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BAM
BEM
BHT
BSA
CFU
CM
°dH
DDT
DTNB
DTT
EDTA
EM
FAU
HM

POPIS KRATICA

eng. Bioaccumulation Monitoring, bioakumulacijski monitoring
eng. Biological Effects Monitoring, bioloski monitoring
butilirani hidroksitoluen

eng. bovine serum albumin

eng. colony-forming unit

eng. Chemical Monitoring, kemijski monitoring

njem. Deutsche Hdrte, njemacki stupnjevi tvrdoc¢e vode
diklordifeniltrikloretan

5,5-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina

ditiotreitol

etilendiamintetraoctena kiselina

eng. Environmental Monitoring, monitoring ekosustava
eng. formazine atenuation units

eng. Health Monitoring, zdravstveni monitoring

HR ICP-MS eng. High Resolution Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry, maseni

GSH
KEC
KPK
KT
LEU
MDA
MPN
MS-222
MT
ORP
PMSF
ROS
TBA
TCA
TDS
TEP
uT

spektrometar visokog razlu€ivanja s induktivno spregnutom plazmom
reducirani glutation

koliformi: Klebsiella, Enterobacter i Citrobacter

kemijska potrosnja Kisika

karbonatna tvrdoc¢a vode

leupeptin

malondialdehid

eng. most probable number method, metoda najvjerojatnijeg broja
metan-sulfonat-metaamino-etilester benzojeva kiselina, anestetik
metalotionein

oksido-redukcijski potencijal

fenil-metilsulfonil-fluorid

eng. Reactive Oxygen Species, Kisikove reaktivne vrste
tiobarbituratna kiselina

trikloroctena kiselina

eng. total dissolved solids, ukupno otopljene soli
1,1,3,3,-tetraetoksi-propan

ukupna tvrdoca vode
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1. UVOD

1.1. Rijeéni ekosustavi

Voda je u cjelokupnoj povijesti civilizacije smatrana za dragocjeno, za ljude
nezamjenjivo dobro i zato je danas jedan od prioriteta ¢ovjecanstva ocuvanje kakvoce voda.
Slatkovodni ekosustavi ¢ine samo 0,01 % ukupne vode i oko 0,8 % povrSine Zemlje, ali taj
mali postotak nije zanemariv ve¢ je od velike vaznosti za biolosku raznolikost, ekonomske,
kulturne 1 estetske vrijednosti (Dudgeon i sur., 2006). Zbog svoje izoliranosti 1 ograni¢ene
koli¢ine slatkovodni ekosustavi svrstavaju se medu najraznolikije, ali ujedno i najosjetljivije

ekosustave na svijetu.

U novije vrijeme zbog industrijskog i tehnoloskog napretka dolazi do sve vecih
promjena prirodnih karakteristika slatkovodnih staniSta unoSenjem raznih oneciS¢ujucih
tvari (Pili¢ 1 sur., 2012). U prirodnim vodama one¢is¢enje potjece iz rasprSenih ili tockastih
izvora (komunalne, industrijske i poljoprivredne otpadne vode). Cesto se otpadne vode
direktno otpustaju u rijeke, koje su glavni izvori pitke vode te vazan izvor hrane (ribe) pa
posebnu paznju treba obratiti pracenju kakvoce voda rijeCnih ekosustava (Forstner 1

Wittmann, 1979).

1.2. Procjena kakvoce voda

Koli¢ina i kakvoca vode bitan su pokazatelj ljudskih utjecaja. Prema nacelu odrzivog
razvoja potrebno je aktivno provoditi zastitu i procjenu kakvoce voda kako bi se zadrzalo
njihovo dobro ekolosko stanje. Vode bi trebale zadrzati svojstvo samoprociS¢avanja, Sto je

moguce samo ukoliko ljudski utjecaj nije znacajan (Tusar, 2004).

U svrhu procjene kakvoce voda, donesena je Uredba o standardu kakvoce voda (NN
89/2010) u kojoj su definirani ¢imbenici za procjenu ekoloskog stanja voda. Voda se svrstava
u kategorije koriste¢i dopustene grani¢ne vrijednosti dviju skupina pokazatelja: a) ocjene
op¢e ekoloske funkcije voda: fizikalno-kemijski parametri vode (pH, alkalitet, elektri¢na
vodljivost), rezim kisika (otopljeni kisik, zasi¢enje kisikom, kemijska i bioloska potrosnja
kisika), hranjive soli (amonij, nitriti, nitrati, ukupni dusik, ukupni fosfor), mikrobioloski
(broj koliformnih bakterija, broj fekalnih koliforma, broj aerobnih bakterija) i bioloski
pokazatelji (fitoplankton, makrofiti, fitobentos); b) pokazatelja koji se ispituju temeljem

posebnih programa sadrzanih u planovima za zastitu voda i ciljanim programima
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ispitivanja kakvoc¢e voda: metali (arsen (As), bakar (Cu), cink (Zn), krom (Cr)), organski

spojevi (mineralna ulja, fenoli, lindan, DDT) i radioaktivnost.

Na osnovu navedenih pokazatelja kvaliteta vode se svrstava u 5 kategorija: |I.
kategorija oznac¢ava vode koje se mogu koristiti za pice jer su zadrzane u svom prirodnom
stanju, vode II. kategorije su malo onecis¢ene organskim i anorganskim hranjivim tvarima
te su smanjene prozirnosti (npr. vode stajacice), ali se mogu Koristiti za sport i rekreaciju.
Vode III. kategorije pokazuju znacajnije zagadenje organskim i anorganskim hranjivim
tvarima te se uglavnom podvrgavaju procis¢avanju kako bi se koristile u odredene namjene.
Vode V. kategorije su eutrofne vode koje primaju velike koncentracije organske i
anorganske hranjive tvari, s vrlo malom prozirno$¢u. Razgradnja organskih tvari Cesto
dovodi do hipoksije koja uzrokuje pomor biljnih i Zivotinjskih vrsta. Vode V. kategorije su
jako oneciS¢ene te u njima dominiraju razgradivaci pa je stoga koncentracija kisika

konstantno vrlo niska.

Medu onecis¢ujucim tvarima posebna pozornost se posvecuje metalima jer za razliku
od organske tvari nisu biorazgradivi te jednom uneseni u ekosustav u njemu i ostaju. Metali
mogu promijeniti kemijski oblik te postati manje toksi¢ni, ali se iz biogeokemijskog kruzenja
ne mogu ukloniti, Sto u konac¢nici moze dovesti i do pove¢ane akumulacije toksicnih metala

u vodenim organizmima (Sadiq, 1992).

1.3. Metali u rijeénim ekosustavima

Vrlo vazan parametar u procjeni stanja kakvoce prirodnih voda je sadrzaj tragova
metala (Branica, 1990; Tesseier i Turner, 1995). Budué¢i su prirodne koncentracije
prijelaznih metala u rijekama niske (< 1 mg L™), 3to odraZava i naziv ,,metaliu tragovima®,
svaki dodatni unos utjeCe na njihovu koncentraciju i time mijenja prirodnu ravnotezu u
vodenim ekosustavima (Riley i Chester, 1971). Metali su u vodenim okoli§ima uvijek
prirodno prisutni, a njihova prirodna koncentracija je regulirana procesima kao  sto
je razaranje stijena i tla pod utjecajem vanjskih sila te njihovo ispiranje oborinskim vodama
ili raznoSenje vjetrom. Prirodne koncentracije metala u velikoj mjeri ovise o mineralnom
sastavu tla na kojem se nalaze. Antropogeni unos metala najlakse je uociti u podrucjima kod
kojih je poznata njihova prirodna koncentracija. Zbog toga je za procjenu stanja rije¢nih

tokova vazno pratiti koncentracije metala od samog izvora (Omanovi¢ i Sur.,
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2005). Stetni utjecaj ¢ovjeka na okoli§ u znatnoj je mjeri pove¢an uslijed industrijalizacije i
uporabe metala u raznim granama suvremene proizvodnje Sto ima za posljedicu
svakodnevno izlaganje teSkim metalima te poremecaj biogeokemijskog ciklusa metala

(Scoullos i sur., 2005).

Koli¢ina i raspodjela metala u vodi odredena je njihovom fizikalno-kemijskom
reaktivnos¢u, odnosno stupnjem postignutih ravnoteza te antropogenim i biogeokemijskim
izvorima (Branica, 1999). Promjenom fizikalno-kemijskih uvjeta moguca je promjena
kemijskog oblika metala, a time i1 njihove toksi¢nosti. Toksi¢nost metala se smanjuje
reakcijama taloZenja 1 kompleksiranja (Sadiq, 1992). NajceS¢e otopljene oblike metala ¢ine
organski kompleksirani metali i anorganski oblici metala. Stvaranjem kompleksa metala i
organskih liganada smanjuje se bioloska raspolozivost metala, a zbog relativno velike
veli¢ine kompleksa, metalima je onemogucen prolaz kroz stanicnu membranu (Gaillardet 1
sur., 2004), dok su kompleksi s anorganskim ligandima ve¢inom vrlo labilni i brzo disociraju

u vodi te je takva frakcija metala uglavnom raspoloZiva zivim organizmima (Dragun, 2006).

1.4. Metali u vodenim organizmima

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

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

Metali za koje do sada nije otkrivena uloga u metabolickim procesima nazivamo
toksi¢nim ili neesencijalnim. Toksi¢ni metali se zbog svoje kemijske sli¢nosti s esencijalnim
metalima unose u organizam gdje mogu zamijeniti esencijalne metale vezanjem na

funkcionalne skupine ili ionskom zamjenom u  bioloski vaznim molekulama
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¢ime se mijenja aktivna konformacija molekula i dolazi do metabolickih poremecaja, Sto
posljedi¢no dovodi do toksi¢nih ucinaka, a ovisno o koncentraciji metala i do smrti
organizma. U skupinu toksi¢nih metala ubrajaju se aluminij (Al), arsen (As), kadmij (Cd),
olovo (Pb), srebro (Ag), stroncij (Sr), uran (U), zivu (Hg) (Wood i sur., 2012b).

Vodeni organizmi unose metale u tijelo preko cijele povrSine koze, putem
respiratornih organa te prehranom apsorbiranjem preko probavnog epitela, a najces¢i je unos
kombinacijom navedenih putova. U vodi su organizmima metali dostupni iskljuc¢ivo u
hidratiziranom obliku, odnosno u vodi su ioni metala okruZeni sa Sest molekula vode.
Promjene u kemijskom obliku metala utje¢u na njegovu biodostupnost. Tako je npr. Cu u
toksi¢nija u organskom obliku. Metali se osim u hidratiziranom obliku u vodi javljaju 1 u
partikularnom obliku adsorbirani na povr§inu jednostani¢nih organizama, koloida ili unutar

mikroorganizama (Raspor, 2004).

Opasnost za vodene organizme uglavnom predstavljaju metali koji u organizmu
imaju razlicite uloge, a soli su im dobro topive u vodi. Medutim, utjecaj metala na organizam
ovisi o brojnim abiotiCkim (temperatura, salinitet, pH, intenzitet svjetlosti, koli¢ina
otopljenih plinova) i1 biotickim (fiziologija 1 kondicijsko stanje organizma) ¢imbenicima.
Osjetljivost na metale veca je u juvenilnim stadijima, te osim o starosti, ovisi i o veli¢ini,

spolu, staniStu i prehrani organizma (Livingstone, 1993).

1.5. Biomonitoring

Monitoring je pojam koji obuhvaca motrenje utjecaja okoliSnih ¢imbenika u nekom
prostoru i vremenu, a ima za cilj prikupljanje podataka o prisutnosti i distribuciji
oneciS¢ujucih tvari, njihovih izvora i odredivanje njihovih koncentracija na mjernim
tockama 1 predstavlja sastavni dio sustava zastite prirode. S obzirom na primijenjene metode
pracenja stanja ekosustava, monitoring moze biti kemijski (CM, eng. Chemical Monitoring),
bioakumulacijski (BAM, eng. Bioaccumulation Monitoring), monitoring bioloskih u¢inaka
(BEM, eng. Biological Effects Monitoring), zdravstveni (HM, eng. Health Monitoring),
monitoring ekosustava (EM, eng. Environmental Monitoring) te bioloski monitoring ili

biomonitoring (BM, eng. Biological Monitorig) (van der Oost i sur., 2003).
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Biomonitoring je skup analiza kojima se detektiraju i kvantificiraju biokemijske
interakcije izmedu zagadivaca i1 bioloSkog odgovora zivog organizma, a koncentracije
zagadivaca koje su potrebne da bi potaknule ovaj odgovor trebaju biti nize od onih koje
dovode organizam u zivotnu opasnost ili izazivaju degradaciju ekosustava (Hamza-Chaffali
i sur., 2000). Najveci nedostatak u analizi prirodnih voda je manjak korelacije izmedu
koncentracije zagadivala i njihove bioloske dostupnosti (Phillips i Rainbow, 1993). Stoga se
za pracenje utjecaja onecis¢enja u vodenom okoliSu koriste akvati¢ki organizmi koji u sebi
akumuliraju zagadivala, a nazivaju se bioindikatorski organizmi. Uz navedeno, ovi
organizmi moraju biti brojni, lako dostupni za uzorkovanje tijekom cijele godine, Siroko
rasprostranjeni, predstavljati bitnu kariku u hranidbenom lancu, imati dovoljno dug zivotni
vijek, biti prikladne veliine za istrazivanja, biti dovoljno robusni da prezive transport,
omogucavati jednostavnu determinaciju te imati veliku ekonomsku vaznost (Raspor 1 sur.,
2005). Prvi programi biomonitoringa zapoceli su oko 1970. godine u SAD-u (Goldberg i
sur., 1978) koriste¢i dagnje kao bioindikatorske organizme (eng. Mussel Watch). Danas se
najces¢e koriste raci, $koljkasi i ribe kao prikladni bioindikatorski organizmi procjene

oneciS¢enja vodenih ekosustava.

Ribe predstavljaju vrijednu prehrambenu namirnicu bogatu kvalitetnim
bjelanCevinama, mineralima, vitaminima, esencijalnim nezasi¢enim masnim kiselinama
koje imaju pozitivne ucinke na zdravlje ljudi te stoga zauzimaju vazno mjesto u ljudskoj
prehrani. Ribe imaju sposobnost nakupljanja metala, a nalaze se i na vrhu hranidbenog lanca
vodenih ekosustava te su ¢esto koristeni bioindikatorski organizmi, koji uz procjenu kakvoce

vode omogucavaju i procjenu razine rizika za zdravlje ljudi (Srebocan i sur., 2014).

1.6. Biomarkeri

U svrhu §to ranijeg otkrivanja utjecaja oneciS¢enja na organizme, u procjeni
bioloskog ucinka se u biomonitoring studijama koriste biomarkeri. To je zajednicki naziv za
promjene stani¢nih struktura ili funkcija koje nastaju nakon izlaganja organizama toksi¢nim
tvarima iz okoliSa. Kada Stetne tvari dospiju do mjesta toksi¢nog djelovanja izazivaju
mjerljivi 1 specifi¢ni u¢inak, poput ostec¢enja te pobudne sinteze ili inhibicije bioloski vaznih
molekula, stoga imaju velik toksikoloSki znacaj (Erk i sur., 2002). Osim na stani¢noj,

biokemijski utjecaj zagadivala moze imati posljedice i na vi§im organizacijskim
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razinama, poput promjena na razini populacije ili ekosustava. Medutim, brzina pojave
promjena uzrokovanih unosom zagadivala u sustav varira s obzirom na razinu bioloske
organizacije. Poremecaji na razini populacije su manje specific¢ni i daju odgovor tek nakon
dugotrajne izlozenosti, kada je toksi¢nim ucinkom zahvacena ve¢ cijela populacija. Za
razliku od njih, promjene na razini stanice su brzo uocljive te se biomarkeri koriste kao rani

pokazatelji onec¢is¢enja (Filipovi¢ Mariji¢, 2004).

