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Synurella ambulans from the hyporheic zone. 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

POPIS  KRATICA  

AEC ï energijski naboj adenilata (engl. adenylate energy charge)  

ADP ï adenozin-difosfat (engl. adenosine diphosphate) 

AMP ï adenozin-monofosfat (engl. adenosine monophosphate) 

AOP ï put nastanka ġtetnog ishoda (engl. adverse outcome pathway) 

ATP ï adenozin-trifosfat (engl. adenosine triphosphate) 

CAT ï katalaza (engl. catalase) 

CCA ï kanoniļka analiza podudarnosti (engl. canonical correspondence analysis)  

CEA ï raspodjela staniļne energije (engl. cellular energy allocation)  

CPOM ï krupno usitnjena organska tvar (engl. coarse particulate organic matter)  

DAD ï detektor s nizom fotodioda (engl. diode-array detector)  

DO ï otopljeni kisik (engl. dissolved oxygen)  

DOC ï otopljeni organski ugljik (engl. dissolved organic carbon)  

DOM ï otopljena organska tvar (engl. dissolved organic matter)  

EQS ï standardi kvalitete okoliġa (engl. environmental quality standards)  

FASRB ï Okvirni sporazum o slijevu rijeke Save (engl. Framework Agreement on the Sava 

River Basin)  

FPOM ï fino usitnjena organska tvar (engl. fine particulate organic matter)  

GCM ï globalni konceptualni model (engl. the global conceptual model) 

GR ï glutation reduktaza (engl. glutathione reductase) 

GQS ï standardi kakvoĺe podzemnih voda (engl. groundwater quality standrards)  

GSSG ï oksidirani glutation (engl. oxidized glutathione) 

GST ï glutation-S-transferaza (engl. Glutathione S-Transferase) 



 

 
 

GWAAE ï podzemni ekosustav povezan s podzemnim vodama (engl. groundwater-

associated aquatic ecosystem)  

GWDE ï podzemni ekosustav ovisan o podzemnim vodama (engl. groundwater-dependent 

ecosystem)  

HCC ï koncept hiporeiļkog koridora (engl. hyporheic corridor concept)  

HEF ï hiporeiļka razmjena protoka (engl. hyporheic exchange flow/flux)  

HILIC-HPLC ï tekuĺinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (engl. 

hydrophilic interaction high pressure liquid chromatography)  

HPLC ï tekuĺinska kromatografija s visokim razluļivanjem (engl. high pressure liquid 

chromatography)  

HZ ï hiporeiļka zona 

IP-RP-HPLC ï kromatografija ionskih parova s reverznom fazom (engl. ion pair reversed 

phase high pressure liquid chromatography) 

ISRBC ï MeĽunarodna komisija za slijev rijeke Save (engl. International Sava River Basin 

Commission) 

Keq ï prividna konstanta ravnoteģe adenilat kinaze (engl. apparent equilibrium constant of 

adenylate kinase)  

LDH ï laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase) 

MIE ï molekularni inicirajuĺi dogaĽaj (engl. molecular initiating event)  

MLR ï viġevarijantna linearna regresija (engl. multiple linear regression)  

ODS ï oktadecil silan (engl. octadecylsilane)  

PCA ï perklorna kiselina (engl. perchloric acid)  

PEC ï koncentracija iznad koje je vjerojatno da ĺe ġtetni uļinci biti vidljivi (engl. probable 

effect concentration)  

PEL ï razina vjerojatnog uļinka (engl. the probable effect level)  



 

 
 

PEPCK ï fosfoenolpiruvat karboksikinaza (engl. phosphoenolpyruvate carboxykinase) 

PK ï piruvat kinaza (engl. pyruvate kinase) 

PNEC ï predviĽena koncentracija bez uļinka (engl. predicted no effects concentration)  

RAMP ï metoda predviĽanja smrtnosti refleksnog djelovanja (engl. reflex action mortality 

predictor)  

ROI ï reaktivni kisikovi meĽuprodukti (engl. reactive oxygen intermediates)  

ROS ï reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)  

RP-HPLC ï tekuĺinska kromatografija obrnutih faza (engl. reversed phase high pressure 

liquid chromatography)   

SER ï glatki endoplazmatski retikulum (engl. smooth endoplasmic reticulum) 

SOD ï superoksid dismutaza (engl. superoxide dismutase) 

SPE ï ekstrakcija ļvrstom fazom (engl. solid phase extraction) 

