeljeznicka pruga

Karlovac-Rijeka dovrsena 1873. godine (Maradin 2007).

Legenda:

= MrcZnica

Bl Tomica b e 2 % N J 1.000 1.500 m

Slika 4. Uvecani prikaz dijela toka rijeke Mreznice gdje je provedeno istrazivanje, s oznac¢enim
gradom Duga Resa i nekadasnjom tvornicom tekstila u Dugoj Resi. Karta je izradena 2022.
godine u QGIS-u (QGIS, 3.16.4-Hannover; podatci uzeti sa Geoportala; WGS84). Autorica

fotografije: Marita Cvitanovic.
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3.1. GeoloSka podloga MreZnice

Krski reljefni oblici Kordunskog podrucja koje okruzuje Mreznicu imaju sjeverozapadno —
jugoistoéni pravac pruzanja, tipi¢no za protezanje dinarskih reljefnih struktura.

Tektonski procesi Korduna su navlacni, jo$ od paleozoika (razdoblje prvih riba) do danas.
Najstarije stijene pripadaju donjem trijasu, a najveéu povrSinu zauzimaju jurske i kredne
naslage. Stijene paleogena i neogena (razdoblje diversifikacije sisavaca) postoje samo u
fragmentima zbog erozije i kvartarne (zadnje glacijalno razdoblje) tektonike. Stijene donjeg
trijasa su tinjCasti siliti, pjeS€enjaci i dolomiti. Na njih se slazu dolomiti¢ni vapnenci gornjeg
trijasa, zatim dolomiti s leCama vapnenaca te roZznjacima i plocasti, mrljasti i ¢isti vapnenci
jurskog razdoblja. Stijene krede predstavljaju grebenski, bioakumulirani i foraminiferski
vapnenci te u manjoj debljini dolomiti i brece. Fragmenti stijena tercijara su brece, breco-
konglomerati, pjesCenjaci i lapori, neogeni Sljunci, pijesci i boksit (Hrsak 2010).

Aluvijalni nanosi i udoline najtanjeg su sloja i kvartarne starosti. Strukturno-tektonski oblici
koje ¢ine navedene stijene sadrze mnoge uzduzne lomove koji presijecaju normalne 1 inverzne
bore, navlake i reversne rasjede. Rasjedne linije prvog reda intenziteta prate uzduzne i popre¢ne
lomove 1 ¢ine korita Mreznice 1 njenih pritoka, a rasjedne linije drugog i treceg reda uzrokuju

skretanje tokova (HrSak 2010).

3.2. Hidrogeoloski aspekti podrucja MreZnice

Hidrogeoloska grada prostora zasluzna je za izgled Mreznice i njenih podzemnih i
nadzemnih pritoka. Jedna od glavnih hidrogeoloskih karakteristika tekucice je propusnost
njene podloge koja moze biti dobro vodopropusna, slabije vodopropusna ili vodonepropusna.

O tome ovisi stanje, ponaSanje i stupanj bioraznolikosti tekucice (Hrsak 2010).

Dobro vodopropusni sedimenti Kordunskog podru¢ja Mreznice su kredni karbonati,
primjerice vapnenci s le¢cama dolomita i dobro uslojeni jurski vapnenci. Njihovi slojevi su
velike debljine, okrSeni i vrlo raspucani — puni rasjeda, skrapa i podzemnih $pilja i jama.
Takoder su zasluzni za kanjonski izgled gornjeg toka Mreznice. Kao §to samo ime kaze,
navedene stijene propustaju povrsinsku vodu u podzemlje te se ona zaustavlja kad naide na

naslagu slabije propusnosti i rezultira velikom izdasnosti vode (Hr$ak 2010).
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Slabije vodopropusni sedimenti imaju manju provodnost zbog uzih pukotina. lzdasnost
vode ovisi 0 razini podzemne vode okolnog prostora. Stijene takve karakteristike su ve¢inom
jurske starosti — plocasti, plocasti mrljasti i algalni vapnenci, vapnenci i dolomiti s roznjacima
i dolomiti s uloScima dolomitnih breca ili grebenskih vapnenaca. Slabije vodopropusne stijene

krede su dolomiti i brece te pijesci i §ljunci tercijara (HrSak 2010).

Sedimenti koji Cine barijeru i spre¢avaju otjecanje podzemnih i1 povrSinskih voda nazivaju
se vodonepropusnim. To su Sejlovi, pjeskoviti i kalcitni lapori, piroklastiti, tufiti¢ni klastiti i
pjescenjaci, tinjcasti siliti, sitnozrni dolomiti, breCokonglomerati i bre¢e. Navedeni sedimenti
su nastali u trijasu (Hrsak 2010). Postoje i vodonepropusni tercijarni i kvartarni sedimenti, ali
oni su fragmentirani i zauzimaju malu povrsinu podrucja. Karakterizira ih slaba izdasnost i
meduzrnska i pukotinska poroznost. UobiCajeno za kvartarne sedimente je posjedovanje
kombinacije stupnja vodopropusnosti, primjerice kod terre rosse, aluvija, proluvija i deluvija,
pijeska, Sljunka, gline i jezerskih glinovitih naslaga. Provodnost je najcesce vrlo slaba, a
poroznost meduzrnska. Dobrim poznavanjem hidrogeoloske strukture porjeéja Mreznice brzo

i precizno se moze odrediti izvor potencijalnog oneciséenja i uéinkovito sanirati (Hrsak 2010).

3.3. Geografske i povijesne znacajke istrazivanog podrucja

Reljef porje¢ja Mreznice je brdovit i ispresijecan nizinama koje ispunjavaju rijeke i potoci
te kanjonima Tounj¢ice i Mreznice. Najvisi vrh je Bakarni s 515 mnv (HrSak 2010). Grad Duga
Resa spominje se 1380. godine prvi put, ali arheoloSki nalazi pokazuju naseljenost jo$ od
antickog 1 rimskog doba, ¢ak 1 prapovijesti. Nalazi se u Karlovackoj zupaniji, jugozapadno od
Karlovca. Tijekom srednjeg vijeka Duga Resa je imala obrambenu ulogu protiv Turaka, a pri
kraju 19. st. zapocinje gospodarski razvoj izgradnjom pruge i uspostavom pamucne industrije
(Grad Duga Resa, Sluzbene stranice 2022). Godine 1884. Josef Jerusalem, trgovac iz Beca,
kupio je mlin u Dugoj Resi na Mreznici i 0snovao ,,Kraljevsku zemaljsku ovlaséenu predionicu
i tkaonicu“. Tkaonica je imala izrazito povoljan polozaj zbog Zeljeznicke veze s lukom u Rijeci,
cestovne povezanosti s unutrasnjosti Hrvatske (ceste Karolina, Jozefina i Lujzijana), dovoljne
koli¢ine vode za tvorniCke procese i raspolozivosti jeftine radne snage obliznjeg podrucja
(Povijest hrvatske industrije 2020). Dvije godine kasnije zbog potrebe za elektricnom strujom
izgraden je turbinski pogon te je reguliran tok Mreznice (Povijest hrvatske industrije 2020).

Proizvodnja se bazirala na preradi pamuka te bijeljenju i bojenju prede. Za vrijeme oba svjetska
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rata proizvodio se materijal potreban vojsci (na primjer vojnicko rublje, zavoji, platno za Satore,
medicinska vata i sl.). Na vrhuncu uspjesnosti 1984. godine, u tvornici je bilo zaposleno skoro
5000 ljudi. Tkalacka industrija ¢inila je osnovu razvoja Duge Rese te je utjecala i na
urbanisticki razvoj grada. Za potrebe radnika izgradeni su stanovi, kuce te bolnica, industrijsko-
tekstilna Skola i trgovina. Poduzece se brinulo i za uli¢nu rasvjetu i kanalizaciju grada. Godine
2002. zbog nelikvidnosti i izmijenjenih gospodarskih uvjeta pokrenut je stecajni postupak i
poduzece je ugaseno 2015. godine (Povijest hrvatske industrije 2020). Djelatnosti koje danas
prevladavaju u tom podruéju su poljodjelstvo, stocarstvo, proizvodnja pokuéstva, municije i

obuce te turizam (Duga Resa. Hrvatska enciklopedija 2021).

3.4. Istrazivane lokacije

Istrazivanje je obuhvacalo dvije lokacije na rijeci Mreznici: uzvodnu referentnu postaju
(REF) i nizvodnu onecis¢enu postaju ispred nekadasnje tvornice tekstila u Dugoj Resi (DRT).
Referentnu postaju, koja je udaljena oko 1,5 km uzvodno od onecis¢ene postaje, obiljezava
obilje makrofita, bistra voda i nejednako rasporedena Suma (Slike 5 i 6), ali i antropoloski
objekti kao betonska rampa za prilaz invalidskih kolica vodi, vezani kajaci i privatni molovi.
Referentnu lokaciju okruzuju kuce i objekti naselja Mrezni¢ka Varo$ te kultivirana polja

njegovih stanovnika.
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Slika 5. Prikaz referentne postaje (REF) uz makrofite i Sumu na obali rijeke MreZnice.

Snimljeno 22. rujna 2021. Autorica fotografije: Marita Cvitanovic.

Slika 6. Prikaz referentne postaje (REF) na rijeci MrezZnici. Vidljive su kopnena i vodena
vegetacija te smjestaj objekata naselja Mrezni¢ka Varo$ u neposrednoj blizini vode. Snimljeno

22. rujna 2021. Autorica fotografije: Marita Cvitanovic.
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Slika 7. Prikaz postaje Duga Resa — tvornica tekstila (DRT). Uz tvornicu je vidljiva vegetacija

rijeke Mreznice. Snimljeno 23. rujna 2021. Autorica fotografije: dr. sc. Zrinka Dragun.

Slika 8. Prikaz obale MreZnice s vegetacijom te istrazivaca u izlovu riba elektoagregatom. U
pozadini se nalazi nekadasnja tvornica tekstila u Dugoj Resi, a s desne strane vrh susjedne

brane. Snimljeno 23. rujna 2021. Autorica fotografije: dr. sc. Zrinka Dragun
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Uzorkovanje na oneci$¢enoj postaji u Dugoj Resi ispred nekadasnje tvornice tekstila (Slike
718). Tvornica se nalazi na obali uz samu rijeku i pored nje je omanja brana, dio hidroelektrane
izgradene za potrebe tvornice (Slika 8). Okolni prostor slian je onome na referentnoj postaji,

samo s manje poljoprivrednih povrsina i velikim prostorom koji zauzima tvornica.

Tablica 1. Koncentracije elemenata u tragovima i makroelemenata u finoj frakciji sedimenta
(< 2 mm) rijeke Mreznice na dvjema postajama, referentnoj uzvodno od Duge Rese i
one¢idé¢enoj ispred nekadasnje tvornice tekstila u Dugoj Resi, u proljece 2020. godine (Cerkez,
2021; Dragun i sur 2021, 2022b).

Referentna postaja | Duga Resa — tvornica Omjer
(REF) (DRT) DRT/REF

As / mg kg 4,81+0.40 4,30+0,32 0,89
Bi/ mg kg 0,044+0,003 0,152+0,004 3,45
Cd / mg kg 0,710+0,074 0,492+0,031 0,69
Co/mgkg* 3,68+0,22 5,8340,06 1,58
Cs/mgkg* 0,549+0,038 2,5410,06 4,63
Cu/ mg kg 7,164+1,73 15,9+0,7 2,22

Fe/gkg? 7,22+0,62 12,340,2 1,70
Mn / mg kg 405424 28615 0,71
Mo / mg kg! 0,253+0,047 0,905+0,026 3,58
Rb / mg kg 6,71+0,41 31,9+0,9 4,75
TI/mg kg? 0,191+0,010 0,446+0,006 2,34
V / mg kg 17,3+1,2 47,6+0,8 2,75
Zn/ mg kg 46,0+13,7 59,6+11,2 1,30
Ca/gkg? 368+21 265+4 0,72
K / mg kg 823+32 3871+244 4,70
Mg /g kg? 2,36+0,12 4,9940,11 2,11
Na / mg kg 326+16 975439 2,99
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Prema nedavnim istrazivanjima, vidljivo je blago povecanje onecis¢enja rijeke Mreznice u
neposrednoj blizini nekadasnje tvornice tekstila u Dugoj Resi u odnosu na uzvodnu referentnu
postaju (Tablica 1; Cerkez 2021; Dragun i sur. 2021, 2022b). Ispred tvornice zabiljezene su
povisene koncentracije veceg broja elemenata u tragovima (Bi, Co, Cs, Cu, Fe, Mo, Rb, T1, V,
Zn), kao i makroelemenata (K, Mg, Na) u sedimentu u odnosu na referentnu postaju. Razlike
u koncentracijama otopljenih elemenata u vodi izmedu dviju postaja bile su puno manje
izrazene, s tek nesto poviSenim razinama Cu 1 Fe ispred tvornice. No, 1 na referentnoj postaji
zabiljezene su poviSene koncentracije nekoliko elemenata u sedimentima u odnosu na postaju
kod tvornice, i to As, Cd, Mn i Ca, kao pokazatelj blagog utjecaja poljoprivrednih aktivnosti

na kakvocu rije¢ne vode.