Postoje dvije skupine biomarkera, oni koji daju biokemijski odgovor na specifi¢na
zagadivala (indukcija niskomolekulskih citosolskih proteina metalotioneina ukazuje na
izloZenost metalima) te oni ¢iji molekularni 1 stanicni odgovori ukazuju na opceniti
subletalni stres (promjene u peroksidaciji lipida). Idealan biomarker u ekotoksikoloskim
istrazivanjima ne pokazuje sezonsku varijabilnost kao odgovor na dostupnost hrane i
reproduktivni status, nego varira samo zbog oneciS¢enja, ali u praksi je ovo rijedak slucaj
(Sheehan i Power, 1999). Glavna poteskoca pri koriStenju biomarkera u biomonitoringu je
njihova interferencija s okoliSnim ¢imbenicima i zagadenjem. Biomarkeri koji se koriste
moraju biti u mogucnosti razlikovati utjecaj okoliSnih Cimbenika od antropogenog
onecis¢enja (Hamer i sur., 2008). Zato je potrebno odrediti bazalne koncentracije biomarkera
u istrazivanom organizmu kako bi se stres uzrokovan onecis¢enjem mogao razlikovati od

prirodne varijabilnosti biomarkera te kako bi se ispravno interpretirali rezultati (Ivankovi¢ 1

sur., 2003).

1.6.1. Metalotioneini

Metalotioneini (MT) su niskomolekularni, termostabilni proteini koji su sveprisutni
kod prokariota 1 eukariota te su identificirani u mnogim tkivima beskraljesnjaka i
kraljesnjaka (Hamza-Chaffai i sur., 2000). Struktura im je ostala konzervirana tijekom
evolucije, a karakterizira je specifican aminokiselinski sastav s oko 30 % cisteina te
nedostatak aromatskih aminokiselina i histidina. Zahvaljujuci tiolnim skupinama (-SH) na
cisteinskim ostacima MT imaju visok afinitet za vezanje kationa poput Ag, Cd, Cu, Hgi Zn
(Marie i sur., 2006).

Primarna funkcija MT je odrzavanje homeostaze esencijalnih (Zn 1 Cu) i
detoksifikacija neesencijalnih metala (Cd, Hg 1 Ag) (Viarengo i Nott, 1993). Pove¢anjem
koncentracije metala u tkivima dolazi do njihovog vezanja na MT S§to potice indukciju MT

(Amiard i sur., 2006) te se upravo ovaj biokemijski odgovor koristi kao  specifi¢ni

6
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biomarker izlozenosti metalima (Lecoeur i sur., 2004). Po molekuli MT postoji sedam
veznih mjesta u proteinu za dvovalentne metale (Zn**, Cd**) koji su tetraedarski koordinirani
unutar dvije izolirane metalotioneinske domene: karboksi-terminalna o- domena sa
stehiometrijom M4S11 (cluster s 4 atoma metala) te amino-terminalna - domena sa
stehiometrijom M3S9 (cluster s 3 atoma metala) (Slika 1). Ukoliko su ioni metala
jednovalentni, poput Cu® i Ag®, struktura moze biti digonalna ili trigonalna, a ¢ine je i dalje

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

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

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

Mariji¢ i Raspor, 2012, 2014).

1.6.2. Malondialdehid

Lipidna peroksidacija je jedan od najistrazivanijih procesa ozljede tkiva nastalih zbog
slobodnih radikala. Predstavlja slozeni niz lanc¢anih reakcija (Slika 2), koji ukljucuje
oksidaciju viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (Valavanidis i sur., 2006). Stanice
kontinuirano proizvode slobodne radikale i reaktivne Kisikove spojeve u okviru svojih
metaboli¢kih procesa. Slobodni radikali se definiraju kao bilo koji atom, molekula ili ion s
nesparenim elektronom (Halliwell 1 Gutteridge, 1984). Bioloski su najznacajnije kisikove

reaktivne vrste (ROS, eng. Reactive Oxygen Species), sto je zajednicki naziv za radikale
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kisika kao i njegove reaktivne neradikalne derivate: superoksidni anion (O2¢-), perhidroksilni
radikal (HOO-), hidroksilni radikal (OHe), vodikov peroksid (H202), hipokloritna kiselina (HCIO) i
drugi. Lipidnu prekosidaciju naj¢esée uzrokuju hidroksilni radikali (OHe), posebno u metalom
kataliziranim reakcijama (Valavanidis i sur., 2006).

Metaloproteinski kompleks

Antioksidansi
(a—tokoferol, g-karoten, ureati, ...)

Y
-ve -ve

loni prijelaznih metala Oksidansi
(Fe*, Cu*, ...) € (slobodni radikali)

Oksidativni stres
ve 1 ‘

Izvanstanicno okruzenje

MR gy
\\\\\\\\\\“\w\‘\““‘““ " Untarstanicn """"""m#ﬂ”‘”mm
AR enzimi-antioksidansi
W

44,

\\\ A \ ) I), s,

AR ()7
\\\\g‘\\\\\\\ Lipidna peroksidacija —— —— Cross-linking i oStecenje "’”I/Z’

A

7
7
o Neostecena stanica P ’,’,',;”’

‘ \ ’,’i
o ZM VRPN S
Izravni popravak WY N0 & Neizravni popravak

fredukciia Ostecenja DNA (zamjena oksidiranih molekula)
oksidiranih molekula) Mutacije

Y
/574/' '

Unutarstani¢no okruzenje

Oksidativno
ostecena Nekroza 4
Apoptoza stanica ©2004

Slika 2 Mehanizmi oksidativnog stresa-inducirana stani¢na ostecenja (preuzeto iz: Agarwal i
sur., 2005)

Membrane izloZene peroksidaciji gube permeabilnost i integritet, a produkti lipidne
peroksidacije predstavljaju stalnu prijetnju aerobnim stanicama. Stanice sadrze
antioksidanse, poput vitamina E, za prevenciju pocetka peroksidacije te razne mehanizme za
odrzavanje integriteta stanicne membrane i homeostaze (Dix i Aikens, 1993). Direktna
analiza endogenih produkata lipidne peroksidacije je komplicirana te se stoga u vecini
metoda mjeri razina sekundarnih produkata oksidacije (aldehida i ketona) (Valavanidis i sur.,
2006). Najpoznatiji nain procjene oStecenja lipida je stvaranje sekundarnog produkta

lipidne peroksidacije - malondialdehida (MDA).

U zadnjih nekoliko godina mnoga ekotoksikoloska istraZivanja proucavala su
oksidativni stres kod riba izloZenih metalima (Cd, Hg, Cu) i organskim zagadivalima

(poliklorirani bifenili — aroklor) (Valavanidis i sur., 2006). IzloZenost ovim tvarima
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uzrokovala je izrazenu lipidnu peroksidaciju i rezultirala pove¢anom razinom MDA u jetri

I ovarijima te utjecala na rast riba.

1.6.3. Ukupni citosolski proteini

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

metaboli¢ki procesi, prijenos signala i transport metabolita (Sverko, 1997).

Proteini su esencijalne makromolekule koje sluZe kao konstruktivne sastavnice
stanica i tkiva, prenose i pohranjuju male molekule, prenose informacije izmedu stanica te
osiguravaju obranu od infekcija. Klju¢na uloga proteina je da djeluju kao enzimi koji
kataliziraju gotovo sve kemijske reakcije u bioloSkim sustavima. Na taj nacin proteini
upravljaju gotovo svim aktivnostima stanice, Sto omogucava njihova specifi¢na struktura.
Oni su polimeri sastavljeni od dvadeset razliCitih aminokiselina koje su medusobno
povezane peptidnim vezama i poprimaju svojstvenu trodimenzionalnu konformaciju koja je
bitna za njihovu funkciju (Cooper i Hausman, 2004). Smanjena ili pojacana sinteza proteina
reflektira stanje ravnoteze u organizmu te ukazuje na poremecenu sintezu 1 ulogu proteina u

organizmu pod utjecajem vanjskih stresora.

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

proteina (Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor, 2010).



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Osnovni cilj ovog istrazivanja je odrediti kakvo¢u vode rijeke Krke primjenom
kemijskih i mikrobioloskih analiza te biomarkera na dijelu vodotoka koji je pod
antropogenim utjecajem grada Knina i predstavlja potencijalnu opasnost za Nacionalni park
Krka.

Rijeka Krka sa svojih sedam sedrenih slapista predstavlja prirodni i krski fenomen
ne samo u Republici Hrvatskoj, ve¢ iu cijelom svijetu te je dio njezinog toka 1985. godine.
proglasen nacionalnim parkom (URL 1). Nazalost, ugrozena je zbog nekontroliranog
antropogenog utjecaja te je neophodno provoditi sustavno pracenje stanja vode (monitoring)
1 procjenu utjecaja onecis¢enja. U Krku se ulijevaju komunalne otpadne vode stanovniStva 1
tehnoloske otpadne vode gospodarstva s podruéja gradova Knina, Drnisa (rijeka Cikola),
Skradina te podrugja Sibenika koji ugrozava Krku vodama iz Sibenskog zaljeva, jer dio
oneciS¢ene vodene mase strujama uzvodno u srednjim slojevima dospiju do Skradinskog
buka. Kakvoca vode rijeke Krke nizvodno od Knina je 2006. godine bila cak
V. kategorije (vrlo loge ekologko stanje) (Program zastite okoli$a Sibensko-kninske Zupanije,
2011), a predstavlja podrucje smjesteno samo 2 km uzvodno od pocetka Nacionalnog parka

Krka.

Prema Izvje$éu o stanju okolisa Sibensko-kninske Zupanije (2010) trenutno se
otpadne vode grada Knina izravno, bez proc¢iS¢avanja, ispustaju na tri lokacije: u potok
Marcinkovac, rijeku Orasnicu i Krku kod Atlagi¢a mosta, kao i industrijske otpadne vode
(bolnica Knin, Dizel-depo, tvornica vijaka DIV d.0.0.) koje nisu priklju¢ene na sustav javne
odvodnje te se ispustaju izravno u recipijente. TehnoloSke otpadne vode tvornica vijaka DIV
d.o.o. stvorile su tijekom godina gomilanja mo¢varno podrucje povrSine preko
3,5 km?, koje je iznimno neugodnog mirisa i izgleda te je izvoriste zaraze stanovnicima
Knina i u posljednje vrijeme predstavlja opasnost koja ugrozava Nacionalni park Krka. Zbog

navedenog ovo je podrucje prozvano ,kninska crna jama“.

Postoje svega Cetiri uredaja za prociSéavanje otpadnih voda (Skradin, Sibenik,
Rogoznica 1 Golubi¢) u podrucju sliva rijeke Krke, dok u ve¢ini drugih op¢ina ne postoje
nikakvi sustavi javne odvodnje te se otpadne vode ispustaju direktno u prijemnike ili
posredno iz crnih jama putem procjedivanja (Program zastite okolisa Sibensko-kninske
zupanije, 2011). Grad Knin je u fazi ishodenja gradevinske dozvole za proSirenje javnog
sustava odvodnje 1 izgradnju uredaja za prociS¢avanje otpadnih voda koji bi rijesio pitanje

ispustanja otpadnih voda u rijeku Krku.
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Zbog svega navedenog, a u svrhu oCuvanja ovog prirodnog krskog fenomena, cilj
rada je procijeniti izloZenosti vodenog ekosustava esencijalnim i toksi¢nim metalima, uz
pracenje niza fizikalno-kemijskih i mikrobioloskih ¢imbenika kakvoce vode na dijelu
vodotoka rijeke Krke koji je pod neposrednim utjecajem tehnoloskih i komunalnih otpadnih
voda, a smjeSten je samo 500 m od centra grada Knina i 2 km uzvodno od pocetka
Nacionalnog parka Krka. U svrhu procjene antropogenih utjecaja na biotu, odredeni su
bioloski i ekotoksikoloski pokazatelji u poto¢noj pastrvi (Salmo trutta Linnaeus, 1758), kao

tipi¢nom predstavniku ihtiofaune rijeke Krke.

Specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

- odrediti ekolosko stanje vode rijeke Krke u dijelu vodotoka uz toCkaste izvore zagadenja
grada Knina pracenjem fizikalno-kemijskih ¢imbenika;

- procijeniti optereCenje tog dijela vodotoka rijeke Krke metalima odredivanjem
koncentracija ukupno otopljenih metala u vodi;

- procijeniti mikrobioloSku kakvocéu vode rijeke Krke;

- odrediti potencijalni antropogeni utjecaj na organizme koji zive u vodi, mjerenjem
koncentracija metala u citosolskoj frakciji jetre pastrva, Sto predstavlja novi pristup
procjene izloZenosti metalima jer omogucava mjerenje metala u dijelu stanice u kome su
bioloski raspolozivi oblici metala te ukazuju na potencijalnu opasnost za organizme;

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

- pravovremeno ukazati na promjenu kakvoce vode ovog dijela vodotoka rijeke Krke te

procijeniti potencijalnu opasnost za Nacionalni park Krka.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Podrudje istrazivanja — rijeka Krka

Rijeka Krka se nalazi u Dalmaciji na podru¢ju Sibensko-kninske Zupanije. Tok joj
se proteze po Ravnim kotarima, a nadvisuju ga planinski masivi koji uvelike utjecu na klimu
tog podrucja. Izvor Krke smjesten je nedaleko od grada Knina, u podnozju krske planine
Dinare podno Topoljskog buka, zvanog i Veliki buk ili Kr¢i¢ (Bonacci i Perica, 1990) (Slika
3).

Slika 3 Fotografije dijela vodotoka rijeke Krke: a) Topoljski buk i izvor rijeke Krke; b)
dio toka uz grad Knin (snimila Vlatka Filipovi¢ Mariji¢)

Krka je tipi¢na krska rijeka ¢iji izvor odmah pri izlasku vode iz podzemlja formira
snazan tok. Ukupna duljina rijeke iznosi 72,5 km od ¢ega slatkovodni dio ¢ini 49 km, a
bocati 23,5 km s ukupnim padom od 242 m (URL 1). Tok rijeke Krke na¢inio je mnoge
duboke kanjone, a ono $to je Cini izuzetnom je veliki broj jezera i slapova koji su nastali
talozenjem sedre, vapnenaCkih stijena koje najve¢im dijelom nastaju inkrustacijom
zajednice mahovina (Bryophyta) i karakterizirane su lakim i brzim troSenjem zbog svoje
male tvrdoc¢e (PolSak i sur., 1990). Sedrene barijere grade niz manjih 1 7 ve¢ih slapova koji
predstavljaju kriki fenomen: Bilusi¢a buk, Coriéa buk (Brljan), Manojlova&ki slap, Rosnjak,
Miljackin slap, Roski slap i1 Skradinski buk te je zbog svoje ljepote, prirodne i kulturne
bastine ovo podrucje 1985. godine proglaSeno nacionalnim parkom. Rijeka se nalazi na
samom prijelazu vazdazelene mediteranske i listopadne vegetacije $to rezultira velikim
brojem razli€itih prirodnih stanista, a time i velikom bioraznoliko$¢u s brojnim endemi¢nim

1 ugroZenim vrstama zivotinjskog i biljnog svijeta.