SPR paradigma ï izvor-put-receptor (engl. source-pathway-receptor paradigm) 

SQG ï smjernice za kvalitetu sedimenata (engl. sediment quality guidelines)  

TAP ï ukupni zbroj koncentracija adenilata (engl. total adenylate pool)   

TBA ï tetrabutilamonij hidroksid (engl. tetrabutylammonium hydroxide)  

TBL ï ukupna duljina tijela (engl. total body length)  

TEC ï koncentracija ispod koje se ne oļekuju ġtetni uļinci na organizme (engl. threshold 

effect concentrations)  

TOC ï ukupni organski ugljik (engl. total organic carbon) 

TGSH ï ukupni glutation (engl. total glutathione)  

VBGF ï Von Bertalanffyjeva funkcija rasta (engl. Von Bertalanffy growth function) 

WFD ï Okvirna direktiva o vodama EU (engl. Water Framework Directive)  

WQI ï indeks kvalitete vode (engl. water-quality index)  



 

 
 

WQS ï osnovni fizikalno-kemijski pokazatelji povrġinskih voda (engl. surface water quality 

standards)  

 

 

 

POJMOVNIK STRUĻNIH IZRAZA 

Epigejski organizmi ï organizmi koji ģive na ili blizu povrġine zemlje (sinonim: nadzemni 

ili povrġinski organizmi) 

Hipogejski organizmi ï organizmi koji ģive u podzemlju, ispod zemljine povrġine (sinonim: 

podzemni organizmi)  

Stigobionti ï organizmi koji su morfoloġki, fizioloġki i etoloġki prilagoĽeni iskljuļivo na 

ģivot u vodenim podzemnim staniġtima. Tamo se raĽaju, ģive, razmnoģavaju i ugibaju, a da 

pritom nikada aktivno ne izaĽu u povrġinska staniġta.  

Stigofili ï organizmi koji su djelomiļno prilagoĽeni podzemnim vodenim staniġtima, mogu 

stalno ili povremeno nastanjivati podzemna staniġta, odnosno mogu biti visoko ili djelomiļno 

morfoloġki i fizioloġki prilagoĽeni na odvijanje potpunog ili djelomiļnog ģivotnog ciklusa u 

podzemnim vodenim staniġtima. Najļeġĺe su povezani s povrġinskim staniġtima zbog nekih 

bioloġkih osobitosti kao ġto je ishrana. 
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1. UVOD  

1.1. Ekoekspozom 

MeĽu najveĺim izazovima s kojima se suoļavaju toksikolozi je potreba za 

sveobuhvatnom procjenom izloģenosti toksikantima i utvrĽivanjem uzroļno-posljediļnih veza 

izmeĽu izloģenosti i opaģenih bioloġkih promjena. Kako bi se lakġe predvidio rizik povezan s 

izloģenosti stresorima, Wild (2005) je razvio koncept ekspozoma. Koncept ekspozoma 

obuhvaĺa izloģenost jedinke zagaĽivalima iz okoliġa (egzogenim kemikalijama i njihovim 

biotransformacijskim produktima), kao i endogenim metabolitima i kemikalijama koje nastaju 

kao odgovor na vanjske stresore (Escher i sur., 2017) (Slika 1). Pojam ekspozom je prvi puta 

definirao Wild (2005) kao izloģenost pojedinca okoliġu tijekom ģivota od prenatalnog razdoblja 

nadalje. Rappaport i Smith (2010) su definiciju ekspozoma proġirili na izloģenost ljudskog 

organizma spojevima proizvedenim u tijelu upalom, stresom, peroksidacijom lipida, 

infekcijama i drugim prirodnim procesima, a ne samo kemikalijama koje potjeļu iz vode, zraka, 

hrane i sl. Konaļni cilj ekspozomskog pristupa je pruģiti jasniju vezu izmeĽu izloģenosti 

kemikalijama i ġtetnih uļinaka, prepoznajuĺi sloģeni meĽuodnos izmeĽu utjecaja kemikalija i 

odgovora organizma na stresore (Escher i sur., 2017). Zahvaljujuĺi sveobuhvatnom 

ekspozomskom konceptu moguĺe je prepoznati zajedniļki uļinak mnogih stresora koji djeluju 

na organizam. Stoga se smatra kako je ekspozom kljuļan za kumulativnu procjenu rizika za 

zdravlje i okoliġ zbog izloģenosti viġestrukim uzroļnicima ili stresorima (Smith i sur., 2015; 

Wild, 2005).   