Uzorkovanje riba na referentnoj postaji (REF) obavljeno je 23. travnja 2021., a na postaji
Duga Resa — tvornica (DRT) 22. travnja 2021. godine. Uzorkovanje je ponovljeno na objema

postajama 1. svibnja 2021. godine.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Terenski rad - uzorkovanje Stuka

Prvi dio istrazivanja obuhvacao je terenski rad. Na opisanim lokacijama na rijeci Mreznici
provedeno je uzorkovanje Stuka (E. lucius) elektroagregatom Hans Grassl (EL63 1l G, 5.0
KW, 137 Honda GX270, 300/600V max., 27/15A max.) i uz uporabu gumenog ¢amca (Slika
9). Terenski rad obavljen je u suradnji s djelatnicima Laboratorija za bioloSke u¢inke metala
Zavoda za istraZzivanje mora i okoliSa Instituta Ruder BoSkovi¢ 1 Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, u skladu sa standardom HRN EN 14011 (2005) (dozvola Ministarstva
poljoprivrede od 24. veljace 2021. godine za ribolov radi znanstvenog istrazivanja Klasa: UP/I-
324-02/21-01/04; Urbroj: 525-13/0733-21-2) te prema metodologiji opisanoj detaljnije u radu
Dragun i sur. (2020). Ulovljene su ukupno 33 jedinke, na referentnoj postaji 16 te na

onecis¢enoj postaji 17 jedinki.

Slika 9. Prikaz terenskog tima na gumenom ¢amcu prije pocetka izlova $tuka u jesenskom

razdoblju 2021. godine. Snimljeno 22. rujna 2021. Autorica fotografije: dr. sc. Zrinka Dragun.
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Na mjestu izlova, neposredno nakon uzorkovanja (Slika 10), Stuke su anestezirane trikain
metan sulfonatom (MS 222, Sigma Aldrich) u skladu sa Zakonom o zastiti zivotinja (NN
55/2013). Odredeni su i izra¢unati biometrijski parametri: masa i duzina (Slika 11) te Fultonov
kondicijski indeks, spol i boja jetri (Slike 12 i 13). Fultonov kondicijski indeks (FCI)

predstavlja omjer mase i duzine. Formula za njegovo izraCunavanje je sljedeca:
FCI = (mx100)/d-

gdje FCI oznacava Fultonov kondicijski indeks, m predstavlja ukupnu masu stuke u gramima,
a d standardnu duzinu $tuke u centimetrima. Makroskopskim pregledom gonada odreden je
spol Stuka. Potom su sekcijom izdvojeni uzorci jetri, koji su odmah pohranjeni u tekuéi dusik

te naknadno u zamrziva¢ na -80 °C.

Slika 10. Stuke neposredno nakon izlova. Snimljeno 1. svibnja 2021. Autorica fotografije: dr.
sc. Zrinka Dragun.
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Slika 11. Mjerenje duzine Stuke na terenu. Snimljeno 22. svibnja 2020. Autorica fotografije:

dr. sc. Zrinka Dragun.

Slika 12. Uzorkovana jedinka sa zelenom jetrom. Snimljeno 22. travnja 2021. Autorica
fotografije: dr. sc. Zrinka Dragun.
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Slika 13. Uzorkovana jedinka sa zuto-smedom jetrom. Snimljeno 8. lipnja 2020. Autorica
fotografije: dr. sc. Zrinka Dragun.

4.2. Laboratorijski rad - priprema jetrenih homogenata i izolacija

citosolskih frakcija

Laboratorijski rad zapocela sam homogenizacijom jetrenog tkiva Stuka i izolacijom
citosolskih frakcija. Jetre sam izrezala na male dijelove te im dodala ohladeni homogenizacijski
pufer (100 mM Tris/Base (Sigma, pH 8,1 na 4 °C) obogacéen reducensom 1 mM ditiotreitolom
(Sigma)) (masaiva/Volumenpufera 1:5). Tako dobivenu suspenziju homogenizirala sam pomoc¢u
deset poteza homogenizatorom Potter-Elvehjem (Glas-Col, SAD) na ledu pri 6.000 okretaja u
minuti. Alikvote homogenata (dva puta po 300 ulL) odvojila sam za analize ukupnih
koncentracija elemenata u tragovima i makroelemenata u jetri. Ostatak homogenata
centrifugirala sam na 50.000xg 120 min pri +4 °C. Po zavrSenom centrifugiranju prebacila sam
supernatante (S50) pomoc¢u Pasteurovih pipeta u plasticne epruvete te zatim u Eppendorf
epruvete (1,5 mL) te sam ih smrznula na -80 °C. Supernatant S50 predstavlja topljivu tkivnu

frakciju, odnosno citosol. Cijeli se postupak odvijao na ledu ili uz hladenje, kako bi se ocuvala
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fizioloska raspodjela elemenata u tragovima i makroelemenata u stanicama jetrenog tkiva

(Dragun i sur. 2020). Uzorak jetrenog homogenata nakon centrifugiranja prikazan je na Slici
14.

Slika 14. Uzorak jetrenog homogenata nakon dva sata centrifugiranja na 50.000xg i pri +4 °C.

Snimljeno 6. listopada 2021. Autorica fotografije: Marita Cvitanovic.

4.3. Laboratorijski rad - razgradnja homogenata i citosola

Homogenate i citosolske frakcije bilo je potrebno razgraditi prije mjerenja. Homogenate
sam razgradila u smjesi nitratne kiseline (HNOs za analizu elemenata u tragovima, Normatom,
67-69%, VWR Chemicals, UK) i 30% vodikovog peroksida (H202, Suprapur, Merck,
Njemacka) u omjeru volumena HNOs/H20> 3:1. Navedenu oksidacijsku smjesu homogenatu
sam dodala u omjeru 3:1. Citosolske frakcije sam razgradila pomoc¢u iste smjese HNOs i H20>
u omjeru HNO3/H20; 3:1, ali je omjer oksidacijske smjese i citosola iznosio 1:1. Slijedilo je
grijanje u susioniku u trajanju 3,5 h pri 85 °C te potom hladenje na sobnu temperaturu. Tako
dobivene otopine razrijedila sam pet puta Milli-Q vodom za mjerenje koncentracija elemenata
u tragovima (kako bi se koncentracija kiseline spustila ispod 10%) te dvadeset puta za mjerenje

koncentracija makroelemenata. Sve uzorke sam za mjerenja pripremila u duplikatu.
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4.4. (QOdabrana metoda odredivanja koncentracija metala i metaloida

Postoje razne metode za mjerenje metala, a najvaznije je da instrument ima visoku
osjetljivost kako bi mogao detektirati niske koncentracije metala uz sto manju pogresku. NeKi
od primjera takvih metoda su atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS — grafitna i plamena
tehnika), atomska emisijska spektromentrija s induktivno spregnutom plazmom (ICP-AES) i
spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) (Lobinski i Marczenko
1997; Csuros i Csuros 2002).

Slika 15. Prikaz instrumenta za mjerenje koncentracija metala i metaloida: spektrometar masa
visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS Element 2, Thermo

Finnigan, Njemacka). Autorica fotografije: dr. sc. DuSica Ivankovi¢.

Za okoliSna istrazivanja u kojima se istovremeno analizira veéi broj metala pogodan
instrument je ICP-MS koji ima izrazito nisku granicu detekcije, Siroki raspon linearnosti te
moguénost istovremenog mjerenja vise elemenata te posebno ICP-MS visoke rezolucije (HR
ICP-MS) zbog manje pojave interferencija pri mjerenju (Slika 15). Pri upotrebi toga

instrumenta, pripremljeni se uzorak u obliku otopine prenosi do nebulizatora ili rasprsivaca (na
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primjer, pomocu peristalticke pumpe) te se uzorak pomocu struje argona pretvara u kapljice
razlicitih veli¢ina (aerosol). Aerosol se u komori za rasprsivanje razdvaja po velicini kapljica
te se najmanje kapljice injektiraju u plazmu. Plazma je visoko ionizirajuéi plin (najcesce argon)
koji provodi elektri¢nu energiju i podlijeze utjecaju magnetskog polja, a uzrokuje uklanjanje
vode, vaporizaciju (pretvorbu aerosola u plin), atomizaciju i ionizaciju elemenata u uzorku.
Argonska plazma je stabilna, a k tome osigurava i smanjenje kemijskih i fizikalnih
interferencija, kao i vrlo ucinkovitu ionizaciju velikog broja elemenata ¢ime omogucava
multielementnu  analizu, odnosno istovremeno mjerenje velikog broja elemenata.
Usmjeravanje i fokusiranje iona prema analizatoru i detektoru u spektrometru masa obavlja
elektronicki sustav lec¢a, dok ih analizator razdvaja po omjeru masa/naboj, a detektor ih biljezi.
Cestice koje se nisu ionizirale u plazmi uklanjaju se vakuum pumpom. Krajnje rezultate biljeZi
detektor te se prikazuju na racunalu koje je povezano s HR ICP-MS uredajem. Rezultati su
graficki prikazani U obliku pikova te brojéano u obliku intenziteta, iz kojih se pomocu
kalibracijskih pravaca izraCunava koncentracija svakog pojedinog elementa u uzorku

(Dautovi¢ 2006).

4.5. Laboratorijski rad — mjerenje koncentracija elemenata u

tragovima i makroelemenata

Koncentracije makroelemenata (Na, K, Ca, Mg) i elemenata u tragovima (Ag, As, Bi, Cd,
Co, Cs, Cu, Fe, Mn, Mo, Rb, Se, Tl, V, Zn) izmjerila sam pomocu spektrometra masa visokog
razlucivanja s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS Element 2, Thermo Finnigan,
Njemacka) s automatskim uzorkivatem SC-2 DX FAST (Element Scientific, SAD), SeaSpray
nebulizatorom i Twister komorom za rasprSivanje. Provela sam vanjsku kalibraciju pomoc¢u
niza razrijedenja multielementne standardne otopine za elemente u tragovima (Analitika,
Republika Ceska) u koju su dodani standardi Rb (Sigma-Aldrich, Njemacka) i Cs (Fluka,
Njemacka), standardne otopine Ag (Fluka, Njemacka) te multielementne standardne otopine
za makroelemente (Fluka, Njemacka), pripremljenih u 2% (volumno) nitratnoj kiselini
(Normatom, 67-69% za analizu elemenata u tragovima, VWR Chemicals, UK) (prema Dragun
i sur. 2018). Svim uzorcima i kalibracijskim standardima dodala sam indij (Fluka, Njemacka)

kao interni standard (1 pg L?) (Fiket i sur. 2007; Dragun i sur. 2020). Mjerenja sam provela na
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tri rezolucije: 82Se, ®Rb, ®Mo, 1®Ag, Cd, *Cs i 2%°TI mjerila sam na niskoj, 2Na, Mg,
42Ca, °V, ®Mn, *bFe, >°Co, 53Cu, %Zn i 88Sr na srednjoj te *°K i >As na visokoj rezoluciji.

Za pouzdano mjerenje koncentracija elemenata u tragovima i makroelemenata potrebno je
odrediti njihove najnize koncentracije koje mozemo sa sigurno$¢u detektirati u uzorcima
homogenata i citosola jetri, odnosno njihove granice detekcije (GD). Za tu svrhu koncentracije
elemenata u tragovima i makroelemenata izmjerene su deset puta uzastopno u slijepoj probi
(Tris-HCl1/Base pufer, ditiotreitol) koja je prethodno bila obradena istom procedurom kao i
uzorci homogenata i citosola, odnosno nakon njene razgradnje u nitratnoj kiselini i vodikovom
peroksidu. Granice detekcije (Tablice 2 i 3) izracunate su mnozenjem standardnih devijacija

tako dobivenih rezultata mjerenja brojem tri.