Slivno podrugje rijeke Krke je relativno rijetko naseljeno, ali antropogeni utjecaj se
moze zamijetiti u podruc¢ju oko grada Knina. U rijeku Krku se direktno ispustaju komunalne

gradske otpadne vode bez prethodnog procis¢avanja (Slika 4a), a na us¢u rijeke
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3. MATERIJALI I METODE

Orasnice u Krku smjestena je tvornica vijaka DIV d.o.0., koja svoje tehnoloske otpadne vode

ispuita na podrugje veli¢ine preko 3,5 km? poznatom pod nazivom "kninska crna jama",
prozvanom tako zbog izgleda otpadnih voda (Slika 4b).

a)
Slika 4 Fotografije tockastih izvora zagadenja na dijelu vodotoka rijeke Krke uz grad Knin:
a) komunalne otpadne vode; b) tehnoloske otpadne vode tvornice vijaka DIV d.o.0.,

tzv. "kninska crna jama" (snimila Vlatka Filipovi¢ Mariji¢)

S obzirom da nije provedena sveobuhvatna procjena kakvoce ovog dijela toka rijeke
Krke, prepoznata je iznimna vaznost ovog istrazivanja, kako za lokalnu zajednicu tako i za
cijelu Republiku Hrvatsku te je na NatjeCaju za dodjelu sredstava Zaklade Adris 2014.
godine odobreno financiranje projekta ,,Procjena kakvoce vodotoka rijeke Krke i
potencijalne opasnosti za Nacionalni park Krka primjenom novih bioindikatora i
biomarkera®, voditeljice dr. sc. Vlatke Filipovic Mariji¢. Sva prikazana istrazivanja
provedena su u okviru navedenog projekta koji financira Zaklada Adris tijekom 2015./2016.

godine.

3.2. Uzorkovanje

Uzorkovanje je provedeno tijekom 2015. godine u proljetnom periodu (21. do 24.
travnja) na Cetiri postaje na rijeci Krki. Postaje su izabrane kako bi omogucile procjenu
utjecaja tockastih izvora onecis¢enja na rijeku Krku u dijelu vodotoka kod grada Knina,
smjesStenog samo 2 km uzvodno od pocetka Nacionalnog parka Krka. Uz grad Knin su
izabrane tri lokacije uzorkovanja, a cetvrta je izvor rijeke Krke, koja kao podrucje bez

utjecaja onecis¢enja sluzi kao kontrolna postaja (Slika 5).
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Dio rijeke Krke
nizvodno od utjecaja

oneciSéenja i
neposredno prije
pocetka NP Krka

Dio rijeke Krke gdje
se ulijevaju
komunalne otpadne
vode grada Knina

Orasnica - pritoka Krke gdje je mogu¢
utjecaj tehnoloskih otpadnih voda
tvornice vijaka DIV d.o.0.

Slika 5 Lokacije uzorkovanja na rijeci Krki: izvor rijeke Krke kao kontrolna postaja bez

utjecaja oneciScenja te tri postaje uz grad Knin koje su pod utjecajem oneciScenja

Otpadne vode tvornice vijaka DIV d.0.0 se podzemnim putem, a do nedavno dok je
nasip bio nizi i direktno mogu pri visokom vodostaju ulijevati u rijeku OraSnicu, pritoku
rijeke Krke, u kojoj je provedeno uzorkovanje vode i riba (Slika 6a). Uzorkovanje je
nastavljeno nizvodno kod dijela toka pod neposrednim utjecajem komunalnih otpadnih voda
grada Knina, koje se direktno bez prethodnog procis¢avanja ulijevaju u rijeku Krku (Slika
6b). Radi procjene utjecaja onecis¢enja nizvodno od unosa otpadnih voda, uzorkovanje je
provedeno i nizvodno od grada Knina, tj. neposredno prije us¢a rijeke Butiznice (Slika 6¢).

Navedene postaje su izabrane kao mjesta utjecaja tockastih izvora oneciS¢enja na rijeku
Krku (Slika 5).

Slika 6 Fotografije postaja na kojima je provedeno uzorkovanje vode i riba: a) u rijeci
Orasnici, pritoci rijeke Krke u koju se mogu povremeno ulijevati tehnoloske
otpadne vode tvornice vijaka DIV d.o.0; b) u rijeci Krki u podrucju izlijevanja
neprociS¢enih komunalnih otpadnih voda grada Knina; ¢) u rijeci Krki nizvodno od
tockastih izvora oneciS¢enja, prije usca rijeke Butiznice (snimila Vlatka Filipovié¢

Marijic)
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Kao referentna postaja, odnosno podrucje bez utjecaja onec¢isenja, izabran je izvor
rijeke Krke koji je smjeSten u podnozju planine Dinare, 3,5 km sjeveroisto¢no od Knina,

podno 22 m visokog Topoljskog slapa (Slika 7).

Slika 7 Fotografije postaje na izvoru rijeke Krke gdje je provedeno uzorkovanje: a) vode na
izvoru rijeke Krke; b) vode i riba nizvodnije od izvora rijeke Krke (snimila Vlatka

Filipovi¢ Mariji€)

Na navedenim postajama odredeni su pojedini fizikalno-kemijski ¢imbenici in situ
te uzeti uzorci vode u triplikatu za naknadne fizikalno-kemijske i mikrobioloske analize te
odredivanje koncentracija ukupno otopljenih metala u vodi. Sve navedene analize provedene
su 1 u uzorku rijeCne vode u trenutku izlijevanja otpadnih komunalnih voda. Kao
indikatorska vrsta za procjenu moguceg utjecaja onecis¢enja na biotu izabrana je poto¢na

pastrva (Salmo trutta), tipi¢an predstavnik ihtiofaune rijeke Krke.

3.3. Indikatorski organizam - poto¢na pastrva

Potoc¢na pastrva (Salmo trutta) slatkovodna je riba koja pripada porodici pastrva
(Salmonidae) (Slika 8). Rasprostranjena je diljem Europe te se moze pronac¢i u hladnim
vodama sjeverno od Spanjolske. Svojim lateralno spljostenim tijelom i vretenastim oblikom
prilagodena je za zivot u brzim vodotocima bogatim kisikom. Tijelo odrasle jedinke moZze
doseci duzinu od 15 do maksimalno 70 cm te masu od 100 g do 6 kg, ovisno o starosti
jedinke 1 resursima u okoliSu. Vrsta je karakterizirana crnim i crvenim tockama s bijelim
obrubom na lateralnim stranama i po ledima, dok boja same koZe varira ovisno o stanistu u
kojem se nalazi. PovrSina tijela poto¢ne pastrve prekrivena je dobro razvijenim cikloidnim

ljuskama uz pomo¢ kojih se moze odrediti starost pojedine ribe (Maitland i Linsell, 2009).
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Slika 8 Potoc¢na pastrva (Salmo trutta) iz rijeke Krke (snimila Vlatka Filipovi¢ Marijic)

Zbog svoje mobilnosti, ribe nisu uzorkovane na ve¢em broju postaja kao uzorci vode,
ve¢ malo nizvodnije od izvora rijeke Krke 1 na dijelu toka uz tockaste izvore zagadenja kod
grada Knina. Ulov riba odobrila je Uprava ribarstva Ministarstva poljoprivrede (525-
13/0545-15-2), a proveden je primjenom elektro-agregata prema normi HRN EN 14011
(2005) (Slika 9), nakon c¢ega su jedinke u visokim plasticnim posudama s aeriranom
rijeénom vodom dopremljene do laboratorija u Kninu. Usmr¢ivanje 1 izolaciju tkiva riba su
proveli ¢lanovi Laboratorija za bioloske u¢inke metala koji je registriran pri Upravi za
veterinarstvo 1 sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede za usmréivanje riba te rad na
izoliranim organima, tkivima i trupovima zivotinja koje su usmréene u tu svrhu (HR-POK-

025). Ribe su usmréene primjenom anestetika MS-222 (Sigma, SAD).

Slika 9 Elektro-agregat za omarﬁij ivanje riba EL63I11-GI (Hans Grassl GmbH, Njemacka)
snage 5,0 kW (snimila Vlatka Filipovi¢ Mariji¢)

3.4. Odredivanje biometrijskih parametara riba

Jedinkama su odredeni osnovni biometrijski pokazatelji:
- ukupna duzina — od pocetka glave do kraja repne peraje (cm)
- ukupna masa (g)

- masa jetre i gonada (g)
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- Fultonov kondicijski indeks (g cm™) x 100: (ukupna masa (g)/ukupna duzina (cm®)) x
100
- Hepatosomatski indeks (%): (masa jetre (g)/ukupna masa (g)) x 100

- Gonadosomatski indeks (%): (masa gonada (g)/ukupna masa (g)) x 100
- spol — odreden je vizualno, a po potrebi pregledom nativnih preparata gonada

svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem 100X

Odvojeno tkivo jetre je u terenskom laboratoriju pohranjeno u tekuci dusik na -195,8 °C te
je tako prevezeno do Instituta Ruder Boskovi¢ gdje je pohranjeno u zamrzivac na -80 °C do

daljnje obrade tkiva.

3.5. Mjerenje fizikalno-kemijskih ¢imbenika kakvoce vode

Tijekom rada na terenu na odabranim postajama neposredno (in situ) su sondom
SevenGo (Mettler Toledo) izmjereni sljedeci fizikalno-kemijski ¢imbenici: temperatura,
vodljivost, ukupno otopljene soli, pH, oksidacijsko-redukcijski potencijal te koli¢ina
otopljenog kisika i zasi¢enje kisikom. Za ostale analize su istovremeno uzeti uzorci vode od
0,5 L, pohranjeni na tamno mjesto te drzani na temperaturi od 5 °C do obrade u laboratoriju,
gdje su jos odredene koncentracije iona hranjivih soli (nitrita, nitrata, orto- fosfata, amonij,
ukupni dusik i fosfor), koli¢ina otopljenog slobodnog ugljicnog dioksida (CO32), kemijska
potroSnja kisika (KPK), m-alkalitet te karbonatna i ukupna tvrdo¢a vode. Metode za
odredivanje pojedinih ¢imbenika opisane su u Standard Methods for the Examination of

Water & Wastewater (2012).

Koli¢ina otopljenog slobodnog CO: je odredena standardnom titracijskom metodom
s otopinom Na.,COz uz dodatak fenolftaleina, a KPK prema standardnoj metodi HRN EN
ISO 8467:2001. Ukupni dusik je odreden oksidativnom digestijom s peroksodisulfatom (EN
ISO 11905-1:1997), ukupni fosfor s amonijevim molibdatom, a koli¢ina amonijaka
kolorimetrijski. UV/VIS spektrofotometrom (HACH DR 6000, SAD) su odredeni
ortofosfati metodom s askorbinskom kiselinom, koli¢ina nitrita metodom diazotiranja te
koli¢ina nitrata metodom redukcije kadmijem. Titracijom uzorka vode s H.SOs uz
metiloranz kao indikator odreden je alkalitet te se naziva m-alkalitet (metiloranz- alkalitet).

Titrimetrijski je odredena tvrdoca vode, karbonatna s HCI, a ukupna tvrdo¢a vode s EDTA.
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3.6. Mjerenje mikrobioloskih ¢imbenika kakvocée vode

Uzorci vode za mikrobioloSku pretragu su uzeti u sterilne polietilenske boce od 1 L
I pohranjeni u terenske hladnjake do laboratorijske obrade. Fekalne indikatorske bakterije,
ukupni koliformi i Escherichia coli, odredene su primjenom Colilert® testova i Quanti/Tray
2000 prema uputama proizvodaca (IDEXX Laboratories, SAD). Uzorci su inkubirani kroz
24 h na 35 °C, a rezultati izrazeni kao najvjerojatniji broj (MPN) u 100 mL uzorka.
Najvjerojatniji broj enterokoka je koristen upotrebom Enterolert® test i Quanti/Tray 2000
prema uputama proizvodaca (IDEXX Laboratories, SAD). Najvjerojatniji broj fekalnih
bakterija 1 enterokoka odreden je na temelju pozitivnih jaZica
pod UV svjetlom koje su ocitane upotrebom IDEXX MPN Generatora 3,2 (IDEXX
Laboratories, SAD) kao najvjerojatniji broj bakterija u 100 mL vode (MPN 100 mL™). Za
odredivanje ukupnog broja bakterija (CFU) uzorci vode su razrijedeni sa sterilnom
Ringerovom otopinom pH 6,0 (Pliva) i inokulirani metodom razlijevanja po podlozi na
Yeast extract agaru (EN ISO 6222:1999). Nakon inkubacije od 24 hna 35 °C 1 do 5 dana
na 22 °C prebrojane su izrasle bakterijske kolonije te su rezultati izraZzeni za 1 mL vode

(CFU mL™).

3.7. Odredivanje koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi

Uzorci rijeCne vode uzeti su u triplikatu na navedenim postajama. Prilikom
rukovanja koriStene su gumene rukavice bez pudera, a voda je stavljena u plasticne
polietilenske boce (25 mL), prethodno isprane duSi¢nom kiselinom (v/v 10 %, p.a., Kemika,
Hrvatska) te Mili-Q vodom. Uzorci su profiltrirani odmah na terenu, koriste¢i filtere s
porama veli¢ine 0,45 pm (Sartorius, Njemacka), zakiseljeni s dusi¢nom kiselinom (v/v 1 %;

Suprapur, Merck, Njemacka), a zatim pohranjeni na 4 °C do daljnje laboratorijske obrade.

Metodom masene spektrometrije visokog razlu¢ivanja s induktivnho spregnutom
plazmom (HR ICP-MS, Element 2, Thermo Finnigan, Bremen, Njemacka) (Slika 10)
provedeno je mjerenje ukupne koncentracije 21 mikro- i 3 makro-elementa u vodi. HR ICP-
MS je tehnika u kojoj se induktivno spregnuta plazma Koristi kao ionizacijski izvor, a
detekcija se vr§i masenom spektrofotometrijom. Koncentracija mikroelemenata izmjerena
je direktno iz uzetih uzoraka, dok je koncentracije makroelemenata u rije¢noj vodi mjerena

nakon razrjedenja uzoraka deset puta. Mjerenje berilija (°Be), litija ("Li), rubidija (*>Rb),
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%Mo, **Cd, antimona (*2'Sh), talija (**TI), *®Pb i urana (***U) je provedeno koristenjem
niske rezolucije, 2*Na, Mg, #’Al, titana (*'Ti), vanadija (°*V), *>Mn, *°Fe, **Co, ®Ni, ®3Cu,

%67n,"Se, 8°Sr, barija (***Ba) srednje, a *°K i "°As visoke rezolucije.

Eksterna kalibracija je provedena pripremom odgovarajucih standardnih otopina u
5 % HNOs3 (Suprapur, Merck, Njemacka) iz multiclementnih standardnih otopina za metale
u tragovima (100 mg L™, Analitika, Republika Ceska) i za makroelemente (Mg 0,4 g L™
Nal0g Lt K20 g L'l; Fluka, Njemacka). U svaki uzorak, kalibracijski standard i
slijepu probu, prije mjerenja metala potrebno je dodati interni standard indij (In,1 pg L™,
Fluka, Njemacka) i HNOs3 (Suprapur, Merck, Njemacka) ¢ija je konacna koncentracija u
uzorcima iznosila v/v 2 %. Slijepa proba sluzi samo za detekciju eventualnih pogresaka u

analizi 1 ona sadrzi samo interni standard In 1 kiselinu.