Kada se umjesto izloģenosti ljudi prati izloģenost nekog ekosustava, govori se o pojmu 

Ăekoekspozomñ (National Research Council, 2012). Istraģivanja ljudskog ekspozoma su tipiļno 

Ănedestruktivnañ jer se rade na uzorcima krvi, urina ili fecesa. Za razliku od njih, istraģivanja 

ekoekspozoma se provode na cijelim organizmima ili njihovim tkivima. Iako je implementacija 

ekspozomskog pristupa specifiļna za svaku vrstu organizma, moguĺe je na staniļnoj razini 

pronaĺi poveznice izmeĽu vrsta, pa ļak i izmeĽu zdravlja ljudi i ekosustava (LaLone i sur., 

2014). Izloģenost egzogenim kemikalijama utjeļe na endogenu izloģenost, a oboje utjeļu na 

toksiļno djelovanje kemikalija ili stresora na staniļne procese i puteve. Stoga promjene na 

staniļnoj razini mogu pomoĺi u razumijevanju nepovoljnih zdravstvenih ishoda, kao i uļinaka 

na razini ekosustava (Escher i sur., 2017). Prema nadopunjenoj definiciji Scholz-a i sur. (2022), 

ekoekspozom predstavlja ukupnu unutarnju izloģenost jedinke tijekom ģivota, koja ukljuļuje 

izloģenost antropogenim kemikalijama, njihovim biotransformacijskim produktima i/ili 

aduktima. Endogene signalne kemikalije se mijenjaju zbog izloģenosti kemikalijama 
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antropogenog podrijetla te mogu pridonijeti ukupnoj unutarnjoj izloģenosti i dovesti do 

bioloġkih odgovora.  

Neki su autori predloģili da se procjena ekoekspozoma treba nadopuniti upotrebom 

biokemijskih testova koji ukljuļuju vezanje spoja na receptor, in vitro staniļnih biotestova te 

ciljanih Ăomicsñ metoda (Scholz i sur., 2022). Biotestovi se mogu koristiti za mjerenje uļinaka 

uzrokovanih endogenim kemikalijama, ļime se poboljġava procjena ekoekspozoma. S obzirom 

da trenutno dostupne metode ne mogu detektirati sve egzogene kemikalije koje su od posebnog 

toksikoloġkog znaļaja, mjerenja bioloġkih uļinaka mogu pomoĺi u objaġnjavanju neotkrivenih, 

ali toksikoloġki vaģnih kemikalija i pruģiti uvid u potencijalne uļinke mjeġavine kemikalija kao 

ġto su sinergizam ili antagonizam (Escher i sur., 2020). Bioanalitiļka procjena ekspozoma 

omoguĺava bolje razumijevanje uloge endogenih kemikalija koje tijelo sintetizira kao odgovor 

na egzogene kemikalije. Primjerice, izloģenost egzogenim kemikalijama moģe uzrokovati 

poveĺane razine reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) normalno 

proizvedenih u tijelu. Poveĺane razine ROS-a dovode do kovalentne modifikacije senzornog 

proteina i stabilizacije transkripcijskog faktora, ġto rezultira indukcijom antioksidacijskog 

odgovora (Yamamoto i sur., 2018). Ovakvi sloģeni scenariji mogu se razrijeġiti kombiniranjem 

procjene kemijske (unutarnje) izloģenosti s analizom kljuļnih bioloġkih signalnih molekula 

relevantnih za poznate putove toksiļnosti.   

 

Slika 1. Ekspozom koji obuhvaĺa izloģenost organizma endogenim i egzogenim stresorima 

(preuzeto i prilagoĽeno iz Escher i sur., 2017) 
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1.2. Ekoekspozomski pristup u evaluaciji ekosustava  

Organizmi su tijekom svog ģivotnog vijeka izloģeni stalno promjenjivim sloģenim 

mjeġavinama kemikalija prirodnog i antropogenog podrijetla te je vrlo vaģno ġto sveobuhvatnije 

razumjeti ovu izloģenost i povezati ju sa ġtetnim uļincima na njihovo zdravlje (Scholz i sur., 

2022). Za razumijevanje uļinaka izloģenosti kemikalijama danas se primjenjuje 

ekoekspozomska evaluacija ekosustava, koja omoguĺava identifikaciju izloģenosti organizma 

toksiļnim tvarima iz okoliġa. Naime, ekoekspozomska evaluacija omoguĺava uspostavu vaģne 

poveznice izmeĽu ljudskog zdravlja i zdravlja ekosustava putem istraģivanja utjecaja 

izloģenosti egzogenim i endogenim stresorima na svim razinama bioloġke organizacije i 

sloģenosti (od razine stanice do razine ekosustava) (Escher i sur., 2017). Primjerice, pokazano 

je kako evolucijska konzervacija ciljanih skupina kemikalija na staniļnoj razini omoguĺava 

pronalaģenje poveznice izmeĽu vrsta te izmeĽu ljudi i ekosustava (LaLone i sur., 2014).    