Kontrola to¢nosti mjerenja na HR ICP-MS-u provedena je analizom odabranih elemenata u
tragovima i makroelemenata u kontrolnim uzorcima (UNEP/GEMS, Kanada). Dobiveni su
sljede¢i rezultati tocnosti mjerenja: As, 103,3+4,3%; Ca, 98,9+1,8%; Cd, 102,5+0,8%; Co,
105,7+0,2%; Cu, 103,7+1,5%; Fe, 97,842,8%; K, 102,5+0,1%; Mg, 103,3+3,0%; Mn,
104,7+1,3%; Mo, 100,2+0,5%; Na, 103,9+0,6%; Zn, 109,5+1,0%.
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jetrenog tkiva Stuke (Esox lucius).

GD / citosoli GD / homogenati

Ag/nggt 0,369 0,469
As/ngg? 1,40 1,60
Bi/ngg? 0,241 0,322
Cd/ngg? 0,080 0,441
Co/ngg? 0,220 0,469
Cs/ngg? 0,099 0,001
Cu/ngg? 16,3 4,68
Fe/ngg! 75,2 61,2
Mn/ngg? 1,70 3,84
Mo/ ngg? 0,205 3,42
Rb/ng g 1,60 0,301
Se/ngg? 1,53 5,17
TI/ng g* 0,001 0,001
V/ngg? 0,151 0,197
Zn/ngg? 22,9 160

tkiva stuke (Esox lucius).

GD / citosoli GD / homogenati
Ca/ngg? 909 952
Na/ngg* 2027 1289
Mg /ngg? 633 407
K /ngg?! 2194 1774

Tablica 2. Prikaz granica detekcije (GD) elemenata u tragovima za citosole i homogenate

Tablica 3. Prikaz granica detekcije (GD) makroelemenata za citosole i homogenate jetrenog
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4.6. Obrada i statistiCka analiza rezultata

Sve izra¢une izvela sam u programu Microsoft Excel. Za crtanje grafova i statisticke analize
koristila sam program SigmaPlot 11.0 za Windowse. Za usporedbu rezultata dobivenih na
dvjema postajama (biometrijski pokazatelji, koncentracije ukupnih i citosolskih elemenata,
postotna zastupljenost elemenata u citosolu), kao i za usporedbu citosolskih koncentracija
elemenata u tragovima i makroelemenata izmedu dvaju spolova te izmedu jetara razlicitih boja,
koristila sam Mann-Whitney Rank Sum test. Za izraCunavanje korelacije izmedu ukupne
koncentracije elemenata u tragovima i makroelemenata u jetrama Stuka i njihove postotne
zastupljenosti u citosolskoj frakciji, kao i korelacije izmedu citosolskih koncentracija
analiziranih elemenata i mase, odnosno duzine riba, koristila sam Spearmanov korelacijski
koeficijent, odnosno Spearman Rank Order test. Kao statisticki znacajne razlike i statisti¢ki
znacajne korelacije oznacila sam one za koje je p vrijednost bila manja od 0,05. Koristila sam
neparametrijske statistiCke testove zbog malog broja uzoraka, kao i zbog toga Sto distribucija

podataka nije uvijek bila normalna.

28



5.

REZULTATI

5.1. Biometrijski pokazatelji §tuka iz rijeke MreZnice

Metodom lova uz pomo¢ elektroagregata na rijeci Mreznici uhvaéene su ukupno 33 Stuke,

16 na uzvodnoj, odnosno referentnoj postaji (REF), i 17 na postoji Duga Resa-tvornica (DRT).

Stuke s postaje DRT bile su statisti¢ki znacajno teze (Slika 16, Tablica 4) i duze (Slika 17,

kod stuka s postaje REF (Slika 18, Tablica 4), no razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna.

Tablica 4) u odnosu na stuke s postaje REF. Fultonov kondicijski indeks bio je malo povisen

Tablica 4. Usporedba biometrijskih pokazatelja Stuka (Esox lucius) uzorkovanih na dvjema

postajama na rijeci Mreznici, referentnoj uzvodno od Duge Rese i oneciS¢enoj ispred tvornice

u Dugoj Resi, u travnju/svibnju 2021. godine. Kvantitativni rezultati su prikazani u obliku

srednjih vrijednosti i standardnih devijacija, s medijanom u zagradi. Podaci o spolu i boji jetara

Referentna postaja

Duga Resa - tvornica

(REF) (DRT)
n 16 17
Ukupna duZina / cm 25,3+4,0 (25,3)* 34,7+9,0 (35,5)*
Ukupna masa/g 120+65,9 (103)* 3434258 (310)*
FCI/ % 0,989+0,144 (0,942) 0,927+0,092 (0,929)
Spol (M/Z) 12/2 9/7
Boja jetara (Z/Z) 7/9 4/13

prikazani su kao omjeri muZjaka i zenki (M/Z), odnosno tuka sa zelenim i zutim jetrama (Z/Z).

*Mann-Whitney Rank Sum testom utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu postaja (p < 0,050).
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Na postaji REF uhvac¢ene su samo dvije zenke te 12 muzjaka, dok dvjema Stukama nismo
uspjeli utvrditi spol. Omyjer spolova na postaji Duga Resa bio je ujednaceniji, s devet muzjaka i
sedam zenki, a samo jednoj Stuki nismo uspjeli utvrditi spol. Izvjestan udio Stuka na objema
postajama imao je jetre izrazito zelene boje, dok je uobicCajena boja jetre kod Stuke zuckasto-
smeda. Na postaji REF broj riba sa zelenim jetrama bio je 7, odnosno 44% ulovljenih $tuka, dok
je na postaji DRT taj udio bio tek 24%, odnosno &etiri stuke (Tablica 1). Stuke sa zelenim jetrama
bile su uglavnom vrlo male (ve¢inom ispod 150 g), §to je i1 razlog vece zastupljenosti na postaji

REF.

1200
EE Referentna postaja e P< 0,05

1000 4 = Duga Resa - tvornica
=
~ 800 A
<
»n
2
= 600 1
=
=
=
= 400 -
o= .
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0 : *
REF DRT

Slika 16. Usporedba ukupne mase uzorkovanih jedinki Stuka (Esox lucius) na dvjema
postajama na rijeci Mreznici, referentnoj uzvodno od Duge Rese (REF) i onecis¢enoj ispred
tvornice u Dugoj Resi (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine. Statisticka usporedba
napravljena je pomoc¢u Mann-Whitney Rank Sum testa (p < 0,05 oznacava statistic¢ki znac¢ajnu

razliku).
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Slika 17. Usporedba ukupne duzine uzorkovanih jedinki Stuka (Esox lucius) na dvjema
postajama na rijeci MreZnici, referentnoj uzvodno od Duge Rese (REF) i oneciséenoj ispred
tvornice u Dugoj Resi (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine. Statisticka usporedba
napravljena je pomoc¢u Mann-Whitney Rank Sum testa (p < 0,05 oznacava statisticki znacajnu

razliku).
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Slika 18. Usporedba Fultonovog kondicijskog indeksa uzorkovanih jedinki Stuka (Esox lucius)
na dvjema postajama na rijeci Mreznici, referentnoj uzvodno od Duge Rese (REF) i
onecis¢enoj ispred tvornice u Dugoj Resi (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine. Statisticka
usporedba napravljena je pomocu Mann-Whitney Rank Sum testa (p > 0,05 oznacava izostanak

statisticki znacajne razlike).
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5.2.  Ukupne i citosolske koncentracije elemenata u tragovima i

makroelemenata u jetri $tuka iz rijeke MreZnice

Ukupne koncentracije 15 elemenata u tragovima i Cetiri makroelementa dobivene su na
temelju mjerenja HR ICP-MS-om u razgradenim jetrenim homogenatima, dok su citosolske
koncentracije tih elemenata, odnosno koncentracije u topljivoj tkivnoj frakciji, dobivene
mjerenjem u razgradenim S50 supernatantima. Ukupne koncentracije 15 elemenata u
tragovima prikazane su u Tablici 5, a cetiri makroelementa u Tablici 6. Citosolske

koncentracije prikazane su i tabelarno (Tablice 5 i 6) i graficki (Slike 19-21).

Ukupne koncentracije 19 analiziranih elemenata u jetrama Stuka javljale su se u sljedecem
opadajué¢em nizu: K>Na>Mg>Fe>Ca>Zn>Cu,Rb>Mn>Se>Mo>Ag,As,Co>Tl,vV>Cd>Bi,Cs.

U slicnom opadajuéem nizu javljale su se i citosolske koncentracije 19 analiziranih

elemenata u jetrama stuka:
K>Na>Mg>Fe> Zn>Ca>Cu,Rb>Mn>Se>Mo>Ag>As>Co>V>Bi>TI,Cd> Cs.

Usporedbom koncentracija 19 elemenata prikazanih u Tablicama 5 i 6 te na Slikama 19-21,
mozemo prepoznati prostorne trendove, odnosno razlike izmedu dviju postaja uzorkovanja. Na
oneci§¢enoj postaji DRT, utvrdene su poviSene koncentracije nekoliko elemenata (ukupne i
citosolske), i to Bi, Cs, Cu, Fe, Se i Zn. Razlike izmedu postaja bile su statisticki znacajne,
kako za ukupne tako i za citosolske koncentracije Bi, Cs, Cu i Fe te za citosolske koncentracije
Se. Najizrazenija je bila razlika za Bi i Fe, koji su na DRT postaji bili otprilike 2,5-3,5 puta visi
u jetrama stuka u odnosu na REF postaju, dok su razlike za ostale elemente bile puno manje

(60-90% vise vrijednosti za Cs i Cu te samo 10-20% za Se i Zn).

No, nekoliko je elemenata bilo nadeno u poviSenim koncentracijama (ukupnim i
citosolskim) i na postaji REF, i to Mn, Mo i Tl, a razlike izmedu postaja bile su statisticki
znacajne u slu¢aju Mn 1 Tl 1 za ukupne 1 citosolske koncentracije te u slu¢aju Mo samo za
ukupne koncentracije. Ova su poviSenja, medutim, bila znatno manje izrazena nego povisenja
na DRT postaji te su koncentracije Mn i Tl bile oko 40% vise u jetrama stuka na REF postaji,
a Mo samo oko 15%. Ostali elementi u tragovima, Ag, As, Cd, Co, Rb i V, te sva Cetiri
makroelementa (Ca, K, Mg i Na) zabiljezeni su u priblizno jednakim koncentracijama

(ukupnim i citosolskim) u jetrama $tuka uzorkovanih na objema postajama.
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Tablica 5. Ukupne i citosolske koncentracije elemenata u tragovima izmjerene u jetrama stuka

(Esox lucius) uzorkovanih na dvjema postajama na rijeci Mreznici, referentnoj uzvodno od

Duge Rese (REF) i onecisc¢enoj ispred tvornice u Dugoj Resi (DRT), u travnju/svibnju 2021.

godine. Rezultati su prikazani u obliku srednjih vrijednosti i standardnih devijacija, s

medijanom u zagradi.