Slika 10 Maseni spektrometar visokog razlu¢ivanja s induktivno spregnutom plazmom

(HR ICP-MS) (snimila Vlatka Filipovi¢ Mariji¢)

Uz uzorke se redovito tokom mjerenja odreduju koncentracije metala u certificiranim
materijalima prirodnih voda poznate koncentracije $to osigurava to¢nost mjerenja te su
makroelementi mjereni u 10 puta razrijedenom certificiranom uzorku QC Minerals (Catalog
number 8052, UNEP GEMS, Burlington, Canada), a mikroelemenati u certificiranom
referentnom uzorku rije¢ne vode SLRS-4 —river water from Ottawa River (Ontario, Canada,

National Research Council Canada).
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3.8. Obrada tkiva jetre u svrhu odredivanja koncentracija citosolskih metala i

stani¢nih biomarkera

Homogenizacija je postupak kojim se istiskuje stani¢na tekucina iz tkiva. Provedena
je uz pomo¢ homogenizatora s teflonskim batiCem pri¢vr§éenim na rotirajuu osovinu
(Potter-Everhjem GLAS-COL, SAD) pri 6000 okretaja u minuti. Uzorci, kao i sav potrebni
pribor i kemikalije, drze se na ledu tokom cijelog postupka. Uzorci jetre su homogenizirani
u TrisHCI/Base puferu, pH = 8,5 (4 °C) (Sigma, SAD) koji je prireden kao 100 mM za
mjerenje MDA i citosolskih metala, odnosno 20 mM za MT i citosolske proteine. U pufer
su dodani inhibitori proteoliticke aktivnosti (0,5 mM fenil-metilsulfonil- fluorid (PMSF,
Sigma, SAD), otopljen u etanolu) i 0,006 mM leupeptin (LEU, Sigma, SAD), otopljen u 20
mM Tris-HCI) te reducens 1 mM ditiotreitol (DTT, Sigma SAD), koji sprjecava oksidaciju
proteina na zraku. Prije homogenizacije je dio tkiva jetre razrijeden rashladenim puferom 6
puta za mjerenje MDA i citosolskih metala te je nakon homogenizacije centrifugiran u
Avanti J-E centrifugi (BeckmanCoulter, SAD) 10 min. na 3000xg, 4 °C, pri ¢emu je
odvojeno u duplikatu 250 uL supernatanta za mjerenje MDA biomarkera, a ostatak je
centrifugiran 120 min. na 50000xg, 4 °C te su u ovoj vodotopivoj citosolskoj frakciji (S50)
odredene koncentracije citosolskih metala. Drugi dio tkiva jetre je razrijeden 5 puta s
rashladenim puferom te se nakon homogeniziranja i centrifugiranja 120 min. na 50000xg, 4

°C u dobivenoj citosolskoj frakciji odreduju ukupni citosolski proteini i MT.

3.9. Odredivanje koncentracija metala u stani¢nom citosolu jetre poto¢ne pastrve

Mijerenje citosolskih metala provodi se u citosolskoj frakciji (S50), koja se prethodno
mora razrijediti 10 puta s Mili-Q vodom kako bi bila u koncentracijskom rasponu za
odredivanje mikroelemenata, odnosno 100 puta za odredivanje makroelemenata.
Odredivanje koncentracije metala u stanicnom citosolu provedeno je metodom masene
spektromerije visokog razluc¢ivanja s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS,
Element 2, Thermo Finnigan, Bremen, Njemacka). Detaljan opis metode te mjernog
postupka opisan je u poglavlju 3.5. Odredivanje koncentracije ukupno otopljenih metala u
vodi. U citosolu jetre su uz metale izmjerene u vodi jos prikazane koncentracije
1099, 29Bj j 1*3Cs, koje nismo prikazali za vodu jer su im koncentracije bile ispod granice

detekcije instrumenta.
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3.10. Odredivanje stani¢nih biomarkera

3.10.1. Odredivanje koncentracije metalotioneina

Koncentracija MT u jetri poto¢ne pastrve odredena je prema metodi opisanoj u radu
Viarengo i sur. (1997; 2000) koja je prilagodena na metodu za mikroplocu (250 pl volumen
uzorka umjesto 1 ml u standardnoj metodi). Metoda se temelji na etanolnoj precipitaciji,
nakon koje slijedi spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja slobodnih -SH skupina pomoc¢u
Ellmanovog reagensa. Prilikom etanolne precipitacije dolazi do diferencijalnog
frakcioniranog taloZenja proteina mjeSavinom organskih otapala etanola i kloroforma.
Najprije se iz citosola S50 uklanjaju visokomolekularni proteini, a zatim se iz preostalog
supernatanta taloZi frakcija bogata niskomolekularnim proteinima- MT. U djelomi¢no
proCis¢enom 1 koncentriranom uzorku MT njihova koncentracija se odreduje
spektrofotometrijski, na temelju reakcije tiolnih skupina cisteina s 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzojevom kiselinom (DTNB, Ellmanov reagens, Sigma, SAD). Za odredivanje
sadrzaja slobodnih —SH skupina pripremljen je referentni standard- reducirani glutation
(GSH, Serva, Njemacka) u koncentracijskom rasponu 2,5-30 pg. Na temelju ocitanih
apsorbanci pri 412 nm na fotometru (Tecan Infinite M200, Svicarska) se iz dobivenog
kalibracijskog pravca odredila koncentracija MT u analiziranim uzorcima (Slika 11), kao
mg g~ mokre mase tkiva ili ug mg™ ukupnih citosolskih proteina nakon dijeljenja s

koncentracijom proteina.
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Slika 11 Kalibracijski pravac prema kojem je odredena koncentracija MT u jetri poto¢ne
pastrve. Prikazana je linearna ovisnost apsorbancije na 412 nm o koncentraciji —

SH skupina referentnog standarda GSH nakon reakcije s DTNB.
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3.10.2. Odredivanje koncentracije malondialdehida

Za odredivanje koncentracije MDA potrebno je pripremiti 10 % trikloroctenu
kiselinu (TCA, Kemika, Hrvatska), 1 % butilirani hidroksitoluen (BHT, Sigma, SAD)
otopljen u apsolutnom etanolu, tiobarbituratnu kiselinu (TBA, Sigma, SAD) te 3 mM
1,1,3,3,-tetraetoksi-propan (TEP, Sigma, SAD) standard koji se priprema otapanjem u 1N
HCI (Suprapur, Merck, Njemacka). U 250 uL uzorka se dodaju TCA i TBA, uzorci se stave
na 4 °C 15 min. te zatim centrifugiraju 15 min. na 4000xg, 4 °C. Zatim se doda TBA te
slijedi zagrijavanje uzoraka u grijacem bloku 30 min. na 100 °C i nakon hladenja se ocitava
apsorbancija na 535nm na fotometru (Tecan Infinite M200, Svicarska). Tijekom provodenja
cijelog postupka potrebno je uzorke drzati na ledu kako bi se sprijecila daljnja oksidacija, a

iz istog razloga se dodaje i BHT.

Metoda se temelji na raspadu lipidnih peroksida nastalih kao posljedica stresa
tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH vrijednosti (Botsoglou i sur., 1994).
Reakcijom jedne molekule MDA i dvije molekule TBA stvara se ruzicasto fluorescentni
MDA-TBA kompleks koji apsorbira UV zrac¢enje pri 535 nm. 1z kalibracijskog pravca, koji
se odreduje iz koncentracijskog raspona MDA 1-10 pmol L™ koji se pripreme
razrjedivanjem 3 mM MDA s puferom za homogenizaciju, ocitava se koncentracija MDA

(izrazena kao nmol g™ mokre mase tkiva) koja je proporcionalna intenzitetu nastalog
obojenja (Slika 12).
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Slika 12 Kalibracijski pravac prema kojem je odredena koncentracija MDA u jetri poto¢ne

pastrve.

22



3. MATERIJALI I METODE

3.10.3. Odredivanje koncentracije ukupnih citosolskih proteina

Koncentracije ukupnih proteina se odreduju u izoliranoj citosolskoj frakciji (S50)
kolorimetrijskom metodom po Lowry-u (Lowry i sur., 1951). Metoda se zasniva na dva
razlic¢ita koraka koja vode do konacnog obojenja proteina: reakcija s bakrom u luznatoj
otopini i redukcija Folinovog reagensa. U prvom koraku dolazi do reakcije Cu®* iona
(reagens A, bazi¢na otopina bakrovog tartarata, Bio Rad, SAD) s proteinima, koji se u
luznatom mediju vezu na peptidne veze i reduciraju u Cu’ te nastaje kompleks Cu*- protein.
U drugom koraku nastali kompleks reagira s Folinovim reagensom (reagens B, Bio Rad,
SAD) pri ¢emu se razvija karakteristicno plavo obojenje. Obojenje primarno
zajedno s Cu” reagiraju s Folinovim reagensom. Intenzitet plavog obojenja nastalog pri
reakciji proteina u uzorku s reagensima proporcionalan je apsorbiranom zracenju, odnosno

koncentraciji proteina.

Uzorke je bilo potrebno prije mjerenja razrijediti 25 puta jer su koncentracije
proteina u citosolskim frakcijama jetre riba vise od gornje granice linearnosti kalibracijskog
pravca te je svaki uzorak prireden u duplikatu. Zatim je po SuL svakog uzorka i standarda
naneseno u duplikatu na mikroplocu s jazicama. Nakon toga se u jazice dodaje 25 pL
reagensa A 1 200 pL reagensa B te se sadrzaj promijeSa u mini mijeSalici (Ika Works,
Njemacka). Mikroploca se ostavi na tamnom mjestu 15 minuta dok se ne razvije maksimalno
obojenje. Koncentracije citosolskih proteina su odredene spektrofotometrijski na 750 nm
valne duljine na fotometru (Tecan Infinite M200, Svicarska), a o¢itane su iz kalibracijskog
pravca koji je dobiven ocitanjima apsorbancije otopine albumina govedeg seruma (BSA,
engl. bovine serum albumin) priredene u rasponu
0,25-2,0 mg mL™?, razrjedivanjem s puferom za homogeniziranje. Iz dobivenog
kalibracijskog pravca (Slika 13) oc€itavaju se koncentracije ukupnih proteina i izraZzavaju kao
mg proteina mL™? citosolske frakcije. Ako se ova koncentraciju pomnozi s faktorom

razrjedenja tkiva (5 puta) dobiva se koncentracija ukupnih proteina izrazena kao mg g™ tkiva.
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Slika 13 Kalibracijski pravac prema kojem je odredena koncentracija ukupnih citosolskih

proteina u jetri poto€ne pastrve

3.11. Statisti¢ka obrada podataka

Statisticka analiza je provedena u racunalnom programu SigmaPlot 11.0 1 SPSS
Statistics 20. Usporedba podataka medu postajama za uzorke vode provedena je
jednosmjernom analizom varijanci (jednosmjerna ANOVA, eng. Analysis of Variance) ili u
sluéaju neravnomjerne raspodjele dobivenih podataka Kruskal-Wallis testom. Za viSestruku
usporedbu izmedu parova koristeni su "post hoc™ Tukey ili Dunnov test. Za ribe, koje su
uzorkovane samo na dvije postaje, usporedba rezultata je provedena uz primjenu t-testa, a
razine znacajnosti istaknute su u tekstu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i

standardna devijacija srednje vrijednosti.
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4.1. Fizikalno-kemijski ¢imbenici kakvoce vode

U svrhu procijene kakvoce vode rijeke Krke odredeni su op¢i fizikalno-kemijski
¢imbenici koji karakteriziraju toplinsko stanje vode, uvjete rezima kisika i hranjive tvari na
svakoj postaji uzorkovanja. Uz ¢imbenike koji su kategorizirani u Uredbi o standardu
kakvoce voda (NN 89/2010) upisane su i kategorije stanja vode: I. —vrlo dobro, Il. — dobro,
[11. —umjereno, IV. —lose, V. — vrlo lose (Tablica 1).

Temperatura vode rijeke Krke najniza je na izvoru, gdje iznosi 9,8 °C, dok na
nizvodnim postajama uzorkovanja raste do 14 °C, odnosno u trenutku ispustanja komunalnih
otpadnih voda. Jednak trend ima i zamucenost vode, koja je najvisa u trenutku ispustanja
komunalnih otpadnih voda. Koli¢ina otopljenih soli (TDS) takoder ukazuje na utjecaj
onetiséenja uz grad Knin, gdje je raspon vrijednosti od 212 do 272 pS cm™, a u trenutku
ispustanja komunalnih otpadnih voda &ak poraste na 505 uS cm™u odnosu na izvor gdje je
vrijednost 179,6 uS cm™. ZabiljeZene su niske vrijednosti m-alkaliteta (odreden uz indikator
metiloranz), koje su na izvoru rijeke Krke 2,98, a na ostalim postajama se krece u rasponu
od 3,42 do 4,53. Karbonatna (KT) i ukupna (UT) tvrdo¢a vode su najnize na izvoru, a vise
vrijednosti su zabiljezene uz grad Knin, za KT u rasponu od 9,58 do 12,68, a za UT od 10,68
do 13,46, gdje su obje maksimalne vrijednosti izmjerene u trenutku otpustanja komunalnih
otpadnih voda (Tablica 1).

Parametri koji su kategorizirani u Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 89/2010)
potvrduju pogorsanje kakvoce vode uz tockaste izvore zagadenja grada Knina, osim pH
vrijednosti koje su se kretale unutar raspona od 7,45 do 8,24 i sve potvrduju vodu dobrog
ckoloskog stanja. Isto potvrduju i uobiCajene vrijednosti oksido-redukcijskog potencijala
(ORP) za slatkovodne ekosustave koje se krecu na svim postajama u rasponu od -13,5 do -
59,5 mV. Elektri¢na vodljivost poviSena je na postajama uz grad Knin $to ukazuje na utjecaj
oneciS¢enja, a pogorSanje kakvoce vode iz I. kategorije u II. zabiljezeno je kod tvornice
vijaka DIV d.0.0., odnosno u V. kategoriju (voda jako lose kakvoce) prilikom otpustanja
komunalnih otpadnih voda.

Cimbenici rezima kisika potvrduju pogorsanje kakvoée vode na dijelu vodotoka
rijeke Krke uz grad Knin. Koncentracija otopljenog kisika i zasi¢enje kisikom prilikom
otpustanja komunalnih voda ukazuju na vrlo loSu kakvocu vode (V. kategorija), kada
zasi¢enje kisikom padne na samo 1,3 %, dok je u ostalim sluajevima voda I. kategorije.
Prema kemijskoj potrosnji kisika (KPK) je voda uz grad Knin, a i nizvodno prema rijeci

Butiznici V. kategorije, odnosno jako loSeg ekoloskog stanja (Tablica 1).
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Tablica 1 Vrijednosti fizikalno-kemijskih ¢imbenika kakvoée vode rijeke Krke (oznacene su I.-V. kategorije kakvoce voda prema NN 89/2010)

“Kninska crna jama”- usée Dio toka rijeke Krke uz Dio toka rijeke Krke uz Dio toka rijeke Krke
Izvor rijeke rijeke Orasnice u rijeku komunalni ispust grada komunalni ispust grada nizvodno od utjecaja
Krke Krku uz tvornicu vijaka Knina (uzorak uzet tijekom Knina (uzorak uzet kad se zagadenja (uzvodno od
DIV d.o.0. ispuStanja otpadnih voda) ne ispustaju otpadne vode) uSéa rijeke ButiZnice)
Zamuéenost/ FAU 0 2 11 3 2
Temperatura vode/ °C 9,8 13,4 14,0 13,1 10,6
H 7,96 8,07 7,45 8,24 8,09
P I I 1 I I
m-alkalitet/ mg CaCO; L™ 2,98 3,56 4,53 3,87 3,42
Elektri¢na vodljivost/ pS cem™ 3?7 5|5|1 13/11 4?0 4?3
TDS/ mg L? 179,6 275 505 215 212
ORP/ mV -28,4 -50,5 -13,5 -59,5 -50,6
Otopljeni kisik/ mg O, L 10,43 te7e 00 il 159
Zasiéenje kisikom/ % 96|’6 12?’4 1\’/3 ll|4’3 12?’6
1 3,5 42 47 17 8,1
KPK - Mn/ mg O, L | N v v v
Otopljeni CO,/ mg L™ 2,27 1,12 1,04 1,27 1,54
. 1 <0,1 0,22 0,31 0,19 0,14
Amonij/ mg N L | T i I I
.. ; 0,3 15,4 20,1 12,3 3,0
Ukupni dusik/ mg NL ! | N, v v m
. 1 <0,01 1,15 2,00 1,00 0,52
Ukupni fosfor/ mg P L | v v W, v
N 1 0,1 3,0 10,8 1,3 2,5
Nitrati/ mg N L | Y v l vV
. 1 0,006 0,984 0,696 0,399 0,010
Nitriti/ mg N L | v V; v I
Ortofosfati/ mg P L™ <0,01 0,14 1,04 0,03 0,02
KT/ °dH 8,34 9,97 12,68 10,84 9,58
UT/ °dH 10,21 10,77 13,46 11,32 10,68
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Hranjive soli takoder ukazuju na izraziti pad kakvoée vode uz antropogeni utjecaj
zagadenja kod grada Knina. Uocava se povecanje koncentracija hranjivih soli (nitrati, nitriti,
ortofosfati, ukupna koli¢ina otopljenog fosfora, amonijaka i dusika) na postajama uz grad Knin
i nizvodno od njega, gdje je kakvoca vode od II.-V. kategorije, ovisno o ¢imbeniku. Na izvoru
rijeke Krke sve su vrijednosti niske te ukazuju na vodu I. kategorije, odnosno dobrog ekoloskog

stanja (Tablica 1).