ProvoĽenje ekoekspozomskih istraģivanja moguĺe je zahvaljujuĺi uspostavljenim 

metodama za uzorkovanje, ekstrakciju uzoraka, ciljanim i neciljanim kemijskim analizama te 

biotestovima (Slika 2). Istraģivanja ekspozoma danas su primijenjena u ekotoksikologiji, 

primjerice u monitoringu zagaĽivala vodenih ekosustava (Houde i sur., 2011). Naime, visoke 

koncentracije perfluoriranih spojeva pronaĽene su u beskraljeġnjacima, ribama, gmazovima i 

morskim sisavcima diljem svijeta, pri ļemu je uoļena bioakumulacija i biomagnifikacija ovih 

spojeva u slatkovodnim i morskim hranidbenim mreģama. TakoĽer, istraģivanja ekspozoma su 

se pokazala izuzetno vaģnima za zaġtitu vrsta i ekosustava. Primjerice, Tian i sur. (2021) su 

pokazali kako je kemikalija (kinon transformacijski produkt N-(1,3-dimetilbutil)-N'-fenil-p-

fenilendiamina, 6PPD-kinon) koja se koristi u proizvodnji automobilskih guma odgovorna za 

izazivanje akutne smrtnosti srebrnog lososa (Oncorhynchus kisutch). Ova kemikalija dospijeva 

u urbane vodotoke ispiranjem s cesta prilikom velike koliļine oborina te je stoga potrebno 

uvesti nove regulatorne strategije za praĺenje ispiranja 6PPD-kinona u vodotoke. Brojni 

farmaceutici dospijevaju u vodeni okoliġ putem ureĽaja za proļiġĺavanje otpadnih voda te se 

nakupljaju u akvatiļkim organizmima, izazivajuĺi ġtetne subletalne odgovore pri kroniļnoj 

izloģenosti (LaLone i sur., 2014). Stoga su razvijene brojne tehnike za prioritizaciju 

farmaceutika kako bi se procijenio potencijal ġtetnih uļinaka na organizme, poput oļuvanih 

receptora i enzima na koje djeluju lijekovi. Iako je analiza ekoekspozoma relativno novi pristup 

koji se joġ ne koristi rutinski u procjeni rizika za okoliġ, osnovni principi koje ona obuhvaĺa 

nisu novi. Sve ļeġĺom primjenom ekoekspozomskog koncepta u okoliġnom monitoringu i 
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kvantitativnom predviĽanju rizika olakġat ĺe se razumijevanje ekoloġkih uļinaka kompleksnih 

smjesa kemijskih oneļiġĺivala iz okoliġa (Scholz i sur., 2022).   

 

Slika 2. Analitiļke metode i metode temeljene na uļinku specifiļnog ekoekspozoma (preuzeto 

i prilagoĽeno iz Scholz i sur., 2022)   

 

Nadalje, iako analiza ekoekspozoma moģe zahtijevati brojne resurse, nove tehnologije ļine ovu 

analizu brģe i lakġe izvodivom (Scholz i sur., 2022). Otkrivanje niza novih alata za procjenu 

ekoloġkog rizika zahtijeva razvoj okvira unutar kojeg se podaci i znanje prikupljeni na viġe 

razliļitih razina bioloġke organizacije mogu sintetizirati na naļin koji je koristan u procjeni 

rizika i ekotoksikologiji. U tu svrhu razvijen je teorijski okvir nazvan put nastanka ġtetnog 

ishoda (engl. adverse outcome pathway ï AOP) kako bi se podaci o toksiļnosti kemikalija 

mogli strukturirati i efikasno koristiti u procjeni rizika (Ankley i sur., 2010). AOP predstavlja 

korisnu strukturu koja omoguĺava organiziranje postojeĺeg znanja i pomoĺu koje se mogu 

prepoznati prioriteti za daljnja istraģivanja. AOP-ovi su sekvencijalni nizovi dogaĽaja koji se 