Ukupne koncentracije elemenata

Citosolske koncentracije elemenata

REF DRT REF DRT
n 16 17 16 16
PR 28,9+13,6 28,1+11,4 24,6+12,4 23,7+10,3
9/ngg (25,5) (23,9) (20,8) (20,4)
PR 25,3+7,8 30,8+20,7 20,0491 22,6+15,6
99 (25,6) (23,6) (17.,6) (16,7)

—— 2,41+1,86 5,30+3,33 2,53+2,30 6,41+3,63
99 (1,75)* (4,80)* (1,90)* (6,48)*

cd/na gt 7,90+4,96 8,08+8,04 6,24+4,20 6,77+6,48
99 (7,35) (4,98) (5,24) (5,75)

Colng gt 26,0+6,14 24,5462 17,6+4,5 16,9+5,0
99 (25,4) (24,3) (17.4) (15,2)

s/ na 2,7240,66 4,52+1,85 2,45+0,58 3,7741,37
99 (2,61)* (4,88)* (2,45)* (3,84)*

cuun o 3,93+1,15 6,45+2,43 2,77+0,99 4,73+1,80
H9 9 (3,65)* (5,67)* (2,50)* (4,23)*

- 68,5¢57,3 15095 25,3+24,6 51,4+28,6
H9 g (47,8)* (134)* (17,3)* (44,9)*
M/ na o 1537398 1088205 686+176 49887
99 (1542)* (1095)* (707)* (499)*

Mo /g ¢t 169+42 144+41 81,0+19,4 73,9+18,1
99 (170)* (145)* (78,4) (68,6)

—— 4,35+0,87 4,70+1,08 3,7740,92 3,92+0,81
HOS (4,19) (4,46) (3,68) (376)

Se/ ng o 537474 508+118 403+75 497+120
99 (549) (565) (413)* (467)*

- 22,2485 16,0+3,5 9,00+5,12 5,75+1,04
99 (20,2)* (14,5)* (7,79)* (5,51)*

Vg gt 23,3+20,9 25,2+17,1 15,1+13,5 14,9+9,4
99 (17,9) (18,2) (11,5) (11,1)

S 24,7+5,18 28,9493 18,2+4,2 21,8459
HO g (23,2) (26,6) (17,3) (20,8)

*Mann-Whitney Rank Sum testom utvrdena je statisticki znac¢ajna razlika izmedu postaja (p < 0,050).
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Tablica 6. Ukupne i citosolske koncentracije makroelemenata izmjerene u jetrama Stuka (Esox
lucius) uzorkovanih na dvjema postajama na rijeci Mreznici, referentnoj uzvodno od Duge
Rese (REF) i onec¢isc¢enoj ispred tvornice u Dugoj Resi (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine.

Rezultati su prikazani u obliku srednjih vrijednosti i standardnih devijacija, s medijanom u
zagradi.

Ukupne koncentracije elemenata Citosolske koncentracije elemenata
REF DRT REF DRT
n 16 17 16 16
Ca/ug ot 44,8+12,9 53,1+41,9 15,626,0 17,9+10,5
Ho9 (42,6) (39,7) (15,6) (14,0)
— 3177414 3321479 3532+499 36364345
H9 9 (3190) (3459) (3560) (3726)
Ma/ g o 183426 175423 104414 102410
g9/Hgdg (187) (171) (101) (99)
Na/ ug o 847192 899+213 10004225 973252
H9 9 (805) (842) (987) (912)
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Slika 19. Citosolske koncentracije elemenata u tragovima u jetrama stuka (Esox lucius) iz
rijeke MrezZnice uzorkovanih na dvjema postajama, referentnoj (REF) 1 onecis¢enoj (DRT), u
travnju/svibnju 2021. godine. Broj jedinki: nrer = 16, nprt = 16. Rezultati su prikazani
redoslijedom: a) Ag, b) As, ¢) Bi, d) Cd, e) Co, f) Cs i g) Cu. Statisticka usporedba napravljena

je pomoc¢u Mann-Whitney Rank Sum testa (p < 0,05 oznacava statisticki znacajne razlike).
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Slika 20. Citosolske koncentracije elemenata u tragovima u jetrama Stuka (Esox lucius) iz
rijeke MrezZnice uzorkovanih na dvjema postajama, referentnoj (REF) 1 onecis¢enoj (DRT), u
travnju/svibnju 2021. godine. Broj jedinki nrer = 16, nprr = 16. Rezultati su prikazani
redoslijedom: a) Fe, b) Mn, ¢) Mo, d) Rb, e) Se, f) Tl, g) V i h) Zn. Statisticka usporedba
napravljena je pomocu Mann-Whitney Rank Sum testa (p < 0,05 oznacava statisticki znacajne

razlike).
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Slika 21. Citosolske koncentracije makroelemenata u jetrama Stuka (Esox lucius) iz rijeke
Mreznice uzorkovanih na dvjema postajama, referentnoj (REF) i onecis¢enoj (DRT), u
travnju/svibnju 2021. godine. Broj jedinki nrer = 16, nprr = 16. Rezultati su prikazani
redoslijedom: a) Ca, b) K, ¢) Mg i d) Na. Statisticka usporedba napravljena je pomoc¢u Mann-

Whitney Rank Sum testa (p > 0,05 oznacava izostanak statisticki znacajnih razlika).
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5.3. Zastupljenost elemenata u tragovima i makroelemenata u

citosolskoj frakciji jetre Stuke

Omijer citosolskih i ukupnih koncentracija elemenata u tragovima i makroelemenata
pokazatelj je njihove zastupljenosti u topljivoj, citosolskoj frakciji jetre (Tablice 7 i 8), a
izraZava se u obliku postotka. Najvecu zastupljenost u citosolu pronasli smo za Bi, Cs, K i Na
na REF postaji te za Bi, K i Na na DRT postaji (> 90%). Nakon toga slijede Ag, As, Cd, Rb,
Se i Zn na objema postajama te joS Cs i Cu na postaji DRT sa zastupljeno$cu iznad 70%. Nesto
manju zastupljenost, ali iznad 50% pronasli smo za Co, Cu, V i Mg na postaji REF te Co, Mo,
V i Mg na postaji DRT. NajniZza zastupljenost u citosolskoj frakciji zabiljeZena je za Fe, Mn,
Mo, Tl i Ca na postaji REF, odnosno za Fe, Mn, Tl i Ca na DRT postaji (< 50%). Uocljivo je
da se zastupljenost nekoliko elemenata malo razlikuje izmedu postaja, a statisticki znacajne
razlike su utvrdene za Bi, Cu, Mo i Se koji su na onecis¢enoj postaji bili zastupljeni u
citosolskoj frakciji u nesto vec¢em postotku nego na referentnoj, dok je na referentnoj postaji

veca zastupljenost bila zabiljezena za Cs i Na u odnosu na DRT postaju.

Raspodjela izmedu topljive i netopljive tkivne frakcije ovisi o afinitetu svakog pojedinog
elementa. Neki elementi ¢e nakon poviSenog unosa biti pretezno raspodijeljeni u topljivu
citosolsku frakciju, a drugi u granule, organele i druge netopljive stanicne komponente.
Izracunavanjem korelacije izmedu postotne zastupljenosti elemenata u citosolu i ukupne
koncentracije tih elemenata u jetrama stuka primjenom korelacijskog koeficijenta (Spearman
Rank Order test; Tablice 7 i 8) utvrdeno je na koji se nac¢in mijenja zastupljenost pojedinog
elementa u citosolu kao posljedica porasta ukupno akumulirane koli¢ine tog elementa. Za Bi i
Cu dobivene su visoke (> 0,5) i statisti¢ki znacajne pozitivne korelacije izmedu ovih dviju
varijabli, §to je pokazivalo da s porastom ukupno akumuliranog Bi i1 Cu njihova zastupljenost
raste u citosolskoj frakciji. Oba metala su nadena u vi$im postotcima u citosolu na DRT postaji
gdje su utvrdene i poviSene ukupne koncentracije ovih metala u jetrama Stuka. Za Cs, Mo i Mg
dobivene su visoke (> 0.,5) i statisticki znaCajne negativne korelacije izmedu ovih dviju
varijabli, §to je pokazalo da s porastom ukupno akumuliranog Cs, Mo i Mg njihova
zastupljenost u citosolskoj frakciji pada, odnosno povecani unos tih metala rezultira pohranom
u netopljivoj tkivnoj frakciji. Sva tri elementa nadena su u vis§im postotcima u citosolu na onoj
postaji gdje su utvrdene njihove niZe ukupne koncentracije u jetrama Stuka, a to je za Cs bila

postaja REF, a za Mo i Mg postaja DRT.
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Tablica 7. Postotna zastupljenost elemenata u tragovima u citosolskoj frakciji jetara Stuka
(Esox lucius) uzorkovanih na dvjema postajama na rijeci Mreznici, referentnoj uzvodno od
Duge Rese (REF) i onecisc¢enoj ispred tvornice u Dugoj Resi (DRT), u travnju/svibnju 2021.
godine (rezultati su prikazani u obliku srednjih vrijednosti i standardnih devijacija, s
medijanom u zagradi), te analiza korelacije izmedu ukupnih koncentracija elemenata u

tragovima i njihovih postotnih udjela u citosolu (Spearmanov korelacijski koeficijent).

Udio elemenata u citosolskoj frakciji Korelacijski koeficijent (r)
REF DRT REF + DRT
n 16 16 32
Ag/ % S?éifg)’e S?é%fé’)ﬁ 0,240
As/ % 77('75715’0 80('3215’9 0,186
Bi/ % 9‘(15‘522;’7 1&’1‘552)2*'3 0,686"
Ccd/ % 7z7§i§)9 86(8511259 0,067
Co/% 62676126)9 ss(aé%%g),z 0,033
Cs/ % 9(%?3;;0 8(‘;’27 ’J—f)’;o 0,660°
Cu /% 6(96’33;;7 7(5;’2,12‘;’;4 0,495"
Fe /% 38('37;3’2 37('233’6 -0,352"
Mn / % 4‘2’;1?3?)’9 4212;%4 0,257
Mo / % 4&2;?;5 5(35’232§f -0,548"
Rb/ % S?ééfg)’l 8?;1)'6 0,170
Se /% 7(‘;’133;4 8(%’3;?;3 0,165
T % 40(33%)?’2 3@%"‘ 0,070
V1% 6?62117)7 G?é%fgj 0,382*
zn /% 7?77515)8 7?’76;%7 0,051

*Mann-Whitney Rank Sum testom utvrdena je statisticki znac¢ajna razlika izmedu postaja (p < 0,050).
*Statisticki znacajna korelacija prema Spearman Rank Order testu (p < 0,050).
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Tablica 8. Postotna zastupljenost makroelemenata u citosolskoj frakciji jetara Stuka (ESox
lucius) uzorkovanih na dvjema postajama na rijeci Mreznici, referentnoj uzvodno od Duge
Rese (REF) i onecisc¢enoj ispred tvornice u Dugoj Resi (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine
(rezultati su prikazani u obliku srednjih vrijednosti i standardnih devijacija, s medijanom u
zagradi), te analiza korelacije izmedu ukupnih koncentracija makroelemenata i njihovih

postotnih udjela u citosolu (Spearmanov korelacijski koeficijent).

Udio elemenata u citosolskoj frakciji Korelacijski koeficijenti (r)
REF DRT REF + DRT
n 16 16 32
34,5+7,6 36,8+9,1
0 ) ) ) i) i
Cal/% (34.0) (38.8) 0,168
111,6+11,7 107,5+7,1
0, ] ) ) ] _ +
K 1% (108,5) (107,9) 0.478
57,547,1 58,116,3
0, ! 1 1 1 ~ +
Mg/ % (57.4) (59.1) 0,634
118,6+12,1 107,6+8,6
0 ) i) i) ) _
Na/ % (116,1)* (105,9)* 0,178

*Mann-Whitney Rank Sum testom utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu postaja (p < 0,050).
*Statisticki znacajna korelacija prema Spearman Rank Order testu (p < 0,050).

5.4. Utjecaj fizioloskih ¢imbenika na citosolske koncentracije

elemenata u tragovima i makroelemenata u jetrama stuka

5.4.1. Utjecaj velicine kao fizioloSkog cimbenika

Buduc¢i da se elementi prisutni u citosolu smatraju potencijalno raspolozivijima za toksi¢no
djelovanje, daljnje smo analize proveli na podatcima za citosolsku frakciju jetara stuka. Kako
bismo utvrdili utjece li veli¢ina Stuka na citosolske koncentracije elemenata u tragovima i
makroelemenata, proveli smo korelacijsku analizu medusobne povezanosti mase, odnosno
duzine $tuka i citosolskih koncentracija 19 elemenata u njihovim jetrama. Korelacijski
koeficijenti su pomoc¢u Spearman Rank Order testa izracunati samo za Stuke s postaje DRT
(Tablica 9 1 10), budu¢i da su na toj postaji ulovljene jedinke Sireg raspona veli¢ina (Tablica

4). Na postaji REF sve su jedinke bile razmjerno male te unutar uskog raspona masa te nisu
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mogle posluziti za utvrdivanje povezanosti citosolskih koncentracija elemenata i veli¢ine riba.
Statisticki znacajna (p < 0,050) pozitivna korelacija utvrdena je za sljedece elemente: Bi, Cs i
Fe, dok je za Ca utvrdena statisticki znacajna negativna korelacija. Rezultati za ova Cetiri
elementa prikazani su 1 graficki (Slike 22-25) te je vidljivo da su koncentracije Bi, Cs i Fe vise

u vecih Stuka, dok su koncentracije Ca viSe u manjih Stuka.