4.2. Mikrobioloska kakvoca vode rijeke Krke

Na temelju ¢injenice da se komunalne otpadne vode otpustaju u rijeku Krku bez
prethodnog adekvatnog procis¢avanje, odredena je i mikrobiolosku analizu vode rijeke Krke.
Koliformne bakterije i fekalni streptokoki ili enterokoki su najpodobnija grupa indikatorskih
bakterija za vrednovanje higijenske kakvoce vode. U Tablici 2 se vide rezultati odredivanja
fekalnih indikatorskih bakterija (ukupni koliformi, Escherichia coli, broj enterokoka) te broj

Pseudomonas aeruginosa koja moze izazvati infekcije u ljudi te ukupni broj bakterija (CFU)

na 22 °C 135 °C (Tallon 1 sur., 2005).

Tablica 2 Rezultati mikrobioloske kakvoce vode rijeke Krke

Dio toka rijeke Dio toka
“Kninska crna Dio toka rijeke Krke uz rijeke Krke
| jama”- usée Krke uz komunalni komunalni nizvodno od
zvor .. . - . . o
rijeke rl]_t?ke Orasnice u | ispust grada Knina Ispust grada utjecaja
Krke rijeku Krku uz (uzorak uzet Knina (uzorak zagadenja
tvornicu vijaka | tijekom ispustanja | uzet kad sene | (uzvodno od
DIV d.o.o. otpadnih voda) ispustaju uséa rijeke
otpadne vode) ButiZnice)
Ukupni koliformi
(MPN 100 mLY) 15 4443,25 17328900,0 447905,0 963,15
Escherichia coli (MPN 1,0 395,85 2571285,0 222075 86,0
100 mL™)
Enterokoki
(MPN 100 mL") <10 68,85 648820,0 11990,0 10,0
Pseudomonas aeruginosa
(MPN 100 mL") <10 16,65 12285,05 346,65 1,0
Ukupan broj bakterija 4 5 5 2
na 22°C (CFU mL™) 12 19x10 53,7 x 10 19,4 x10 96 x 10
Ukupan broj bakterija 1 3 3
na 35°C (CFU mL") 1 10x 10 58,0 x 10 17,2 x 10 50

Ocigledan je porast svih analiziranih bakterija u dijelu vodotoka pod antropogenim

utjecajem uz grad Knin. Trend porasta broja bakterija je usporediv i za sve, u odnosu na izvor,

raste slijedom: “kninska crna jama” < komunalni

ispust < komunalni

ispust (u
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trenutku ispustanja otpadnih voda) (Tablica 2). Nizvodno od grada Knina i tockastih izvora
zagadenja (prije usca rijeke Butiznice u Krku) broj bakterija se smanjuje, ali na vrijednosti koje

su jo$ dosta viSe od onih izmjerenih na izvoru rijeke Krke (Tablica 2).

4.3. Koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi rijeke Krke

Za razliku od fizikalno-kemijskih i mikrobioloskih ¢imbenika, podaci o ukupno
otopljenim koncentracijama metala u vodi su prikazani za Sest lokacija, jer su mjerenja
provedena i na postaji gdje je proveden ulov riba, koja je bila nesto nizvodnije od izvora rijeke
Krke. Svi izmjereni metali, 21 mikroelement i 3 makroelementa, imaju najnize vrijednosti na
izvoru rijeke Krke. Oc¢igledan je trend porasta koncentracija metala prema tockastim izvorima
zagadenja grada Knina, odnosno ispustu tehnoloSkih otpadnih voda tvornice vijaka DIV d.o.o0.
te gradskom ispustu komunalnih otpadnih voda. Metali ¢ije su vrijednosti najviSe u trenutku
ispustanja komunalnih otpadnih voda u odnosu na druge postaje su Cu, Fe, Ni, Pb, Rb, Sb, Se,
a statisti¢ki su znacajno povisene vrijednosti Al, As, Ba, Cd, Co, Li, Mn, Mo, Ti, V, K i Na. Na
podrucju rijeke Orasnice uz ,.kninsku crnu jamu* su statisticki znacajno povisene koncentracije
Sr, U, Zn i Mg u odnosu na druge postaje, dok su koncentracije Be usporedive u trenutku
ispusStanja komunalnih otpadnih voda i uz ,kninsku crnu jamu®. Ako zanemarimo trenutno
izmjerene vrijednosti metala u trenutku ispustanja komunalnih voda grada Knina, i usporedimo
samo ostale postaje, onda je o¢igledno da su koncentracije svih metala najvise u dijelu toka uz
»kninsku crnu jamu®, izuzev Cu cije su vrijednosti najvise uz komunalni ispust. Utjecaj
tehnoloskih otpadnih voda tvornice vijaka DIV d.o.0. se oCitovao u statisticki znacajno
povisenim vrijednostima u odnosu na druge postaje za Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Li, Mn, Mo, Ni,
Sh, Sr, Ti, U, V, Zn, K, Mg i Na. Nakon ociglednog antropogenog utjecaja Koji rezultira
povisenim koncentracijama metala na dijelu toka uz grad Knin, vrijednosti izmjerene nizvodno
na dijelu toka prije us¢a Butiznice su za sve metale nize u odnosu na onecis¢ene postaje, a za
As, Ba, Be, Cd, Cu, Mo, Pb, Rb, Sh, Se, U, V, K, Mg i Na su ¢ak usporedive s njihovim

koncentracijama na izvoru rijeke Krke (Tablica 3).
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Tablica 3 Koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi (ug L™ za mikroelemente; mg L™ za makroelemente, srednja vrijednost+S.D.) rijeke

Krke. Istaknuta je statisticki znacajna razlika u koncentracijama metala izmedu pojedinih postaja (jednosmjerna ANOV A/Kruskal-

Wallis, p<0,05) razli¢itim slovima (a, b, ¢, d, e — isto slovo oznacava da ne postoji, a razli¢ito da postoji znacajna razlika)

Dio toka nizvodno

“Kninska crna jama”- usc¢e

Dio toka rijeke Krke uz

Dio toka rijeke

Dio toka rijeke

Izv?z Lijeke od izvo!'a rijeke rijeke Orasnice u rijeku Krku komunalni ispu§t grf;\da !(nina Krke uz komunalni Krktve ’uzvgdno od
rke Krke (m_jesto ulova uz tvornicu vijaka DIV d.0.0. u trenquu ispustanja ispust grada Knina usca‘lv‘ljleke
ribe) komunalnih otpadnih voda ButiZnice

Al 2,40+1,47 a 2,57+0,50 3,96+1,27 a 28,11b 3,54+2,10 a 5,224+2.38 a
As 0,11+0,01 a 0,12+0,01 4, c, e 0,19+0,02 b 1,13+0,03 d 0,15+0,01 ¢ 0,14+0,01 e
Ba 4,38+0,11 a 4,69+0,01 10,1+0,17 b 48,4+0,63 b 5,69+0,01 5,48+0,06
Be 0,002 0,002 0,003+0,001 0,003+0,001 0,0013+0,0006 0,002
Cd 0,009+0,001 a 0,007 a 0,016+0,004 b 0,03+0,001 b 0,008+0,002 a 0,009+0,002 a
Co 0,01+0,004 a 0,009+0,001 a 0,53+0,009 b 0,70+0,01 d 0,04+0,001 ¢ 0,03+0,001 e
Cu 0,16+0,03 0,26+0,16 0,23+0,03 1,86+0,05 0,28+0,13 0,20+0,12
Fe 0,34+0,06 0,53+0,15 72,1£21,6 210,5 11,6+1,89 7,62+1,02
Li 0,154+0,006 a 0,17 1,52+0,03 b 2,71+£0,05 b 0,48+0,006 0,42+0,003
Mn o 0,014+0,004 a 0,05+0,007 60,6+4,48 b 94,7+543 b 6,730,10 5,24+0,08
Mo 0,384+0,005 a 0,40+0,01 1,0£0,01 b 2,76+0,02 b 0,51+0,02 0,46+0,006
Ni 3 0,02+0,02 a 0,09+0,07 a 1,30+0,08 b 3,22+0,08 C 0,14+0,04 a 0,11+£0,04 a
Pb 0,017+0,01 0,017 0,05+0,02 0,69+0,06 0,04=+0,01 0,016+0,01
Rb 0,28+0,005 0,27+0,008 0,81+0,01 11,3+0,04 0,46+0,01 0,29+0,007
Sh 0,018+0,001 a 0,019+0,001 0,05+0,001 b 2,25+0,05 b 0,03+0,002 0,02+0,001
Se 0,22+0,03 0,22+0,001 0,64+0,04 0,97 0,28+0,02 0,27+0,01
Sr 88,4+1,72 a 96,6+0,01 381,9+6,1 b 241,14+6,29 186,2+0,99 185,7+0,7
Ti 0,0214+0,019 a 0,13 a 0,19+0,09 a 1,92+0,14 b 0,15+0,10 a 0,13+0,02 a
U 0,48+0,007 a 0,500,004 1,05+£0,03 b 0,85+0,05 0,60+0,005 0,570,001
Vv 0,50+0,02 a 0,53+0,03 1,06+0,08 b 2,74+0,07 b 0,62+0,02 0,590,007
Zn 3,57+0,62 a 9,81+3,62 568,6£12,5b 40,4+16,9 30,0+4,53 40,3+20,1
K - 0,33+0,003 a 0,36+0,004 2,25+0,03 b 9,07+£0,49 b 0,65+0,02 0,45+0,02
Mg % 11,6+0,13 a 10,3+0,45 b 15,9+0,13 ¢ 13,1+0,01 e 11,1+0,18 d 11,1+0,19 d
Na E 2,11+£0,07 a 2,27+0,02 5,27+0,05 b 110,3£0,39 b 3,18+0,08 2,74+0,42
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4.4. Biometrijski pokazatelji jedinki potocne pastrve

4. REZULTATI

Na obje postaje uzorkovanja su ulovljene 22 jedinke poto¢ne pastrve kojima su odredeni

osnovni biometrijski pokazatelji (Tablica 4). Kao s§to se vidi, ni jedan od pokazatelja nije

statisticki znacajno razli¢it medu postajama, iako je ukupna duzina i masa jedinki neznatno

povisena u riba koje obitavaju u rijeci Krki uz grad Knin. Ne postoji znacajna razlika ni medu

hepatosomatskim, gonadosomatskim i kondicijskim indeksom. U dijelu toka uz grad Knin je

ulovljeno vise Zenki, dok je omjer medu spolovima izjednacen u jedinki ulovljenih kod izvora

rijeke Krke. S obzirom na velik broj mjerenih bioloskih parametara, nisu u svim jedinkama

provedene sve analize, ve¢ je svaki biomarker i citosolski metali odreden u duplikatu u 12

jedinki sa svake postaje.

Tablica 4. Biometrijski parametri jedinki poto¢ne pastrve (Salmo trutta) uzorkovanih na 2

postaje u rijeci Krki tijekom 2015. godine u proljetnom periodu (srednja

vrijednost + SD iraspon)

Biometrijski parametri

Izvor rijeke Krke

Dio toka rijeke Krke uz grad Knin
(od Orasnice do us¢a ButiZnice)

n=22 N=22
Ukupna duzina 19,1 £4,8 21,9+ 12,7
(cm) (22,0 - 30,5) (10,5 -58,0)
Ukupna masa 98,5 + 80,9 268,1 +542,0)
(9) (23,6 - 350,2) (12,6 — 1870,0)
Masa jetre 1,4+1,5 3,5+8,0
(9) (0,27 - 5,28) (0,14 —33,80)
Masa gonada 0,4+0,3 0,8+1,8
(9) (0,04 - 1,10) (0,02 -6,54)
? 11 14
Spol 4 11 6
ND / 2
.. 04+0,3 0,2+0,1
0 b b 2 2
Gonadosomatski indeks/ % (01-1.0) (0,03 — 0.45)
.. 1,3+0,5 1,2+0,6
0 b b 2 2
Hepatosomatski indeks / % (0.4-27) (0.9-35)
C 3 1,2+0,3 1,1 £0,2
Kondicijski indeks/ g cm (0.9-2.6) (0.2 1.4)

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

4. REZULTATI

Kao bioloski pokazatelji raspolozive koncentracije metala u organizmu odredeni su

citosolski metali u jetri riba. Na Slici 14 se vidi da je ve¢ina metala poviSena u jetri riba koje

obitavaju u podrucju rijeke Krke uz grad Knin, odnosno Se, Mo, Zn, Ag, Sb, Al, Ti, Mn, Ni, Sr

i Ba, a statisticki zna¢ajno Li, Bi, Co, V, Fe, Cu i As u odnosu na izvor. Uoc¢ene su i povisene

vrijednosti Pb, Tl, Cs, Mo i U u riba ulovljenih na izvoru rijeke Krke, u kojih je Cd i statisticki

znacajno poviSen. Od makroelemenata Na je neznatno povisen u riba ulovljenih uz grad Knin,

a Mg i K u riba ulovljenih kod izvora rijeke Krke. Usporedbom s koncentracijama metala u

vodi, isti trend porasta metala u vodi i citosolu jetre riba naden je za Al, As, Ba, Co, Cu, Fe, Li,
Mn, Mo, Na, Ni, Sb, Se, Sr, Ti, U, Vi Zn.
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Slika 14 Koncentracije mikroelemenata izmjerene u citosolskoj frakciji jetre potocne pastrve

ulovljene na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada Knina:

a) Ag, Al, As, Ba, Bi, Cd, Co, Cs, Cu, Fe, Li, Mn. Istaknuta je statisticki znacajna

razlika medu postajama (t-test)
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Nastavak Slike 14 b) Mo, Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sr, Ti, Tl, U, V, Zn. Istaknuta je statisticki zna¢ajna

razlika medu postajama (t- test)
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Slika 15 Koncentracije makroelemenata K, Mg i Na izmjerene u citosolskoj frakciji jetre

potocne pastrve ulovljene na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje

grada Knina

32




4. REZULTATI

4.6. Biomarkeri

Bioloski odgovor organizma na antropogene utjecaje u rijeci Krki pracen je i
usporedbom vrijednosti biomarkera, kao ranih promjena na razini stanice koje pravovremeno
mogu ukazati da je organizam pod utjecajem oneciS¢enja i stresora iz okolisa. U jetri riba
ulovljenih kod izvora rijeke Krke te u dijelu toka uz grad Knin su odredeni MT kao biomarkeri
izloZenosti metalima, MDA kao biomarker oksidativnog stresa te ukupni citosolski protein kao

biomarkeri opceg stresa.
4.6.1. Koncentracije metalotioneina

Koncentracije MT izmjerene u citosolskoj frakciji jetre potocne pastrve su statisticki
znacajno povisene u riba ulovljenih uz izvor rijeke Krke. S obzirom da MT moZemo izraziti kao
mg g™ mokre mase jetre, a ako se podijele s koncentracijama citosolskih proteina onda i kao pg
mg ™ proteina, na Slici 16 je o¢igledno da u oba slu¢aja postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika koja

ukazuje na eventualnu izlozenost metalima u riba ulovljenih na izvoru rijeke Krke.
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0.4 - 4
b ©
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dio toka uz grad Knin izvor rijeke Krke

izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada Knina. Istaknuta je

statisti¢ki znacajna razlika medu postajama (t-test)