proteģu kroz viġe razina bioloġke organizacije. AOP prikazuje postojeĺe znanje koje povezuje 

molekularni inicirajuĺi dogaĽaj (engl. molecular initiating event ï MIE) (npr. molekularne 

interakcije izmeĽu ksenobiotika i odreĽene biomolekule) i ġtetni ishod na bioloġkoj razini 

organizacije relevantan za procjenu rizika (Ankley i sur., 2010). Kombiniranjem kemijskih 

analiza i biotestova moguĺe je povezati izloģenost organizma sa ġtetnim uļincima, ġto se moģe 

postiĺi koriġtenjem AOP-ova (Scholz i sur., 2022). Integracija AOP koncepta u 

ekoekspozomsku procjenu je korisna jer se AOP moģe koristiti za predviĽanje potencijalnih 
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ġtetnih uļinaka na temelju kemijskih/bioanalitiļkih informacija dobivenih kao dio procjene. 

Nadalje, informacije iz AOP-ova mogu se upotrijebiti za identificiranje relevantnih 

bioanalitiļkih mjerenja potrebnih za rjeġavanje ġtetnih ishoda u ekoekspozomskoj procjeni. 

Primjerice, ukoliko je cilj ekoekspozomske analize procijeniti reproduktivni uļinak riba, postoji 

nekoliko krajnjih toļaka ekspresije gena ili metabolomiļkih krajnjih toļaka povezanih sa 

signalizacijom estrogena ili androgena, ili sintezom steroidnih hormona (Scholz i sur., 2022).   

1.3. Podzemne vode uz rijeļne ekosustave   

Podzemni okoliġ fascinirao je ljude joġ od antiļkog doba te su njegova istraģivanja 

doprinijela otkriĺu iznimne bioraznolikosti vrsta i demantirala prijaġnje uvrijeģeno stajaliġte da 

podzemlje predstavlja siromaġan i jednolik okoliġ (Gibert i Deharveng, 2002). Podzemna 

staniġta Hrvatske jedna su od njezinih najznaļajnijih prirodnih posebnosti i svjetski priznato 

prirodno bogatstvo, koja udomljuju izuzetno raznovrsnu i bogatu podzemnu faunu. Podzemne 

vode ļine 12 % ukupnih koliļina vode u Hrvatskoj, a njihovu vaģnost najbolje pokazuje podatak 

da je 83 % javne vodoopskrbe u 2020. godini doġlo iz zaliha podzemnih voda. U Hrvatskoj se 

podzemne vode, osim za piĺe i javnu vodoopskrbu, koriste i za navodnjavanje poljoprivrednih 

kultura, za potrebe stoļarstva, dok se geotermalni izvori podzemnih voda koriste u industriji za 

proizvodnju elektriļne energije i grijanje prostora. Sjeverna i istoļna Hrvatska pripadaju 

juģnom rubu Panonskog bazena kojim dominiraju prostrane ravnice rijeka Save i Drave u 

kojima su formirani vodonosnici intergranularne poroznosti (Brkiĺ i sur., 2009). Aluvijalni 

vodonosnici sjeverne Hrvatske uglavnom su pokriveni polupropusnim praġinasto-glinovitim 

naslagama. Ove naslage su sastavljene od ļestica praha, gline i sitnozrnatog praġinastog pijeska, 

koje po starosti odgovaraju gornjem pleistocenu i holocenu (Brkiĺ i sur., 2009). Jedna od cjelina 

podzemnih voda u panonskom dijelu Hrvatske je i cjelina Zagreb, koja je sastavljena od pijeska, 

ġljunka, praha, gline, lapora, pjeġļenjaka i vapnenca. Podzemne vode jedini su izvor pitke vode 

u gradu Zagrebu. Zagrebaļki vodonosnik je aluvijalni neomeĽeni vodonosnik s vodnim licem 

povezanim s rijekom Savom, koji se napaja infiltracijom iz Save. Ugroģen je zbog porasta 

koncentracija oneļiġĺujuĺih tvari i smanjenja koliļine podzemne vode (Nakiĺ i sur., 2013). Na 

kvalitetu podzemne vode ovog vodonosnika negativno su utjecali industrijski razvoj i brzi rast 

grada Zagreba (Nakiĺ i sur., 2001).  