Tablica 9. Analiza korelacija citosolskih koncentracija elemenata u tragovima (cc) izmjerenih
u jetrama Stuka (Esox lucius) i mase (m), odnosno ukupne duzine (d), uzorkovanih jedinki
(Spearmanov korelacijski koeficijent). Analiza je provedena za Stuke uzorkovane u

travnju/svibnju 2021. godine na onecis¢enoj postaji ispred tvornice u Dugoj Resi, na rijeci

Mreznici.
Korelacijski koeficijent (cc, m) Korelacijski koeficijent (cc, d)

n 16 16
Ag -0,050 -0,081
As -0,438 -0,453
Bi 0,597* 0,641*
Cd 0,077 0,095
Co -0,209 -0,212
Cs 0,547 0,543*
Cu 0,112 0,083
Fe 0,529* 0,552*
Mn -0,453 -0,435
Mo -0,385 -0,412
Rb 0,391 0,346
Se 0,241 0,228
Tl -0,132 -0,142
Vv 0,065 0,098
Zn 0,027 -0,009

*Statisticki znacajna korelacija prema Spearman Rank Order testu (p < 0,050).
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Tablica 10. Analiza korelacija citosolskih koncentracija makroelemenata (cc) izmjerenih u

jetrama Stuka (Esox lucius) i mase (m), odnosno ukupne duzine (d), uzorkovanih jedinki

(Spearmanov korelacijski koeficijent). Analiza je provedena za Stuke uzorkovane u

travnju/svibnju 2021. godine na oneciS¢enoj postaji ispred tvornice u Dugoj Resi, na rijeci

MrezZnici.

Korelacijski koeficijent (cc, m)

Korelacijski koeficijent (c, d)

Ca

K

Mg

Na

16

-0,568"

0,385

0,262

0,003

16

-0,546"

0,379

0,240

0,002

*Statisticki znacajna korelacija prema Spearman Rank Order testu (p < 0,050).
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Slika 22. Korelacijska i regresijska analiza meduovisnosti citosolskih koncentracija Bi

izmjerenih u jetrama Stuka (Esox lucius) i mase, odnosno ukupne duzine uzorkovanih jedinki.

Uzorkovanje je provedeno u travnju/svibnju 2021. godine na oneciS¢enoj postaji ispred

tvornice u Dugoj Resi, na rijeci Mreznici (n = 16).
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Slika 23. Korelacijska i regresijska analiza meduovisnosti citosolskih koncentracija Ca
izmjerenih u jetrama Stuka (Esox lucius) i mase, odnosno ukupne duzine uzorkovanih jedinki.
Uzorkovanje je provedeno u travnju/svibnju 2021. godine na onecis¢enoj postaji ispred

tvornice u Dugoj Resi, na rijeci Mreznici (n = 16).
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Slika 24. Korelacijska i regresijska analiza meduovisnosti citosolskih koncentracija Cs
izmjerenih u jetrama Stuka (Esox lucius) i mase, odnosno ukupne duzine uzorkovanih jedinki.
Uzorkovanje je provedeno u travnju/svibnju 2021. godine na oneciS¢enoj postaji ispred

tvornice u Dugoj Resi, na rijeci Mreznici (n = 16).
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Slika 25. Korelacijska i regresijska analiza meduovisnosti citosolskih koncentracija Fe
izmjerenih u jetrama Stuka (Esox lucius) i mase, odnosno ukupne duzine uzorkovanih jedinki.
Uzorkovanje je provedeno u travnju/svibnju 2021. godine na oneciS¢enoj postaji ispred

tvornice u Dugoj Resi, na rijeci Mreznici (n = 16).

Kako je najsnaznija pozitivha povezanost s veli¢inom Stuka utvrdena upravo za one
elemente za koje su utvrdene 1 najvece razlike izmedu postaja, odnosno znatno vise
koncentracije na DRT postaji gdje su ulovljene i najvece Stuke, potrebno je iskljuciti
mogucnost da je razlika u veli¢ini §tuka izmedu postaja bila uzrokom razlike u koncentracijama

bioakumuliranih metala.

S tom namjerom proveli smo dodatnu usporedbu citosolskih koncentracija 19 elemenata
izmedu postaja (Slike 26-31), kojom smo obuhvatili samo ribe usporedivih veli¢ina na objema
postajama (maksimalne mase 325 grama, prema najvecoj jedinki na REF postaji). Trendovi
razlika izmedu postaja ostali su nepromijenjeni, samo neke razlike viSe nisu bile statisticki
znacajne, vjerojatno zbog manjeg broja jedinki ukljucenih u analizu, kao i iskljuc¢enja nekoliko
vecih jedinki s nesto viSim koncentracijama analiziranih elemenata. No, ¢ak i kada je usporedba
provedena samo na malim ribama usporedivih veli¢ina na objema postajama, vidljivo je da su
citosolske koncentracije Bi, Fe, Cs 1 Cu 1 dalje poviSene na postaji DRT, a Cu 1 statisticki
znacajno. S druge strane, koncentracije Mn, Mo i Tl i dalje su poviSene na postaji REF, a Mn

1 Tl 1 statisti¢ki znacajno.
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Slika 26. Citosolske koncentracije elemenata u tragovima u jetrama malih $tuka (Esox lucius)
(mase do 325 grama), uzorkovanih u rijeci Mreznici na dvjema postajama, referentnoj (REF) i
onecis¢enoj (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine. Broj jedinki: nrer = 16, nprt = 9. Rezultati
su prikazani redoslijedom: a) Ag, b) As, ¢) Bi, d) Cd, e) Co, f) Cs i g) Cu. Statisticka usporedba
napravljena je pomo¢u Mann-Whitney Rank Sum testa i statisticki znacajne razlike oznacene

susp<0,05.
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Slika 27. Citosolske koncentracije elemenata u tragovima u jetrama malih $tuka (Esox lucius)

(mase do 325 grama), uzorkovanih u rijeci MreZnici na dvjema postajama, referentnoj (REF) i

onecis¢enoj (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine. Broj jedinki: nrer = 16, nprt = 9. Rezultati
su prikazani redoslijedom: a) Fe, b) Mn, ¢) Mo, d) Rb, e) Se, f) Tl, g) V i h) Zn. Statisticka
usporedba napravljena je pomo¢u Mann-Whitney Rank Sum testa i statisticki zna¢ajne razlike

oznacene su s p < 0,05.
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Slika 28. Citosolske koncentracije makroelemenata u jetrama malih stuka (Esox lucius) (mase

do 325 grama), uzorkovanih u rijeci Mreznici na dvjema postajama, referentnoj (REF) i

onecis¢enoj (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine. Broj jedinki: nrer = 16, nprt = 9. Rezultati
su prikazani redoslijedom: a) Ca, b) K, c) Mg i d) Na. Statisti¢ka usporedba napravljena je

pomo¢u Mann-Whitney Rank Sum testa (p > 0,05 oznacava izostanak statisticki znacajnih

razlika).
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5.4.2. Utjecaj nacina prehrane, odnosno razlike izmedu Stuka sa zutim i zelenim jetrama

Tijekom sekcije Stuka opazena je razlicita boja jetri, od izrazito zelene do raznih nijansi Zute
i svijetlo smede boje, te se ona moze grubo svrstati u dvije kategorije — zute i zelene boje. Kako
ovakve razlike mogu biti posljedica razli¢itih metabolickih procesa, istrazili smo postoje i i
razlike u koncentracijama 19 analiziranih elemenata s obzirom na boju jetre. Usporedbe su
provedene na objema postajama, i to samo za skupinu malih riba (do 325 g) kako bismo izbjegli

dodatni utjecaj veli¢ine na ostvarene rezultate (Slike 29-31).

Za nekoliko elemenata utvrdene su viSe citosolske koncentracije u Stukama sa zelenom
jetrom (As, Mn i Na) u odnosu na Stuke sa zutom jetrom, a razlike su za As i Mn bile statistic¢ki
znacajne na DRT postaji, a za Na na REF postaji. PoviSene citosolske koncentracije u Stukama
sa zutom jetrom u odnosu na Stuke sa zelenom jetrom utvrdene su za Bi i Cs na objema
postajama, a statisticki znac¢ajno na DRT postaji, te za Fe samo na DRT postaji, i to statisti¢ki

znacajno.

Kada smo proveli i usporedbe koncentracija metala/metaloida izmedu postaja, zasebno za
zelene i1 za Zute jetre, uocili smo kako su razlike izmedu postaja za neke elemente izrazenije
nego kada se sve ribe promatraju zajedno. Na primjer, razlike izmedu postaja, s poviSenim
vrijednostima na DRT postaji za Bi, Cu i Fe, te s poviSenim vrijednostima na REF postaji za
T1, bile su statisti¢ki znacajne za Stuke sa zutim, dok razlika izmedu $tuka sa zelenim nije bilo.
Nasuprot tome, statisticki znacajno vise vrijednosti na REF postaji dobivene su za As u zelenim

jetrama, dok razlika izmedu Stuka sa zutim jetrama nije bilo.
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Slika 29. Citosolske koncentracije elemenata u tragovima u jetrama Stuka (Esox lucius)

uzorkovanih na dvjema postajama, referentnoj (REF) i oneciS¢enoj (DRT), u travnju/svibnju

2021. godine. Rezultati su prikazani s obzirom na boju jetre (Z — zelena, Z — zuta), kako slijedi:
a) Ag, b) As, ¢) Bi, d) Cd, e) Co, f) Cs i g) Cu. Broj jedinki: nrer-z = 7; Nrer-z = 9; NprT-z = 3;

nprT-z = 6. Oznakama a/b prikazane su statisticki znacajne razlike izmedu jetara razlicitih boja

unutar jedne postaje, a 0oznakama A/B izmedu jetara iste boje na dvjema postajama. Statisticki

znacajna razlika (p < 0,05) izmedu postaja te unutar postaje utvrdena je Mann — Whitney Rank

Sum testom.
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Slika 30. Citosolske koncentracije elemenata u tragovima u jetrama Stuka (Esox lucius)
uzorkovanih na dvjema postajama, referentnoj (REF) i oneciS¢enoj (DRT), u travnju/svibnju
2021. godine. Rezultati su prikazani s obzirom na boju jetre (Z — zelena, Z — zuta), kako slijedi:
a) Fe, b) Mn, c) Mo, d) Rb, e) Se, f) Tl, g) Vi h) Zn. Broj jedinki: nrer-z = 7; Nrer-z = 9; NpRT-
z=3; nprt-z = 6. Oznakama a/b prikazane su statisticki znacajne razlike izmedu jetara razlicitih
boja unutar jedne postaje, a oznakama A/B izmedu jetara iste boje na dvjema postajama.
Statisticki znacajna razlika (p < 0,05) izmedu postaja te unutar postaje utvrdena je Mann —

Whitney Rank Sum testom.
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Slika 31. Koncentracije makroelemenata u jetrama Stuka (Esox lucius) uzorkovanih na dvjema

postajama, referentnoj (REF) i onec¢is¢enoj (DRT), u travnju/svibnju 2021. godine. Rezultati

su prikazani s obzirom na boju jetre (Z — zelena, Z — Zuta), kako slijedi: a) Ca, b) K, ¢) Mg i d)
Na. Broj jedinki: nrer-z = 7; Nrer-z = 9; NprT-z = 3; NprT-2 = 6. Oznakama a/b prikazane su

statisticke znacajne razlike izmedu jetara razli¢itih boja unutar jedne postaje. Statisticki

znacajna razlika (p < 0,05) unutar postaje utvrdena je Mann — Whitney Rank Sum testom.
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5.4.3. Utjecaj spola, odnosno razlike izmedu muzjaka i Zenki