4.6.2. Koncentracije malondialdehida

Koncentracije MDA ukazuju na utjecaj oksidativnog stresa na organizme, koji mogu
izazvati 1 metali 1 organska zagadivala. Na Slici 17 se vidi da su koncentracije MDA poviSene

u riba koje obitavaju u podrudju rijeke Krke uz grad Knin, ali ne statisticki znacajno.
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Slika 17 Koncentracije MDA izmjerene u jetri poto¢ne pastrve ulovljene na izvoru rijeke

Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada Knina

4.6.3. Koncentracije ukupnih citosolskih proteina

Ukupni citosolski proteini pokazuju isti trend kao i MDA, odnosno povisene vrijednosti
u riba koje obitavaju u rijeci Krki u dijelu toka uz tockaste izvore zagadenja grada Knina (Slika
18). Kao i MDA, pod utjecajem su ne samo anorganskih, ve¢ i organskih zagadivala te mogu

ukazivati na opée stanje organizma.
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Slika 18 Koncentracije ukupnih citosolskih proteina izmjerene u jetri poto¢ne pastrve ulovljene

na izvoru rijeke Krke te dijelu toka uz antropogene utjecaje grada Knina
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Voda je prijeko potrebna za opstanak svih zivih organizama, kao i za tehnicko —
tehnoloski razvoj ¢ovjeCanstva. Osim dovoljne koli¢ine vode za vodoopskrbu pucanstva, od
iznimne je vaznosti njezina kakvoca. To je posebno vazno za zasti¢ene prirodne fenomene, U
kojima je kroz sustavno pradenje stanja okoliSa prioritet oCuvanje vodenih staniSta te
raznolikosti biljnih i zivotinjskih vrsta, a jedan od njih u Republici Hrvatskoj je Nacionalni park
Krka. S obzirom na postojanje izvora zagadenja na dijelu vodotoka rijeke Krke uz grad Knin,
smjestenog samo 2 km uzvodno od pocetka Nacionalnog parka Krka, kao 1 ¢injenicu da do sada
nije provedena sveobuhvatna procjena oneciSenja 1 utjecaja na ovaj rijeni ekosustav,
provedeni monitoring je obuhvacao procjenu kakvoce vode primjenom fizikalno-kemijskih i
mikrobioloskih ¢imbenika te procjene utjecaja na biotu koja tu obitava odredivanjem
biomarkera, jer predstavljaju promjene na razini stanice koje su rani pokazatelji izloZzenosti

zagadivalima.

U ovom istrazivanju je uz navedene ¢imbenike procjene kakvoce vode posebna paznja
posvecena 1 metalima te su izmjerene koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi, kao i u
citosolu jetre poto¢ne pastrve, u svrhu odredivanja bioraspolozivih koncentracija u organizmu,

Sto predstavlja novi pristup procjene izloZenosti metalima u ekostoksikologiji.

5.1. Procjena kakvocée vode s obzirom na fizikalno-kemijske ¢imbenike

Prema Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 89/2010) izvor rijeke Krke je s obzirom
na sve izmjerene fizikalno-kemijske ¢imbenike kategoriziran kao voda vrlo dobrog ekoloskog
stanja, dok se kakvoc¢a vode u podrucju toCkastih izvora zagadenja grada Knina pogorsava, od

I1. do V. kategorije, ovisno o ¢imbeniku (Tablica 1).

5.1.1. Temperatura vode

Temperatura predstavlja jedan od najvaznijih abiotickih ¢imbenika u akvatickim
ekosustavima. Zbog povezanosti s ostalim parametrima poput gustoce ili koncentracije
otopljenog kisika, ona indirektno utjece i na disanje, metabolizam i ponasanje zivih organizama
(brzina disanja, razmnozavanja, kretanja, probave hrane, preobrazbi i dr.) u vodi. S obzirom da
veéina organizama koji zive u vodenim okoliSima nema sposobnost samoregulacije tjelesne

temperature (poikilotermni organizmi) temperatura vode uvijetuje i

I
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njihovu rasprostranjenost (GLOBE, 2003). Zbog navedenih razloga vrlo je vazno kontinuirano

pracenje temperaturnih vrijednosti na vodenim staniStima (Pawar i Shembekar, 2012).

Izmjerena temperatura u rijeci Krki ne ukazuje na odstupanje od prosjeka. Na izvoru su
zabiljezene nesto nize vrijednosti jer je rije¢ o rijeci ponornici koja prolaskom kroz podzemlje
nije u doticaju sa sun¢evim zracenjem zbog ¢ega joj je temperatura priblizno jednaka tokom
cijele godine. Nizvodno, uz grad Knin, temperatura raste za nekoliko stupnjeva. Korito se Siri i
postaje plice nego na izvoru te je zbog toga voda podloZnija zagrijavanju insolacijom, ali
svakako postoji 1 moguénost zagrijavanja pod utjecajem otpadnih komunalnih voda, koje su
uzorkovale porast temperature od oko 4 °C u trenutku ispustanja otpadnih voda u odnosu na

izvor 1 podrucje prema ButiZnici, smjeSteno nizvodno od utjecaja oneciS¢enja (Tablica 1).

5.1.2. Zamucenje vode

Zamucenje je svojstvo koje opisuje prisutnost suspendiranih ili koloidalnih tvari u
otopini, a moze ukazivati i na prisustvo mikroorganizama. Mjerenja zamucenja iznimno su
vazna u nadzoru kakvoce pitke vode, kao i otpadnih 1 industrijskih voda. Nasi rezultati upucuju
na porast zamucenja vode u dijelu toka rijeke Krke uz grad Knin, Sto je dokaz povecanja
suspendiranih tvari i mikroorganizama u vodi, koje se o¢igledno unose otpadnim vodama koje
se prethodno adekvatno ne procis¢avaju. To je dokazano i porastom zamucenja na 11 FAU
prilikom otpustanja otpadnih komunalnih voda u odnosu na uobi¢ajenih 2-3 FAU uz grad Knin,
odnosno 0 FAU na izvoru rijeke Krke (Tablica 1). Posljedica zamuéenja moze smanjiti
prodiranje svjetlosti u vodu te onemoguciti rast i razvoj algi i podvodnog viSeg bilja, kao 1

ometati dezinfekciju te obezbijediti sredinu za rast mikroba (GLOBE, 2003).

5.1.3. pH i oksido-redukcijski potencijal

Mjera za kiselost otopine je pH vrijednost koja se izrazava kao aktivitet vodikovih iona
(H") u nekoj otopini. Ovisno o koncentraciji H* i OH™ otopina moZe biti kisela, luznata ili
neutralna. Ako su oba iona zastupljena u jednakim koncentracijama pH je jednak 7, odnosno
otopina je neutralna. Takav slu¢aj je rijedak u prirodi jer je ravnoteZa u vodi narusena prilikom
otapanja razli¢itih supstanci (npr. otapanje soli koje su sastavni dio stijena ili plinova iz zraka),

stoga se vecina kopnenih voda dijeli na dva osnovna tipa: vode s neutralno-alkalicnom
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reakcijom i vode s kiselom reakcijom. Neutralno-alkalicne vode su one u kojima je pH
vrijednost rijetko ispod 6, a u nizu sluc¢ajeva zna biti iznad 10, dok su vode s kiselom reakcijom
one s pH nizim od 5 (Piria i Tomljanovi¢, 2006). Prema navedenoj podjeli, vode rijeke Krke
pripadaju neutralno-alkali¢nim vodama. Na svim postajama pH vrijednosti kre¢u se oko 8
(Tablica 1), $to je tipicno za krske rijeke bogate kalcijevim 1 magnezijeviom karbonatom te
imaju pH vrlo slican morskom. Izmjerene pH vrijednosti u vodi rijeke Krke su optimalne za
ucinkovitu bioloSku produktivnost. Lagani pad pH zamjecuje se prilikom ispusta komunalnog
otpada $to ukazuje na organsko zagadenje, poviSene koncentracije hranjivih soli, kao i fekalnih
1 heterotrofnih bakterija, medutim prema Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 89/2010)

zabiljezeni pad pH vrijednosti ne dovodi do pogorsanja ekoloskog stanja vode.

Oksido-redukcijski potencijal vode rijeke Krke je negativan i ima uobicajene vrijednosti
za slatkovodne ekosustave na svim postajama (Tablica 1). Negativan ORP je tipian za izvorske

vode i ukazuje da se radi o reduciranoj vodi bogatoj elektronima.

5.1.4. Alkalitet

Alkalitet predstavlja sposobnost vode da neutralizira kiselinu, a odreden je
koncentracijama karbonatnih (CO3s?) i bikarbonatnih (HCOs") iona koji neutraliziraju vodikove
ione (H"), kao i ionima koji mogu biti prisutni u nizim koncentracijama poput silikata,
amonijaka i fosfata. Sto je alkalitet vode veéi, to je veéi kapacitet vode za neutralizacijom
kiseline. U vodu kiseline dolaze padalinama i rjede kroz tlo (GLOBE, 2003).

U rijeci Krki zabiljeZen je izrazito nizak alkalitet (Tablica 1), sto potvrduje osjetljivost ovog

ekosustava, kao i ¢injenicu da je potrebno sustavno pracenje ekoloskog stanja rijeke Krke .

5.1.5. Ukupno otopljene soli i vodljivost

Vodljivost ovisi o koli¢ini otopljenih iona u vodi te se odredivanjem vodljivosti

indirektno odreduje i koli¢ina otopljenih tvari u vodi, odnosno otopljenih anorganskih soli.

Glavninu soli &ine kationi Ca®*, K*, Mg?*, Na" te anioni karbonata, hidrogenkarbonata, klorida,
sulfata i nitrata (GLOBE, 2003). Obzirom da otopljene Cestice mogu direktno utjecati
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na elektricnu vodljivost vode, vrijednosti ova dva parametra medusobno su proporcionalne $to
se moZze uociti i u dobivenim rezultatima. NajviSa vodljivost uocena je pri ispustanju otpadnih
komunalnih voda zbog unosa velike koli¢ine otopljenih Cestica u vodu, §to se odrazava i na
poviseni TDS 1 dovodi do pogorsanja kakvoce vode do jako lose. PoviSenje je zabiljeZeno i na
podrucju ispusta otpadnih tehnoloskih voda tvornice vijaka DIV d.o.0., gdje je kakvoéa vode

ipak manje pogorsana, odnosno spada u kategoriju II. (dobro ekolosko stanje) (Tablica 1).

5.1.6. Otopljeni uglji¢ni dioksid, karbonatna i ukupna tvrdoéa vode

Voda se obogacuje ugljicnim dioksidom iz dva razloga, kontaktom s atmosferom koja
sadrzi COz (0,0388 %) te prolaskom kroz humusno tlo koje je bogato CO,. Sadrzaj CO: je
presudan za karbonatnu ravnotezu u vodi te su karbonatna tvrdoc¢a 1 CO2 usko povezani. Tvrdoca
vode je svojstvo vode koje nam govori o koli¢ini minerala sadrzanih u vodi. Ukupna tvrdo¢a
vode predstavlja zbroj svih karbonatnih, sulfatnih, kloridnih, nitritnih i fosfatnih aniona vezanih
na zemnoalkalijske metale (Ca®*, Mg®"), dok karbonatna tvrdo¢a predstavlja sadrzaj Ca®* i Mg®*
iona koji su u ravnotezi sa HCO3 ionima (URL 2). Vode se prema tvrdo¢i mogu podijeliti na
meke, lagano tvrde, umjereno tvrde, tvrde i jako tvrde vode (URL 3). Prema toj podjeli rijeka
Krka pripada kategoriji umjereno tvrdih voda jer joj se tvrdoca krece u rasponu od 8-18 °dH
(Tablica 1). Krske rijeke su opcenito karakterizirane nizom tvrdo¢om s obzirom da brzo
protjecu kroz dobro topive karbonatne stijene u usporedbi s rijekama kod
kojih se voda dugo vrijeme zadrzava u karbonatnim aluvijalnim tlima ¢ija je tvrdoca jako velika.

Takoder u skladu s rezultatima, krske rijeke sadrze malo otopljenog CO2 (Tablica 1).

5.1.7. Rezim kisika

Kisik u vodi nastaje kao produkt fotosinteze vodenih algi i bilja, ali takoder moze
dospijeti 1 otapanjem atmosferskog kisika s obzirom da se u zraku nalazi oko 25 % vise kisika
nego u vodi. Zasi¢enost kisikom je relativna mjera koja se izrazava u postocima i oznacava udio

otopljenog kisika u vodi u odnosu na normalnu topljivost pri odredenoj temperaturi.

Krka je brzotekuca i turbulentna rijeka te je na svim njenim postajama, osim prilikom
ispusta komunalnog otpada, zabiljezena velika zasi¢enost kisikom (Tablica 1). Veliki unos

organskog materijala (kanalizacije) moze drasticno smanjiti zasicenost kisika, $to ukazuje na

38



5. RASPRAVA

zagadenost vodenog ekosustava kao §to je slucaj i na rijeci Krki. Iz Tablice 1 je ocigledan pad
kakvoce vode tijekom otpustanja komunalnih otpadnih voda do jako loseg ekoloskog stanja (V.
kategorija). Otopljeni kisik koriste za disanje mnoge vodene zZivotinje te je vazno napomenuti
da bez dovoljne koli¢ine kisika zivot u vodi nije mogu¢ za vecéinu biljnih i Zivotinjskih vrsta
(GLOBE, 2003). Za normalan zivot riba koncentracija kisika mora biti u

rasponu od 8 do15 mg O, L™, aispod 3 mg L™ je opasna za veé¢inu vodenih organizama.
Dobiveni rezultati ukazuju da je prilikom otpustanja komunalnih otpadnih voda ugrozen

normalan metabolizam organizama rijeke Krke jer je izmjerena koncentracija 0,13 mg Oz L™
(Tablica 1).

Organska tvar koja se prirodno nalazi u vodi (mrtvi biljni 1 Zivotinjski organizmi), a
pogotovo dodatni antropogeni unos (npr. kanalizacija) povecava potrosnju kisika prilikom
procesa razgradnje. Rezultati KPK u rijeci Krki ukazuju na pogorsanje ekoloskog stanja vode
na svim postajama u odnosu na izvor i to na vrlo loSe stanje vode (V. kategorija, Tablica 1) te

potvrduju znacajan antropogeni utjecaj na kakvocu vode rijeke Krke.

5.1.8. Hranjive tvari

Povecan unos hranjivih tvari moze dovesti do eutrofikacije, a time i pogorsanja kakvoce
vode. Prisutnost velikih koliina nitrita u ispitivanoj vodi ukazuje na svjeze zagadenje
organskim tvarima. Prirodni izvori povecanja koncentracije nitrata u vodi su kiSa, snijeg, magla
ili raspad organske tvari u tlu i sedimentu, dok su antropogeni izvori primjena umjetnih gnojiva
u poljoprivredi (GLOBE, 2003). Prirodne vode sadrze fosfor u vrlo niskim koncentracijama.
Povecanje sadrzaja fosfora moze prouzrocCiti niz nezeljenih zbivanja (cvjetanje algi, snizenje
sadrzaja otopljenog kisika, pomor nekih vrsta riba). Izvori fosfora u vodamo mogu biti
prirodnog 1 antropogenog porijekla, a uglavnom su posljedica onecis¢enja komunalnim
otpadnim vodama. Amonijak, koji u vodi nastaje kao produkt raspadanja organskih tvari je

veoma jak otrov koji djeluje na centralni Ziv€ani sustav kod svih vrsta riba (Piria i Tomljanovi¢,

2006).

U rijeci Krki se, prema Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 89/2010), pogorSava
kakvoca vode uz grad Knin na dobro do jako lose ekolosko stanje (I1.-V. kategorija) na temelju

koncentracija izmjerenih hranjivin tvari (Tablica 1). S obzirom na ukupni dusik,
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fosfor, nitrate i nitrite, jako loSe ekoloSko stanje vode je zabiljezeno prilikom izlijevanja
komunalnih otpadnih voda. Za navedene je ¢imbenike jednaka situacija i kad se ne ispustaju
otpadne vode na postajama oko grada Knina (V. kategorija), s izuzetkom nitrata, za koje je voda
od II. do IV. kategorije. Amonij takoder utje¢e na pogorsanje kakvoce vode te je u podrucju

grada Knina voda rijeke Krke od Il. do Il1. kategorije (Tablica 1).

Vazno je naglasiti da ve¢ina izmjerenih fizikalno-kemijskih ¢imbenika na postaji prema
usc¢u rijeke ButiZnice, koja nije pod direktnim antropogenim utjecajem grada Knina, ima
usporedive vrijednosti ili ekoloski status kao na izvoru rijeke Krke. Izuzetak su KPK i hranjive
soli, koje ukazuju na zagadenja i1 nizvodno od grada Knina (Tablica 1), a time 1 potencijalnu
opasnost za NP Krka. Rezultat ekoloskog stanja vode rijeke Krke u ovom istrazivanju je
upozorenje na kontinuiranu izlozenost ovog dijela toka otpadnim vodama koje naruSavaju

njezinu kakvoc¢u vode te potreba za sustavnim pra¢enjem stanja vode rijeke Krke.

5.2. Procjena kakvoce vode s obzirom na mikrobioloSke ¢cimbenike

Osnova propisanih metoda za odredivanje mikrobioloSke ispravnosti vode je utvrdivanje
njene fekalne kontaminacije. Izmet sadrzi veliki broj mikroorganizama koji sainjavaju
normalnu floru digestivnog trakta, tako se E. coli i enterokoki nalaze u izmetu 94- 100 %
analiziranih uzoraka (Tallon i sur., 2005). Nalaz ovih mikroorganizama u vodi je znak fekalne
kontaminacije i ukazuje na mogucnost prisustva i patogenih crijevnih mikroorganizama u vodi,
Sto predstavlja opasnost po ljudsko zdravlje. Primarni indikatori fekalne kontaminacije voda su
E. coli i enterokoki (Ashbolt i sur., 2001). Takoder, postoje i ostali potencijalni pokazatelji
fekalnog oneciSéenja poput koliformnih bakterija: Klebsiella, Enterobacter i Citrobacter (KEC
koliformi) (Tallon i sur., 2005).

U vodi rijeke Krke uz grad Knin ocigledan je porast svih o¢itanih skupina bakterija, a
njihov broj je posebno povecan u trenutku ispustanja komunalnih otpadnih voda, ¢ime je
dokazan direktan unos fekalnog zagadenja u rijeku Krku (Tablica 2). S obzirom da u vazecoj
Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 89/2010) ne postoji mikrobioloska kategorizacija vode,
raspravu temeljimo na Uredbi o klasifikaciji voda (NN 137/2008) iz koje je vidljivo da je voda
na izvore rijeke Krke I. kategorije s obzirom na mikrobioloske ¢imbenike. Uz komunalni ispust

I U trenutku otpustanja komunalnih otpadnih voda je rijeka Krka najlosije kakvoce,
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odnosno V. kategorije. U podrucju rijeke Orasnice uz “kninsku crnu jamu” je kakvoéa vode II.-
II1. kategorije, a nizvodno od utjecaja oncecis¢enja prema rijeci Butiznici opet 1. (E. coli i
enterokoki) i Il. (koliformi i ukupan broj bakterija) kategorije (Tablica 2). Ovakvi podaci
potvrduju ocigledan unos bakterija, posebno komunalnim otpadnim vodama, koje pogorsavaju

mikrobiolosku kakvocu vode uz grad Knin i dovode do jako loseg ekoloskog stanja.

5.3. Koncentracije ukupno otopljenih metala u vodi rijeke Krke

Biogeokemijski procesiu vodenom okoliSu su konstantni te su stoga rijeke 1jezera stalno
izloZzeni promjenama. Razine metala u tragovima u vodenom okoliSu ovise o pritocima,
podzemnom dotoku vode, dotoku industrijskih otpadnih voda, otpadnih voda iz domacinstva te
urbanih otpadnih voda. Takoder, ovise o vrsti stijena i tla u rijeci (Omanovic i sur., 2007). Zbog
specificnih karakteristika krSkog podrucja (geomorfologija, hidrologija), izvor zagadenja moze
svoj utjecaj ispoljiti tek kilometrima dalje putem podzemnih tokova (Cukrov, 2008). Stoga ovo
moze otezati interpretaciju dobivenih rezultata mjerenja teskih metala u krskim rijekama. Nakon
Sto su uneseni u vodeni okoli§, metali u tragovima mogu biti prisutni u otopljenom ili
partikularnom obliku te se akumulirati u sedimentu ili biti uneseni u vodene organizme. lako
sediment djeluje kao mjesto akumulacije metala u tragovima, razni biogeokemijski procesi
mogu dovesti do njihove remobilizacije u vodeni stupac te tako znacajno povisiti njihovu

koncentraciju do toksi¢ne razine za vodene organizme (Fichet i sur., 1998).

PoviSene koncentracije metala u tragovima mogu imati razli¢ite toksi¢ne ucinke na ziva
bi¢a unutar vodenog ekosustava, a samim time i na covjeka (Cukrov, 2008). Neki metali poput
Cd, Hg i Pb imaju toksi¢ni u¢inak pri vrlo niskim koncentracijama. Stoga su koncentracije
metala u tragovima vrlo bitan parametar za ocjenu stanja kakvocée prirodnih voda (Branica,
1990). S obzirom da koncentracije metala u vodenom okoliSu jako ovise o podrucju u kojem se
nalaze, za svako karakteristicno podrucje potrebno je odrediti prirodnu razinu metala u
tragovima. Opcéenito, raspon prirodnih koncentracija metala u tragovima krec¢e se od nekoliko
mikrograma do manje od 1 nanograma po litri (Cukrov, 2008). U kr§kim rijekama u Hrvatskoj
metali su prirodno prisutni u jako niskim koncentracijama pa i nakon malog dotoka

antropogenog zagadenja dolazi do naglog povecanja koncentracije metala.
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Nasi rezultati ukazuju na povisenje koncentracija ukupno otopljenih metala u vodi u
trenutku ispustanja komunalnih otpadnih voda u odnosu na druge postaje, i to za 19 metala od
ukupno 24 izmjerena. Koncentracija pojedinih metala zabiljezena u trenutku ispustanja
komunalnih otpadnih voda je ve¢a u odnosu na izvor: skoro 7000x za Mn, 50-100x za Na, Co i
Ti, 10-30x za As, Ba, Al, Lii Kte 3-7x za Cd, V i Mo (Tablica 3). Neprocis¢ene komunalne
vode bogate organskim Cesticama sluze kao nosac¢i metala tj. partikularne Cestice iz otpadnih
voda doprinose adsorpciji metala. Kada smo izuzeli vrijednosti izmjerene u trenutku otpustanja
komunalnih otpadnih voda 1 usporedili koncentracije metala medu postajama, u svih izmjerenih
metala zabiljeZene su najvise koncentracije u dijelu toka uz ,.kninsku crnu jamu*, izuzev Cu ¢ije
su vrijednosti najviSe uz komunalni ispust. Izmjerene koncentracije metala na postaji kod
tvornice vijaka u usporedbi s izvorom rijeke Krke su vise: 4000x za Mn, 150-200x za Zn i Fe,
50-70x za Co i Ni, 7-9x za K, T i Li, 3-4x za Pb, Rb, Sb, Na, Se, Sr i Mo te 2x veée za Al, As,
U, V, Ba, Cd i Be (Tablica 3). Poznato je da se vijci najces¢e proizvode od Celika (legura Fe s
C) imjedi (legura Cu i Zn) ¢ije legure mogu sadrzavati 1 manje koli¢ine drugih metala. U celicne
legure se Cesto dodaje Ni iV koji daju svojstvo joS vece otpornosti materijala te se na povrSinu
nanosi 1 T1 kako bi se sprijecila korozija, dok se u mjedene legure dodaje Fe, Mn, Ni, Al 1 Si
(Lositskii i sur., 1966). Povecanje koncentracije Li u okoliSu Cesto se moze vezati uz
metalurgiju, odnosno uz proizvodnju metalnih legura te uz tvornice zbog koriStenja maziva za
podmazivanje strojeva koji se rade na bazi Li (Lu i sur., 2011), §to sve skupa ukazuje na tvornicu
vijaka kao tocCkasti izvor unosa metala, Sto je potvrdio i porast izmjerenih koncentracija metala

u vodi rijeke Krke uz tvornicu vijaka.

Cukrov i sur. (2007) su istrazivali prostornu i vremensku raspodjelu Cd, Cu, Pb, Zn i

Hg u rijeci Krki te su na postaji nizvodno od Knina zabiljezili pove¢anu koncentraciju Zn, Pb i
Hg i povezali je s antropogenim utjecajem ispusta otpadnih voda na tom podrucju. Znacajan
porast metala u tragovima (Zn, Cd, Pb i1 Cu) potvrden je nizvodno od grada Knina i u
istrazivanju koje su proveli Cukrov i sur. 2008. godine, kada su zabiljezene povisene

koncentracije metala u odnosu na izvor rijeke Krke 60x za Zn, 25x za Pb, 4x za Cu i 2x za Cd.

Vrijednosti izmjerene nizvodno od ulijevanja otpadnih voda, na dijelu toka rijeke Krke
prije us¢a ButiZnice, su za sve metale nize u odnosu na postaju uz antropogene utjecaje grada

Knina. Razlog tome je sposobnost samoprocis¢avanja rijeke Krke, koju su opisali Cukrov i

I
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sur. (2008). Naime, proces samoprocis¢avanja moguc je zbog intenzivne sedimentacije u rijeci
Krki te utoka podzemnih voda. Nizvodnije, podrucje sedrenih barijera i Sirokih jezera djeluje
kao prirodna ,,zamka*“ gdje se taloze metali te je i Cukrov (2008.) zabiljezio pad ukupnih
koncentracija metala u tragovima na razinu koja je prisutna na izvoru rijeke Krke (posebno za
Zn i Pb). U nasem istrazivanju ovaj proces dokazuju i vrijednosti As, Ba, Be, Cd, Cu, Mo, Pb,
Rb, Sb, Se, U, V, K, Mg i Na izmjerene prije us¢a Butiznice, koje su usporedive s

koncentracijama navedenih metala na izvoru rijeke Krke (Tablica 3).

Dobiveni podaci ukazuju na jasan trend porasta koncentracija metala od izvora prema
tockastim izvorima zagadenja grada Knina, odnosno ispustu tehnoloskih otpadnih voda tvornice
vijaka DIV d.o.0. te gradskom ispustu komunalnih otpadnih voda, a razlog tako snaznog utjecaja
otpadnih voda je nepostojanje adekvatnih uredaja za procis¢avanje. Uzevsi u obzir podatke o
metalima u tragovima, tok Krke moze se podijeliti na izvori$ni dio- gdje su koncentracije metala
niske, dio uz grad Knin- gdje su koncentracije znacajno povisene te na dio toka nizvodno od
Knina, a prije us¢a rijeke Butiznice- gdje opadaju koncentracije ve¢ine metala zbog procesa

samoprociS¢avanja.

5.4. Bioloske promjene u poto¢noj pastrvi

Kao indikatorski organizam za pracenje utjecaja zagadivala u rijecnom ekosustavu su
izabrane ribe. Kako su na vrhu hranidbenog lanca ribe su Cesti indikatorski organizmi, a pogodne
su 1 kao kraljeSnjaci zbog sli¢ne fiziologije sa sisavcima (Catsiki i Strogyloudi, 1999). Ribe su
takoder blisko povezane s okoliSem u kojem Zive jer im tjelesna temperatura ovisi o temperaturi
okolisne vode. Time je i fiziologija 1 imunologija riba pod utjecajem temperaturnih promjena te
uspjesno reflektiraju uvjete stanista u kojem Zive (Lamkova i sur., 2007). Toksi¢ni u¢inak metala
u riba dovodi do oSte¢enja unutraSnjih organa, promjena krvnih parametara, slabljenja
imunoloskog sustava, Sto sve rezultira smanjenom sposobnosti prilagodbe, vitalnosti 1

otpornosti na bolesti (Staniskiene i sur., 2006).

Biometrijski parametri riba s dviju uzorkovanih postaja (izvor rijeke Krke i dio toka pod
antropogenim utjecajima uz grad Knin) se statisticki znacajno ne razlikuju, kao ni izraCunati
hepatosomatski, gonadosomatski i kondicijski indeks (Tablica 4), §to je vrlo vazno jer ne utjeCu

na vrijednosti citosolskih metala i biomarkera. Ve¢ je dokazano kako razlika u
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masi, reproduktivhom stadiju, starosti riba moze doprinijeti razlikama u bioloskom odgovoru
organizma te je vrlo vazno razluciti bioloske promjene uzrokovane biotiCkim ¢imbenicima od

antropogenih utjecaja (Filipovi¢ Mariji¢ i Raspor, 2010, 2012, 2014).

5.4.1. Koncentracije metala u citosolu jetre poto¢ne pastrve

Povisene koncentracije ve¢ine metala uocene su u citosolu riba ulovljenih na podrucju
toCkastih izvora zagadenja kod grada Knina u odnosu na ribe ulovljene kod izvora rijeke Krke.
Porast koncentracija Se, Mo, Zn, Ag, Sb, Al, Ti, Mn, Ni, Na, Sr i Ba te znac¢ajan porast Li, Bi,
Co, V, Fe, Cu i As (Slike 14 i 15) vjerojatno je posljedica kontinuirane izlozenosti metalima
ispusStanjem tehnoloskih otpadnih voda bez prethodnog prociS¢avanja. Poznato je da toksi¢ni
ucinak metala ovisi o koncentraciji bioloski dostupnih oblika metala. Upravo je zato prednost
odredivanja metala u citosolu stanice u odnosu na uobicajenu metodu odredivanja ukupne
koncentracije metala u tkivu to Sto citosolski metali odrazavaju bioloski raspolozivu frakciju
metala. U skladu s time, podaci o koncentraciji citosolskih metala u jetri poto¢ne pastrve ukazuju
da su vise koncentracije bioloski dostupnih oblika metala prisutne u riba uz podrucje grada

Knina, a time 1 potencijalna toksi¢nost u odnosu na izvor rijeke Krke.