Kako i spol ponekad utjece na bioakumulaciju pojedinih elemenata zbog razlike u fiziologiji
muzjaka i Zenki Stuka, proveli smo i preliminarnu analizu razlika u koncentracijama 19
elemenata s obzirom na spol jedinki (Tablice 11 i 12). Analizu smo proveli samo na $tukama s
onecis¢ene postaje na rijeci Mreznici ispred tvornice u Dugoj Resi, buduéi da je ondje broj
muzjaka i zenki bio ujednaceniji, dok su na postaji REF bile ulovljene samo dvije zenke
(Tablica 4). Mann-Whitney Rank Sum testom utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna razlika (p < 0,05)
u koncentraciji Bi, Mo i Zn izmedu dvaju spolova. Citosolska koncentracija Bi bila je 80% visa
kod Zenki, dok su citosolske koncentracije Mo i Zn bile otprilike 15-20% vise u muzjaka.
Usporedbom veli¢ine muzjaka i zenki vidljivo je da su zenke vece (mm: 271177 g; mg:
4814299 @), a kako je ranije utvrdeno da je Bi prisutan u viS§im koncentracijama u veéim
ribama, nije moguce iskljuciti moguénost da je uzrok visSim koncentracijama Bi u zZenkama
njihova veli¢ina. Stoga smo proveli dodatnu analizu na malim ribama (do 325 g), te je vidljivo
da je razlika u citosolskim koncentracijama Bi izmedu muzjaka i Zenki postala jo$ izrazenija,
s 2,75 puta viSim koncentracijama u Zenki. NO, statisticka znacajnost te razlike se izgubila zbog
malog broja jedinki ukljucenih u analizu. Razlike u koncentracijama Mo i Zn izmedu dvaju

spolova takoder su potvrdene i na skupini malih riba.
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Tablica 11. Prikaz medijana citosolskih koncentracija elemenata u tragovima izmjerenih u

jetrama Stuka (Esox lucius) u odnosu na spol i masu jedinke. Analiza je provedena za Stuke

uzorkovane u travnju/svibnju 202 1. godine na onecis¢enoj postaji ispred tvornice u Dugoj Resi,

na rijeci Mreznici. Legenda: M — muzjaci; F — Zenke.

Ukupan broj jedinki

Jedinke mase do 325 g

M F M F

n 9 7 6 3
Ag 29,4 20,1 28,0 20,5
As 19,3 16,5 26,9 15,5
Bi 4,81* 8,73* 3,67 10,1
Cd 6,00 5,12 6,77 1,38
Co 18,7 14,1 18,6 12,8
Cs 2,96 4,72 2,29 3,88
Cu 5,15 3,99 5,58 4,23
Fe 43,6 53,6 37,5 37,6
Mn 518,7 4740 549,9 474,0
Mo 77,8* 66,5* 79,9 66,5
Rb 3,38 3,86 3,34 3,76
Se 461,5 473,0 468,0 450,4
Tl 5,53 5,48 5,62 5,48
\ 10,9 11,4 12,0 114
Zn 23,5* 19,8* 23,4 15,4

*Mann-Whitney Rank Sum testom utvrdena je statisticki znacajna razlika (p < 0,050).
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Tablica 12. Prikaz medijana citosolskih koncentracija makroelemenata izmjerenih u jetrima

Stuka (Esox lucius) u odnosu na spol i masu jedinke. Analiza je provedena za Stuke uzorkovane

u travnju/svibnju 2021. godine na onecis¢enoj postaji ispred tvornice u Dugoj Resi, na rijeci

Mreznici. Legenda: M — muZjaci; F — Zenke.

Ukupan broj jedinki

Jedinke mase do 325 g

M F M F
n 9 7 6 3
Ca 17,3 13,2 18,0 16,3
K 3737,2 3714,6 3558,6 3585,5
Mg 101,3 96,7 103,9 95,8
Na 925,0 827,4 946,5 827,4
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6. RASPRAVA

Cilj rada bio je istraziti bioakumulaciju odabranih metala i metaloida, odnosno 15 elemenata
u tragovima i Cetiri makroelemenata, u jetrama Stuke (E. lucius) iz rijeke Mreznice kao
bioindikatorskog organizma, i to s obzirom na razinu izloZenosti i ovisnost o nekoliko
fizioloskih ¢imbenika. Kako bismo to ostvarili, proveli smo uzorkovanja na dvjema postajama
pod razli¢itim antropogenim utjecajem, odnosno na onecis¢enoj lokaciji ispred nekadasnje
tvornice tekstila u Dugoj Resi (Pamucna industrija Duga Resa) (DRT) te na uzvodnoj
referentnoj postaji (REF), na kojoj je zabiljezen samo blazi utjecaj okolne poljoprivrede
(Dragun i sur. 2022b). U istrazivanju smo kao ciljni organ koristili jetru jer je ona sredis$nji
metaboli¢ki organ ribe te se u njoj pohranjuju, detoksiciraju i dalje raspodjeljuje metali koji u
tijelo dolaze iz okolisa (Di Giulio i Hinton 2008). O bioakumulaciji metala u jetrama Stuka
zasad postoji vrlo mali broj znanstvenih radova, poput radova Bikanovic¢ i sur. (2016) (Stuke iz
jezera Meduvrsje u Srbiji; analizirani elementi: As, B, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Li, Mn, Mo,
Ni, Pb, Sr i Zn), Luczynske i sur. (2019) (Stuke iz Mazurskih jezera u Poljskoj; analizirani
element: Cd) te Nikoli¢a i sur. (2021) (Stuke iz kanala Vizelj u Srbiji; analizirani elementi: As,
Cr, Cd, Co, Cu, Fe, Sr, Pb i Zn). Upotreba jetre kao bioindikatorskog organa u istrazivanju
bioakumulacije metala u ribama opisana je i za druge vrste riba, na primjer za Vardarskog klena
(Squalius vardarensis Karaman, 1928) (Dragun i sur. 2019), poto¢nu pastrvu (Salmo trutta
Linnaeus, 1758) (Dragun i sur. 2018) i klena (Squalius cephalus (Linnaeus, 1758)) (Podrug i
sur. 2009; Duman i Kar 2012; Dragun i sur. 2015; Raskovi¢ i sur. 2018).

U ovome istrazivanju, Stuke ulovljene na dvjema postajama na rijeci MreZnici razlikovale
su se znacajno po veli€ini, pri ¢emu su vece (teZe 1 duze) bile Stuke na jace oneciS¢enoj DRT
postaji. Veli¢ina ribe ovisi o vrsti stani$ta, ponasanju i nacinu ishrane (Haubrock i sur. 2018)
te o njihovom zdravlju i jacini oneciS¢enja okolisa (Rakovéevi¢ i sur. 2018). Zapazanje
suprotno od nasega objavljeno je za klenove u rijeci Sutli u Hrvatskoj te trima rijekama u
Sjevernoj Makedoniji. Ondje su najmanje, a vjerojatno i najmlade ribe, bile ulovljene na
najonecis€enijim postajama, uz pretpostavku da starije ribe napuStaju podrucja veceg
onecisc¢enja (Dragun i sur. 2013; Jordanova i sur. 2016), §to prema nasim zapazanjima ocito
nije svojstveno Stuki. Fultonov kondicijski indeks (FCI), naprotiv, bio je nesto nizi (iako ne

znacajno) na DRT postaji. FCI moZe odrazavati negativan utjecaj metala i drugih zagadivala
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na metabolizam ribe, ali i manju dostupnost hrane (Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor 2007; Jordanova
i sur. 2016).

6.1. Ukupne i citosolske koncentracije elemenata u tragovima i
makroelemenata u jetrama $tuka iz rijeke MreZnice — razlike izmedu

postaja

Kako bismo procijenili bioakumulaciju metala i metaloida u jetrama Stuka primijenili smo
dva pristupa: odredivanje ukupnih Kkoncentracija metala te odredivanje citosolskih
koncentracija, odnosno koncentracija u topljivoj tkivnoj frakciji. Kao §to je ve¢ spomenuto,
podatci o ukupnoj bioakumulaciji metala/metaloida u jetrama Stuka vrlo su rijetki, dok podatci
0 njihovim citosolskim koncentracijama zasad nisu dostupni u znanstvenoj literaturi te su
podatci prikupljeni u ovome istrazivanju prvi te vrste. Odredivanje koncentracija metala 1
metaloida u topljivoj frakciji dobivenoj centrifugiranjem jetrenog homogenata na 50.000xg
znaCajno je jer omogucuje dobivanje informacija o substani¢nim frakcijama koje su
potencijalno osjetljive na metale (Giguére i sur. 2006). Budu¢i da znacajan udio
metala/metaloida moZe biti detoksiciran (na primjer, vezanjem na granule koje se taloze ve¢
pri centrifugiranju na 10.000%g), vjerojatnost toksi¢nih ucinaka nije uvijek vezana uz ukupnu

koli¢inu bioakumuliranog metala/metaloida (McGeer i sur. 2012).

Usporedba rezultata nasega istrazivanja provedena je s podatcima iz tri rada o
koncentracijama metala/metaloida u jetrama $tuka (Pikanovi¢ i sur. 2016; Luczynska i sur.
2019; Nikoli¢ i sur. 2021), a obuhvatila je njihove ukupne koncentracije. Koncentracijski niz
zabiljezen u naSem istrazivanju podudarao se s onim objavljenim za jetre Stuka u istrazivanju
bikanovi¢ i sur. (2016), sa sljede¢im redoslijedom: Fe>Zn>Cu>Mo>Mn>As>Cd,Co, te u
istrazivanju Nikoli¢a i sur. (2021), sa sljede¢im redoslijedom: Fe>Zn>Cu>As,Cd,Co, dok je u

radu Luczynske i sur. (2019) bio analiziran isklju¢ivo Cd.

Nadalje, usporedili smo i vrijednosti izmjerenih koncentracija, kako bismo nase rezultate
stavili u Siri kontekst. Samo u radu Luczynske i sur. (2019) rezultati su izraZzeni na mokru masu
tkiva, kao i u naSem istrazivanju, te je koncentracija Cd u jetri $tuke (0,9-15,9 ng g?) bila
usporediva s naSim rezultatima. Za usporedbu s druga dva rada preracunali smo naSe rezultate

na suhu masu, koristec¢i priblizan faktor pretvorbe 4 (Sto odgovara sadrzaju vode od 75%,
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prema radu Vijayakumar (1987)). U navedenim radovima (Pikanovic i sur. 2016; Nikoli¢ i sur.
2021), koncentracije Cd i Co bile su ispod granice detekcije dok su u nasem istrazivanju bile
mjerljive; u radu Nikoli¢a i sur. (2021) i koncentracije As bile su ispod granice detekcije.
Usporedbom ostalih elemenata utvrdeno je da su u istrazivanju DPikanovi¢ i sur. (2016) na
Stukama iz jezera Meduvrsje, koje je izlozeno velikom utjecaju industrijskih i komunalnih
otpadnih voda, koncentracije As bile 10 puta viSe, a koncentracije Mo tri puta vise nego u
Stukama iz rijeke Mreznice. No, koncentracije Cu, Fe 1 Zn bile su usporedive sa Stukama iz
rijeke Mreznice na REF postaji, dok su Stuke s DRT postaje imale cCak izrazeniju
bioakumulaciju ova tri metala. I, naposljetku, koncentracije Mn bile su znatno vise u Stukama
iz rijeke Mreznice, tri puta na REF te dva puta na DRT postaji. Usporedbom s istrazivanjem
Nikoli¢a 1 sur. (2021) na Stukama iz kanala Vizelj, koji je oneciS¢en industrijskim i
komunalnim vodama bez prethodnog procis¢avanja, utvrdeno je da su koncentracije Cu bile
otprilike dvostruko viSe nego u Stukama iz rijeke Mreznice. Koncentracije Zn su, kao i u
prethodnoj usporedbi, bile priblizno jednake u Stukama iz kanala Vizelj i REF postaje na rijeci
Mreznici, dok su vrijednosti izmjerene na DRT postaji rijeke Mreznice bile vise. Koncentracije
Fe bile su otprilike dvostruko vise u $tukama iz kanala Vizelj u odnosu na nasu REF postaju,
ali oko 25% nize u odnosu na DRT postaju. Na temelju prikazanih usporedbi moze se zakljuciti
da su koncentracije nekoliko metala (Mn na obje postaje te Cu, Fe i Zn na DRT postaji)
poviSene u odnosu na ribe iste vrste iz slatkovodnih sustava koji se smatraju umjereno
onecis¢enima.

Ukupne i citosolske koncentracije nekoliko elemenata u tragovima (Ag, As, Cd, Co, Rb i
V) te sva Cetiri makroelementa (Ca, K, Mg i Na) zabiljezene su u priblizno jednakim
koncentracijama u jetrama Stuka uzorkovanih na objema postajama rijeke MreZnice. No, za
ostale analizirane elemente utvrdene su razlike izmedu dviju postaja kao moguci pokazatelj

razliite izloZenosti tim elementima u okoliSu, odnosno izravne posljedice onecis¢enja okolisa.

Na postaji DRT, pod dugogodisnjim utjecajem tvornice tekstila, povisene ukupne i/ili
citosolske koncentracije utvrdene su za Bi, Cs, Cu, Fe, Se i Zn. Pri tome su najvece razlike
izmedu dviju postaja zabiljeZzene za Bi 1 Fe (2,5-3,5 viSe koncentracije u jetrama Stuka na
postaji DRT) te potom za Cs i Cu (60-90% vise koncentracije u jetrama $tuka na postaji DRT).
Koncentracije Bi, Fe, Cs, Cu i Zn u partikularnoj frakciji vode te u sedimentu rijeke Mreznice
izmjerene su u vis§im koncentracijama na postaji DRT nego REF, kao i koncentracija
otopljenog Cu i Fe u vodi (Dragun i sur. 2022b) sto ukazuje na mogucnost da je povecana

bioakumulacija doista rezultat povecane izloZenosti Stuka tim elementima na postaji kod
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nekadasnje tvornice. Franciskovi¢-Bilinski 1 sur. (2017) takoder su ukazali na poviSene
koncentracije Fe kod nekadasnje tvornice, vjerojatno uslijed talozenja ugljena koji je bio
koristen u radu tvornice, kao 1 poviSene koncentracije Cu, ¢ak iznad granica postavljenih u
SAD-u za jako onecis¢ene sedimente. 1zvor Cu u sedimentu Mreznice moglo bi biti nekadasnje
ispustanje otpadnih voda tekstilne industrije u rijeku, buduci da se Cu koristi kao komponenta
u tekstilnim bojama (napose plavim i zelenim) (Samecka-Cymerman i Kepmers 2007; Hurley
i sur. 2017). Cinkove soli su se u povijesti takoder koristile u proizvodnji tekstila, za bojanje i

omeksavanje tkanina (Hurley i sur. 2017).

Na postaji REF, pod utjecajem poljoprivrednih aktivnosti okolnog stanovnistva i ispiranja
poljoprivrednog tla, poviSene ukupne i/ili citosolske koncentracije utvrdene su za Mn, Mo i Tl
Pri tome su vece razlike zabiljezene za Mn 1 Tl (40% viSe koncentracije u jetrama Stuka na
postaji REF u odnosu na postaju DRT) nego za Mo, dok su za sva tri metala one bile manje
izrazene u odnosu na poviSenja uocCena na postaji DRT. Koncentracije Mn u partikularnoj
frakciji vode te u sedimentu rijeke MreZznice izmjerene su u viS§im koncentracijama na postaji
REF nego DRT, kao i koncentracija otopljenog Tl u vodi (Dragun i sur. 2022b), pa je prema
tome to moguc¢i uzrok povecane bioakumulacije tih metala na referentoj postaji. Kako je Mn
tipian sastavni element gnojiva, onec¢is¢enje rijeCnog sedimenta manganom, kao i njegovu
povisenu bioakumulaciju na postaji REF moguce je pripisati njegovoj primjeni u poljoprivredi

(Samecka-Cymerman i Kepmers 2007).

Naposljetku, zanimljivo je uociti da su upravo oni elementi koji se u jetrama Stuka pojavljuju
u povisenoj koncentraciji na jednoj ili drugoj postaji (DRT: Cu, Fe, Zn; REF: Mn), kao
vjerojatni pokazatelji povijesnog oneciséenja iz nekadasnje tvornice tekstila, odnosno utjecaja
poljoprivrede na okolis, isti elementi za koje je utvrdeno da su u jetrama Stuka iz rijeke
MreZnice prisutni u koncentracijama vis§im nego U Stukama iz drugih industrijski onecis¢enih

slatkovodnih sustava (Pikanovic i sur. 2016; Nikoli¢ i sur. 2021).

6.2. Zastupljenost elemenata u tragovima i makroelemenata u citosolskoj

frakciji jetre Stuke

Zastupljenost analiziranih elemenata u citosolskoj, odnosno topljivoj frakciji jetre izracunali

smo kao omjer izmjerenih citosolskih i ukupnih koncentracija elemenata u tragovima, odnosno
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makroelemenata, i izrazili u postotku (Dragun i sur. 2018). O afinitetu pojedinog elementa za
vezanje na odredene stani¢ne komponente ovisit ¢e hoée li njegova zastupljenost u topljivoj
stani¢noj frakciji biti vec¢a ili manja, $to utjeCe i na njegovu potencijalnu toksi¢nost. Metali i
metaloidi tako mogu biti vezani na biomolekule koje sudjeluju u metabolizmu stanice (razni
enzimi i proteini prisutni u stani¢nom citosolu), §to moze rezultirati toksi¢énim u¢incima; no
mogu se vezati i na one biomolekule koje sluze za pohranjivanje ili detoksikaciju, poput
metalotioneina, koje su takoder prisutne u citosolu; a mogu se i detoksicirati vezanjem na
granule koje ¢ine netopljivi dio stanice (Dragun i sur. 2018). Metali i metaloidi prisutni u
topljivoj stani¢noj frakciji mogu blokirati funkcionalne skupine biomolekula, istisnuti
esencijalne metale iz njihovih veznih mjesta ili izmijeniti aktivnu konformaciju biomolekula
(Mason i Jenkins 1995).

U stukama iz rijeke Mreznice, izraCunati omjeri pokazali Su da se u citosolskoj frakciji jetre
u velikom postotku (> 70%) zadrzavaju sljedeci esencijalni elementi: Cu, K, Na, Se i Zn; te
sljede¢i neesencijalni elementi: Ag, As, Bi, Cd, Cs 1 Rb. U slucaju esencijalnih elemenata, to
mozemo povezati s njihovom funkcijom u metabolickim procesima (Kamunde i MacPhail
2008; Monna i sur. 2011; Krasni¢i i sur. 2013), no u slu¢aju neesencijalnih elemenata mozemo
govoriti o potencijalu za razvoj toksi¢nih uc¢inaka (Dragun i sur. 2018). No, buduc¢i da citosol
sadrZi 1 proteine poput metalotioneina koji sudjeluju u detoksikaciji nekih metala (Ag, Bi, Cd,
Cu, Zn), sama visoka prisutnost tih metala u citosolu ne znaci da ¢e sigurno doci do toksi¢nog
ucinka (Bonneris i sur. 2005). U skladu s tim, ¢esta su izvjesc¢a o visokom udjelu Ag i Cd u
citosolu i njihovoj detoksikaciji vezanjem na metalotioneine (Langston i sur. 2002; Van
Campenhout i sur. 2008; Rosabal i sur. 2015). S druge strane, visoka zastupljenost As u citosolu
obi¢no ukazuje na njegovo vezanje na biomolekule osjetljive na metale te moze ukazivati na
potencijalnu toksi¢nost (Rosabal i sur. 2015). Udio od 50-70% zabiljeZzen je za Co, Mg i V,
dok je manje od 50% ukupne koli¢ine zastupljeno u citosolu za Ca, Fe, Mn, Mo 1 Tl. Od
navedenih elemenata samo je Tl neesencijalan te njegova veca prisutnost u netopljivoj frakciji
stanice upucuje na znacajan kapacitet stanice za njegovu detoksikaciju, dok u slucaju
esencijalnih elemenata mozemo govoriti o njihovom sudjelovanju u izgradnji stani¢nih
struktura, vezanju unutar organela te vezanju na proteine za pohranjivanje. Tako je, na primjer,
za Tl poznato da se u velikoj mjeri detoksicira vezanjem na granule (Lapointe i Couture 2009;
Lapointe i sur. 2009), dok se Fe veze na feritin koji se pohranjuje u lizosomima te se na taj

nacin skladisti kao rezerva organizma (Kurz i sur. 2008).
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Unato¢ mogucénosti da je dio metala i metaloida u citosolu detoksiciran, njihova visoka
zastupljenost u toj osjetljivoj stani¢noj frakciji ipak predstavlja potencijalnu opasnost za pojavu

toksi¢nosti, posebno u sluc¢aju neesencijalnih elemenata (Dragun i sur. 2018).

Usporedbom s poto¢nom pastrvom (S. trutta) iz rijeke Krke (Dragun i sur. 2018) i babuskom
(Carassius gibelio (Bloch, 1782)) iz rijeke llove (De Coninck i sur. 2018) vidimo da se ove tri
riblje vrste donekle razlikuju po nacinu koristenja metala i metaloida u metabolizmu, njihovom
pohranjivanju i detoksikaciji (Tablica 13). Tako jetra pastrve ima veéi udio Co, Fe, Mn, Mo,
Tl iV u citosolu u odnosu na jetru stuke, dok s druge strane jetra stuke ima veéi udio Ag, As,
Cu i Zn u citosolu u odnosu na jetru pastrve. Jetra babuske ima opcenito najvisu zastupljenost
metala/metaloida u topljivoj tkivnoj frakciji, Sto moze biti 1 znak njene potencijalno vece
osjetljivosti na izloZenost metalima (De Coninck i sur. 2018). Razlike izmedu vrsta u na¢inu
raspodjele metala/metaloida nastaju vjerojatno zbog njihovih razli¢itih fizioloskih
karakteristika (Skoric i sur. 2012). Za to¢nije utvrdivanje na koje citosolske komponente se

pojedini metali i metaloidi vezu potrebno je stoga provesti dodatna istrazivanja.

Tablica 13. Usporedba zastupljenosti elemenata u citosolskoj frakciji jetre u Stukama (Esox
lucius) uzorkovanima u rijeci Mreznici, poto¢nim pastrvama (Salmo trutta) uzorkovanima u
rijeci Krki (Dragun i sur. 2018) i babuskama (Carassius gibelio) uzorkovanima u rijeci llovi
(De Coninck i sur. 2018).

Stuka, MreZnica Poto¢na pastrva, Krka Babuska, Ilova
Ag, As, Bi, Cd, Cs, Cu, | Cd, Co, Cs, K, Na, Rb, | A% AS: Cd, Co, Cs, Cu,
>70% K Na. Rb Se. Zn Se Fe, K, Mg, Mn, Mo,
o ’ Na, Rb, Se, Zn
Ag, As, Mg, Cu, Fe,
- 0

50-70 % Co, Mg, V Mn. Mo, TI. Zn Ca
<50 % Ca, Fe, Mn, Mo, TI Ca -

Nadalje smo istrazili povezanost zastupljenosti metala/metaloida u citosolskoj frakciji i
ukupno akumulirane koli¢ine tih elemenata u jetrama Stuka izraCunavanjem korelacijskih
koeficijenata (r). Namjera nam je pri tome bila utvrditi na koji se nacin stani¢na raspodjela

metala i metaloida mijenja prilikom povecane izlozenosti metalima/metaloidima i njihove
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poveéane bioakumulacije u jetrama Stuka, buduéi da je u literaturi opisano da povecana
okoliSna izlozenost moze izazvati preraspodjelu metala i metaloida medu citosolskim

ligandima (Langston i sur. 2002).

Visoka pozitivna korelacija upuéivala je na povecanje zastupljenosti pojedinog elementa u
citosolskoj frakciji kod poviSene bioakumulacije, Sto znaci da ¢e se dodatno unesena koli¢ina
toga elementa u vec¢oj mjeri raspodjeljivati u citosol uz ve¢u moguénost izazivanja toksicnog
ucinka. Visoke i statisticki znacajne pozitivne korelacije (r > 0,500) dobivene su za Bi i Cu. U
skladu s tim, veca je zastupljenost oba metala u citosolu bila na onoj postaji na kojoj je bila
visa njihova ukupna bioakumulacija, odnosno na postaji DRT. Jednako su tako i Kamunde i
MacPhail (2008) opisali povecanu akumulaciju Cu u topljivoj stani¢noj frakciji u jetri
kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)) pri povisenoj izloZenosti,

vjerojatno zbog dominantnog vezanja na metalotioneine i glutation.