Iznimka su znacajno viSe koncentracije Cd u citosolu jetre poto¢nih pastrva ulovljenih
na izvoru rijeke Krke u odnosu na one ¢ije je staniSte u dijelu toka uz grad Knin (Slika 14).
PoviSena koncentracija citosolskog Cd u riba s izvora rijeke Krke se vjerojatno moze pripisati
prirodnom podrijetlu. Martinez i sur (2002) pretpostavljaju da su poviSene koncentracije Cd na
izvorima rijeka Cesto povezane s ispiranjem tala obogacenih organskom tvari i sumporom te
poniranjem takve vode u podzemlje. Druga pretpostavka je da su vapnenci i dolomiti, koji
dominiraju na prostoru planine Dinare na kojoj se nalazi izvor rijeke Krke (Perica i sur., 2007),
obogaceni spojevima Cd te su uzrok znacajno viSuh koncentracija tog metala u riba ulovljenih
kod izvora rijeke Krke (Slika 14). Medutim, kako bi utvrdili izvor izlozenosti Cd na izvoru
rijeke Krke potrebna su dodatna istrazivanja koja bi obuhvacala i mjerenje koncentracija metala
u sedimentu te procjenu izloZenosti riba metalima putem hrane (mjerenje koncentracija metala
u probavilu) i vode (mjerenje koncentracija metala u Skrgama), kako bi se razlucio 1 procijenio

nacin unosa Cd u organizme na izvoru rijeke Krke.
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5.4.2. Biomarkeri

5.4.2.1. Metalotioneini

Upravo zbog pobudne sinteze uzrokovane metalima, MT se koristi kao biomarker
izlozenosti metalima u riba i drugih organizama (Roesijadi, 1994). Statisticki znacajno povisene
koncentracije MT uocene su u riba s izvora rijeke Krke u odnosu na ribe koje obitavaju u dijelu
toka rijeke Krke uz grad Knin (Slika 16). S obzirom da su statisticki znacajno vise vrijednosti
zabiljezene 1 za Cd u citosolu jetre pastrva na istoj postaji kao MT (Slika 14), a Cd je jedan od
glavnih metala koji dovodi do pobudne sineteze MT, ocigledno porast MT prati poviSene
koncentracije citosolskog Cd.

Vec¢ je u nizu istrazivanja dokazana pobudna sinteza MT uzrokovana Cd. Dugoro¢no
laboratorijsko izlaganje potoc¢ne zlatovéice (Salvelinus fontinalis, por. Salmonidae) Cd,
rezultiralo je poviSenim koncentracijama MT (Hamilton 1 sur., 1987). De Conto Cinier i sur.
(1998) pokazali su da se kod Sarana (Cyprinus carpio) koncentracija MT znacajno linearno
povecéava s izlozeno$¢u Cd u laboratoriju. Krasnici i sur. (2013) su na divljoj populaciji klena
(Squalius cephalus) dokazali da je medu citosolskim proteinima za vezanje Cd odgovoran MT.
Takoder, dokazano je da postoji kompeticija Cd, Cu 1 Zn za vezna mjesta na MT te u slucaju
povisenih koncentracija, Cd moze istisnuti Cu i Zn s veznih mjesta na MT (De Conto Cinier i
sur., 1998). Povisena koncentracija citosolskog Cd u riba s izvora rijeke Krke u odnosu na dio
toka uz grad Knin je vjerojatno prirodnog podrijetla i rezultat je prisustva dolomita i vapnenaca
u sastavu sedimenta (Perica i sur., 2007). Zbog toga je prisutna konstantna i ocigledno i
dominantnu izloZzenost Cd u odnosu na druge metale na izvoru rijeke Krke, §to se odrazilo 1 na

znacajno poviSene koncentracije MT (Slika 16).

5.4.2.2. Malondialdehid

Lipidnom peroksidacijom dolazi do ostecenja lipida, a kao sekundarni produkti nastaju
reaktivni aldehidi poput MDA, koji se koristi kao biomarker oksidativnog stresa. U ovom
istrazivanju uoc¢ene su povecane koncentracije MDA kod jedinki uhvaéenih u podrucju rijeke
Krke uz grad Knin tj. u dijelu toka gdje je zabiljeZen antropogeni utjecaj, ali nisu statisticki
znacajne (Slika 17). Poveéane koncentracije MDA mogu se povezati s metalima koji su u

I
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vodu dospjeli industrijskim ili komunalnim vodama, a s obzirom da oksidativni stres uzrokuju
i organske tvari, svakako i one mogu biti uzrok povisenih MDA vrijednosti jer se velikim

dijelom unose otpustanjem otpadnih komunalnih voda grada Knina.

Druga istrazivanja su takoder potvrdila i metale i organska zagadivala kao uzro¢nike
oksidativnog stresa. Doherty i sur. (2010) su u terenskom istraZzivanju pokazali da je doslo do
povecane koncentracije MDA kod riba u Nigeriji izlozenih teSkim metalima. Lipidnu
peroksidaciju uzrokovanu pesticidima istraZili su Amin 1 Hashem (2012), koji su dokazali
povecane koncentracije MDA u jetri, bubregu i Skrgama africkog soma (Clarias gariepinus)
nakon izlaganja insekticidu deltametrinu, dok su Klobucar 1 sur. (1997) dokazali da

pentaklorofenol uzrokuje lipidnu peroksidaciju u probavnoj zlijezdi puza Planorbarius corneus.

5.4.2.3. Ukupni citosolski proteini

Varijabilnost koncentracije ukupnih citosolskih proteina je indikator opceg stresa
organizma (Filipovi¢ Mariji¢ 1 sur., 2010). Razni stresni ¢imbenici, poput povisene
koncentracije metala u vodi i organskih zagadivala, poviSene temperature vode, smanjene
koncentracije otopljenog kisika, promjena pH mogu dovesti do promjena u koncentraciji
citosolskih proteina. Ukupni citosolski proteini su stoga nespecificni biomarkeri stani¢nog

stresa.

U ovom istrazivanju ukupni citosolski proteini pokazuju povisene vrijednosti u riba
uzorkovanih uz tockaste izvore zagadenja grada Knina, ali bez statisticke znacajnosti (Slika 18).
S obzirom da i ukupni citosolski proteini nisu specifican biomarker poput MDA, poviSene
vrijednosti mogu biti povezane s povisenim koncentracijama metala u vodi i citosolu jetre riba,
ali 1 organskim zagadenjem koje je posljedica unosa komunalnih otpadnih voda grada Knina.
To potvrduju i1 druga istrazivanja, odnosno indukciju citosolskih proteina u klena iz rijeke Save
u ovisnosti o citosolskim metalima, ali i o fizioloSkom stanju riba potvrdili su Filipovi¢ Mariji¢

1 Raspor (2010), a o razli¢itim organskim zagadivalima Stegeman i sur. (1992).
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Bioloski pokazatelji izloZenosti zagadivalima u poto¢ne pastrve ne ukazuju na znacajne
promjene na stani¢noj razini u jetri riba ulovljenih u dijelu toka rijeke Krke uz grad Knin. Time
je potvrdeno da utjecaj otpadnih tehnoloskih i komunalnih voda nije doveo do mjerljivih
stani¢nih promjena u riba, ¢ime bi se potvrdio toksican utjecaj vanjskih stresora. Svakako,
povisene koncentracije ukupnih citosolskih metala u riba ulovljenih uz grad Knin ukazuju na
izlozenost metalima i njihovu veéu bioraspolozivost u riba koje obitavaju u vodotoku rijeke
Krke uz grad Knin te u ekotoksikoloskim istrazivanjima predstavljaju potencijalne bioloske

pokazatelje izloZenosti vodenih organizama metalima.
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Ispitivanje kakvoce rijeke Krke u dijelu toka uz grad Knin ukazuje na o¢igledan antropogeni

utjecaj, koji je posljedica ispustanja tehnoloskih i komunalnih otpadnih voda za koje trenutno ne

postoji adekvatan sustav procis¢avanja. S obzirom da je ovo podru¢je smjesteno samo 2 km

uzvodno od pocetka Nacionalnog parka Krka, zakljucujemo da postoje kontinuirani izvori

onecis¢enja koji predstavljaju potencijalnu opasnost za ouvanje jako dobrog ekoloskog stanja, a

time i stanista i bioraznolikosti zivog svijeta u Nacionalnom parku Krka.

Na temelju odredene fizikalno-kemijske 1 mikrobioloSke kakvocée vode, koncentracija

ukupno otopljenih metala u vodi te procjene utjecaja onecis¢enja na ribe pracenjem koncentracija

citosolskih metala 1 biomarkera zakljuc¢eno je sljedece:

voda na izvoru rijeke Krke je I. kategorije, odnosno jako dobrog ekoloskog stanja;
fizikalno-kemijski i mikrobioloski ¢imbenici kakvoce vode ukazuju na pogorsanje ekoloskog
stanja vode u dijelu toka rijeke Krke uz grad Knin, ¢esto i do V. kategorije, odnosno jako loSeg
ekoloskog stanja;

usporedba koncentracija ukupno otopljenih metala u vodi ukazuje na unos metala u rijeku Krku
u dijelu toka kod tvornice vijaka, kao i uz komunalne otpadne vode, Sto potvrduju i koncentracije
metala u stani¢nom citosolu poto¢nih pastrva, uz izuzetak Cd §to se vjerojatno moze pripisati
prirodnom podrijetlu, ali zahtjeva dodatna istrazivanja;

koncentracije biomarkera izlozenosti metalima (metalotioneina) su znacajno poviSene u riba
ulovljenih u rijeci Krki uz grad Knin, i vjerojatno prate razine citosolskog Cd koji je jedan od
glavnih metala koji dovodi do pobudne sinteze metalotioneina;

ostali izmjereni biomarkeri, malondialdehid i ukupni citosolski proteini su poviseni, ali ne
znacajno u riba koje obitavaju u dijelu toka rijeke Krke uz grad Knin;

vec¢ina ¢imbenika kakvoée vode ukazuje na poboljSanje ekoloSkog stanja na postaji nizvodno
od grada Knina (prije usé¢a rijeke Butiznice u Krku), medutim dokazani antropogeni utjecaji

potvrduju da je neophodno provoditi sustavno pracenje kakvoce vode rijeke Krke.
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9. SAZETAK

Procjena antropogenih utjecaja na rijeku
Krku i potencijalne opasnosti za Nacionalni park Krka

Ivana Grgi¢ 1 Zuzana Redzovié¢

Zahvaljujuci sedrenim barijerama te brojnim slapistima i jezerima, rijeka Krka je
1985. godine proglasena nacionalnim parkom. Uz jedinstvene ljepote krajolika, odlikuje se
i velikom bioraznoliko$¢u te brojnim endemic¢nim i ugrozenim vrstama. Cilj ovog rada bio
je istraZiti antropogene utjecaje u podruc¢ju grada Knina (komunalne i tehnoloske otpadne
vode) koji bi mogli dovesti do pogorSanja kakvoce vode rijeke Krke, a time ugroziti Zivi
svijet 1 fenomen sedrenih barijera, buduci se grad nalazi samo 2 km uzvodno od granice
parka. Tvornica vijaka DIV d.o.o. te komunalni ispust grada Knina predstavljaju tockaste
izvore zagadenja Ciji je utjecaj procijenjen u uzorcima vode te indikatorskom organizmu,
potocnoj pastrvi (Salmo trutta Linnaeus, 1758). Uzorkovanje je provedeno u dijelu vodotoka
rijeke Krke uz grad Knin, a izvor rijeke Krke je odabran za kontrolnu postaju.

Fizikalno-kemijski i mikrobioloski ¢imbenici ukazuju na pogorsanje kakvoce vode
uz antropogene izvore zagadenja grada Knina, za pojedine ¢imbenike 1 do jako loSe kakvoce
(V. kategorija), dok je na izvoru voda I. kategorije. Koncentracije gotovo svih metala u vodi
1 stani¢nom citosolu jetre riba su povisene u dijelu toka uz ispuste otpadnih voda u odnosu
na izvor. Uz citosolske metale, odredeni su 1 biomarkeri kao rani biopokazatelji zagadenja
(izloZenosti metalima- metalotionein (MT), oksidativnom stresu- malondialdehid (MDA),
op¢em stresu- Ukupni citosolski proteini). Znacajne razlike izmedu postaja su nadene za
MT, koji su poviseni u riba s izvora te vjerojatno prate povisene razine citosolskog Cd jer
predstavlja glavni metal koji pobuduje MT sintezu. PoviSen Cd u riba s izvora je iznimka
medu citosolskim metalima i vjerojatno je prirodnog podrijetla. Ostali biomarkeri su
poviseni u riba koje obitavaju u dijelu toka uz grad Knin, vjerojatno kao posljedica utjecaja
vanjskih stresora na vodene organizme. Prikazani rezultati ukazuju na znacajan antropogeni
utjecaj na rijeku Krku, koji predstavljaju potencijalnu opasnost za ocuvanje kakvoce vode, a
time 1 staniSta 1 bioraznolikosti Zivog svijeta u Nacionalnom parku Krka te je neophodno

provoditi sustavni monitoring i pracenje kakvoce vode rijeke Krke.

Kljucéne rijeci: rijeka Krka, otpadne vode, metali, poto¢na pastrva, biomarkeri
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10. SUMMARY

Evaluation of anthropogenic impact on the Krka
River and potential risk to the Krka National Park

Ivana Grgi¢ and Zuzana Redzovi¢

Thanks to the travertine barriers and many cascades and lakes, the Krka River was
proclaimed National Park in 1985. This area stands out for unique beauty of landscape as
well as for high biodiversity and many endemic and endangered species. The aim of this
study was to assess anthropogenic impact which could deteriorate water quality of the Krka
River near Town of Knin (municipal and industrial wastewater), which is located only 2 km
upstream of the Park borders and consequently, represents threat to the living world and tufa
barriers. The influence of the main pollution sources, screw factory named DIV d.o.0. and
untreated municipal runoff was estimated in water samples and an indicator organism, brown
trout (Salmo trutta Linnaeus, 1758). Sampling was performed in the Krka River watercourse
near the Town of Knin and in the Krka spring, which is selected as the reference site.

Physico-chemical and microbiological water parameters pointed to deteriorated
water quality at location impacted by anthropogenic input from the Town of Knin, for certain
parameters even to V class water (very bad quality), in contrast to the Krka spring which is
of high ecological status (I class). Levels of the most metals in the water and fish hepatic
cytosol are increased in pollution impacted Krka River watercourse compared to the source.
In addition to cytosolic metals, biological response was evaluated by using early warning
signs of pollution- biomarkers (of metal exposure- metallothionein (MT), of oxidative stress-
malondialdehyde (MDA), of general stress- total cytosolic proteins). Significant differences
between locations were found only for MT, which was increased in fish from the Krka
spring, probably following increase of cytosolic Cd, known as the main MT inducer.
Increased Cd in fish from spring is exception among cytosolic metals and probably is of
natural origin. Other biomarkers are increased in fish from the watercourse near Knin and
probably reflect general pollution impact to aquatic organisms. Presented results indicated
significant anthropogenic pressure in the Krka River, which represents potential threat to
water quality, and thus the habitat and biodiversity of the living world in the Krka National
Park. Therefore, implementation of comprehensive water quality monitoring strategies of

the Krka River is required.

Keywords: Krka River, waste waters, metals, brown trout, biomarkers
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