Visoka negativna korelacija upuéivala je na povecanje zastupljenosti pojedinog elementa u
netopljivom dijelu stanice, $to znaci da ¢e se dodatno unesena koli¢ina toga elementa u vecoj
mjeri vezati na granule te ostale netopljive stani¢éne komponente, smanjujuéi tako vjerojatnost
izazivanja toksi¢nog uc¢inka. Visoke i statisticki znacajne negativne korelacije (r < -0,500)
dobivene su za Cs, Mo i Mg. U skladu s tim, veca je zastupljenost ova tri metala u citosolu bila
na onoj postaji na kojoj je bila niza ukupna bioakumulacija, odnosno Cs na REF postaji, a Mo

i Mg na DRT postaji.

6.3. Utjecaj velicine kao fizioloSkog ¢imbenika

Na akumulaciju metala/metaloida u organizmu mogu utjecati razli¢iti procesi, koji mogu
biti na neki nacin povezani s veli¢inom (odnosno staro$¢u) ribe, poput brzine metabolizma,
ucestalosti i na¢ina ishrane te trajanja izloZenosti metalima/metaloidima iz okolisa. Tako, na
primjer, manje ribe obicno brze filtriraju vodu 1 imaju brzi metabolizam §to u nekim
slu¢ajevima dovodi i do povecane bioakumulacije pojedinih elemenata, odnosno javlja se
negativna korelacija izmedu koncentracija akumuliranih metala/metaloida i veliine ribe
(Wiener i Giesy 1979). S druge strane, vece ribe mogu biti duze izlozene metalima/metaloidima
u okoliSu te iz tog razloga postoji mogucénost izraZzenije bioakumulacije u njihovim organima

za neke elemente, odnosno javlja se pozitivna korelacija izmedu koncentracija akumuliranih

61



metala/metaloida i veli¢ine ribe (Yi i Zhang 2012; Liu i sur. 2015; Jia i sur. 2017; Balzani i sur.
2021). Za stuke je nadalje zanimljivo da se Starenjem pocinju hraniti organizmima visih
trofickih razina, $to takoder moze utjecati na bioakumulaciju raznih elemenata (Balzani i sur.
2022).

Rezultati nasega istrazivanja pokazali su da se znacajna pozitivna korelacija, odnosno veca
koncentracija u jetrama vecih Stuka, javlja za Bi, Cs i Fe. Ova pozitivna korelacija moze se
objasniti ve¢om duzinom izlaganja (Rakovcevi¢ i sur. 2018), posebno jer su u pitanju dva
neesencijalna metala za koje u organizmu ne postoji fizioloska regulacija te Fe koje ima
sklonost pohranjivanju i stvaranju rezervi. Pozitivna ovisnost koncentracije metala o veli¢ini
ribe ve¢ je i prije opisana za Fe, na primjer u skrgama klena (Dragun i sur. 2007) i smuda

(Stizostedion lucioperca) (Tekin-Ozan i Kir 2006) te za Bi u mi§i¢ima $tuka (Omréen 2022).

Znacajna negativna korelacija, odnosno vece koncentracije u manjih Stuka, zabiljezena je
za Ca. Ta negativna korelacija izmedu veli¢ine i akumulacije metala moze biti i rezultat
ubrzanog rasta tkiva u odnosu na brzinu unosa metala; manje ribe u tom sluéaju imaju veci

potencijal unosa nego veée (Authman 2008).

Budu¢i da su sva tri elementa, Bi, Cs i Fe, za koje je utvrdeno da su poviseni u ve¢im ribama,
bila prisutna u ve¢im koncentracijama na DRT postaji gdje su 1 ribe vece, proveli smo dodatnu
usporedbu izmedu postaja, kako bismo iskljucili moguénost da je uzrok razlika izmedu postaja
veli¢ina Stuka. Usporedili smo jedinke na postaji DRT i REF maksimalne mase do 325 g
(prema najvecoj jedinki s REF postaje) i dobili slican trend; citosolske koncentracije Bi, Cs i
Fe i dalje su bile povisene na postaji DRT. Dakle, iako su za Bi, Cs i Fe citosolske koncentracije
viSe u ve¢im ribama s DRT postaje, ipak povisene vrijednosti na toj postaji nisu iskljuc¢ivo

posljedica veli¢ine Stuka, ve¢ vjerojatno i okoliSne izloZenosti.

6.4. Usporedba citosolskih koncentracija u Stukama sa Zutim i zelenim

jetrama

Kako je ve¢ detaljno objasnjeno u uvodu, vjerojatan razlog pojave izrazito zelene jetre u
ribama je prehrana siromasna ribljim mesom, odnosno nedostatak aminokiseline taurina te
posljedi¢no nagomilavanje biliverdina u jetri (Takagi i sur. 2006). Za Stuke je zanimljivo da su

veée jedinke gotovo potpuno piscivorne, dok se male hrane pretezno beskraljeSnjacima
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(Sammons i sur. 1994), sto je u skladu s ¢injenicom da smo zelene jetre pronasli isklju¢ivo
medu vrlo malim ribama, dok su sve vecée jedinke imale Zzute jetre. Stoga nam je namjera bila
utvrditi postoje li razlike u bioakumulaciji metala s obzirom na boju jetre, odnosno s obzirom

na razlike u na¢inu prehrane Stuka.

Pokazalo se da su wunutar iste postaje, dakle pri istoj razini izlozenosti
metalima/metaloidima, Stuke sa zelenim jetrama imale vise koncentracije As, Mn i Na od $tuka
sa Zutim jetrama, te bi se prema tome povecani unos As, Mn i Na mogao povezati uz prehranu
siromasnu ribljim mesom. Nasuprot tome, Stuke sa zutim jetrama imale su vise koncentracije
Bi, Cs i Fe u odnosu na $tuke sa zelenim jetrama, te bi se povecani unos Bi, Cs i Fe mogao
povezati uz prehranu bogatiju ribljim mesom. Stoga su, na primjer, i razlike izmedu postaja za
Bi i Fe bile ocite kod $tuka sa zutim jetrama, dok je razina tih metala u $tukama sa zelenim
jetrama bila usporediva na dvjema postajama. Dodatna istraZivanja su potrebna kako bi se
potvrdio utjecaj nadina prehrane na bioakumulaciju ovih metala. No, zbog ovakvih razlika,
koje mogu biti posljedica razli¢itog nacina prehrane pojedinih jedinki, moguce je podcijeniti

razlike izmedu postaja ako se sve ribe proucavaju zajedno.

6.5. Povezanost spola i citosolskih koncentracija elemenata u

tragovima i makroelemenata

Na razlike u koncentracijama metala/metaloida u organima s obzirom na spol ribe utjece
viSe ¢imbenika, poput nacina 1 sastava prehrane te razlika u potrebama metabolizma s obzirom
na stadij reproduktivnog ciklusa (Rajkowska i Protasowicki 2013). Razlike izmedu spolova
mozemo ocekivati u jetri buduci da ona ima znacajnu ulogu u reproduktivnom ciklusu, to¢nije
u procesu vitelogeneze, odnosno stvaranja zumanjka (Dragun i sur. 2015). No, unato¢ tome, u
istrazivanju provedenom na jetri poto¢ne pastrve (S. trutta) pokazalo se da nema povezanosti
izmedu spola i koncentracija metala (Dragun i sur. 2018), dok su za istu vrstu drugi autori
uocili povezanost za neke metale, poput As i Cu (Foata i sur. 2009; Monna i sur. 2011). Nadalje,
Rajkowska i Protasowicki (2013) pokazali su da nema znacajnih razlika izmedu spolova u

koncentracijama Cu, Fe, Mn i Zn u jetrama Stuke i deverike (Abramis brama (Linnaeus, 1758)).

No, u nasem istrazivanju pokazalo se da statisticki znaCajne razlike u citosolskim

koncentracijama nekih elemenata izmedu spolova postoje, a to se odnosilo prvenstveno na 80%
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(na cijelom skupu podataka) ili 2,8 puta (na skupini malih riba) vise koncentracije Bi u jetrama
zenki te 15-20% (na cijelom skupu podataka) ili 20-50% (na skupini malih riba) vise
koncentracije Mo i Zn u jetrama muZjaka. Vise koncentracije Bi u Zenkama nego muzjacima
Stuke zabiljezene su i u miSi¢u Stuke iz rijeke Mreznice (Omréen 2022). Na temelju toga,
preliminarni rezultati ukazuju da su u slucaju povisene izlozenosti u okoliSu zenke osjetljivije
na mogucu toksi¢nost neesencijalnog metala bizmuta. Nadalje, dobiveni se rezultati odnose na
proljetno razdoblje vrlo niskih gonadosomatskih indeksa, dakle razdoblje neposredno nakon
mrijesta, te je znacajno utvrditi promjene i ovisnosti koje se dogadaju u razdoblju jesenske
pripreme za mrijest ili samoga razdoblja mrijesta krajem zime ili u rano proljece (ozujak,
travanj) (Pike Caster 2018).
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7. ZAKLJUCAK

Od 19 elemenata izmjerenih u jetrama Stuka iz rijeke MreZnice u prolje¢e 2021. na dvjema
razlicito onec¢is¢enim postajama, povisene ukupne/citosolske koncentracije Bi, Cs, Cu, Fe, Se
1 Zn utvrdene su na postaji ispred nekadasnje tvornice tekstila u Dugoj Resi (DRT), dok su
koncentracije Mn, Mo 1 T1 bile poviSene na uzvodnoj referentnoj postaji (REF) izlozZenoj
blagom poljoprivrednom onecis¢enju. Dobiveni rezultati o bioakumulaciji metala/metaloida u
skladu su s podatcima o onecis¢enju vode/sedimenta rijeke Mreznice. Koncentracije Cu, Fe i
Zn na DRT postaji te Mn na objema postajama u jetrama Stuka iz rijeke Mreznice bile su vise

nego u Stukama iz drugih industrijski oneci$¢enih slatkovodnih sustava.

Za Ag, As, Bi, Cd, Cs, Cu, K, Na, Rb, Se i Zn utvrdena je visoka zastupljenost (> 70%) u
topljivoj frakciji jetre, neSto manja (50-70%) za Co, Mg i V, dok je manje od 50% ukupne
koli¢ine Ca, Fe, Mn, Mo 1 Tl prisutno u citosolu. Za Bi i Cu utvrdeno je da im se zastupljenost
u citosolu dodatno povecava s pove¢anom bioakumulacijom, dok se zastupljenost Cs, Mo i Mg
u citosolu smanjuje s povec¢anjem bioakumulacije, odnosno povecava se njihovo vezanje
unutar netopljivog dijela stanice. lako je moguce da je dio metala/metaloida prisutnih u citosolu
detoksiciran (na primjer vezanjem na metalotioneine), njihova visoka zastupljenost u citosolu
ipak predstavlja izvjesnu opasnost za razvoj toksi¢nith ucinaka, posebno u slucaju

neesencijalnih i izrazito toksi¢nih elemenata.

Veli¢ina, spol i nacin ishrane (veca ili manja zastupljenost ribljeg mesa u hrani) mogu
utjecati na koncentracije nekih metala/metaloida akumuliranih u jetri Stuke. Na primjer, Bi, Cs
1 Fe bili su akumulirani u visSim koncentracijama u ve¢im ribama nego manjim, dok je za Ca
utvrdeno suprotno; Bi je bio visi u Zenkama nego muZjacima, za razliku od Mo 1 Zn; Stuke sa
zelenim jetrama (prehrana vjerojatno bogatija beskraljeSnjacima) imale su viSe koncentracije
As, Mn i Na od $tuka sa zutim jetrama (prehrana vjerojatno bogatija ribama), dok je suprotno

utvrdeno za Bi, Cs i Fe.

Budu¢i da su istrazivanja bioakumulacije metala/metaloida u jetrama Stuka vrlo rijetka,
podatci prikupljeni u ovom istrazivanju uvelike ¢e doprinijeti boljem poznavanju i
razumijevanju sudbine metala u organima ovog bioindikatorskog organizma, koji je i zbog

svoje jako izrazene teritorijalnosti prikladan za prac¢enje oneciS¢enja slatkovodnih sustava.
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