 Hiporeiļka zona (HZ) je prijelazna zona izmeĽu povrġinske i podzemne vode. Najļeġĺe 

se razmatra u kontekstu rijeka ili potoka koji su u kontaktu s podzemnom vodom (Banks i sur., 

2019). HZ ĺe biti detaljno opisana u poglavlju 1.3.5. Hiporeiļka razmjena je mijeġanje 

povrġinske i plitke podzemne vode kroz porozni sediment koji okruģuje rijeku, a pokreĺu je 
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prostorne i vremenske varijacije u karakteristikama rijeļnog toka (tlak u koritu, pokretljivost 

korita, aluvijalni volumen i hidrauliļka vodljivost) (Tonina i Buffington, 2009). Hiporeiļka 

razmjena ukljuļuje spuġtanje ili tonjenje vode u aluvij (engl. downwelling) i uzlazno strujanje 

ili izdizanje vode iz aluvija u povrġinski tok (engl. upwelling). Ovi pojmovi bit ĺe detaljno 

objaġnjeni i prikazani u poglavlju 1.3.5. Osim hiporeiļke razmjene, znaļajan je i dotok 

podzemne vode u HZ. Prostorne i vremenske skale hiporeiļke razmjene ovise o HZ, koja moģe 

biti ograniļena u malim rijekama, ili moģe imati veliki opseg u rijekama koje se nalaze u 

poplavnim dolinama (Stanford, 2006). HZ moģe mijenjati svoj opseg ovisno o sezoni, pri ļemu 

dolazi do promjena u povrġinskim i podzemnim tokovima (Malard i sur., 2002). Postoje tri 

primarne metode koje se koriste za definiranje opsega HZ, a odraģavaju povijesne interese 

specifiļnih disciplina za hiporeiļke procese: geokemijska, hidrauliļka i bioloġka. Geokemijska 

metoda definira HZ kao volumen sedimenta koji sadrģi odreĽeni postotak povrġinske vode 

(Triska i sur., 1989). Hidrauliļka metoda definira HZ putem modela podzemne vode koji prate 

putanje hiporeiļke razmjene kroz sediment kao funkciju gradijenata tlaka u koritu i hidrauliļke 

vodljivosti (Tonina i Buffington, 2009). U ovoj metodi, svi putovi hiporeiļke razmjene protoka 

koji poļinju i zavrġavaju u koritu rijeke i obalama unutar dosega istraģivanja zajedniļki 

definiraju volumen HZ. Bioloġka metoda definira HZ kroz prisutnost hiporeiļke faune te 

zahtijeva poznavanje vrsta i njihovih staniġta (Gibert i sur., 1994). Ona ukljuļuje prisutnost 

povremenih stanovnika HZ koji dolaze iz povrġinskog toka (epigejske vrste) ili trajnih 

stanovnika HZ (hipogejske vrste).  

Koncepcijski modeli povrġinskog toka i rijeļnog korita pokazuju interakciju izmeĽu 

HZ, podzemne vode i nepropusne zone. Dijele se na pet glavnih tipova: a) tekuĺica bez HZ, pri 

ļemu je nadzemni tok potpuno ograniļen nepropusnom podlogom (npr. stijena ili glina); b) HZ 

stvorena advekcijom vode iz povrġinskog toka, smatra se kako je ovo najjednostavnija 

funkcionalna HZ jer postoji neovisno o podzemnim interakcijama; c) HZ stvorena advekcijom 

vode iz povrġinskog toka i iz podzemnih voda, ovo je najļeġĺi model u kojem se nadzemni tok, 

HZ i podzemna voda nalaze iznad nepropusne podloge, moģe doĺi do mijeġanja nadzemnog 

toka i podzemne vode; d) HZ stvorena infiltracijom vode samo iz korita povrġinskog toka (nema 

parafluvijalnog toka); e) plitka HZ stvorena samo infiltracijom iz korita povrġinskog toka 

(Banerjee i Ganguly, 2023; White, 1993).  

1.3.1. Prostorni raspored podzemnih voda uz rijeļne ekosustave 

Prema lotiļkoj teoriji ekosustava, rijeļni sustav je ļetverodimenzionalnog karaktera, 

odnosno ima longitudinalnu, lateralnu, vertikalnu i vremensku dimenziju (Ward, 1989). 
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Longitudinalna dimenzija obuhvaĺa interakcije izmeĽu uzvodnog i nizvodnog dijela toka. Ona 

moģe ukljuļivati transport sedimenta uzduģ rijeļnog korita ili transport nutrijenata. Primjerice, 

migracije anadromnih vrsta riba (poput lososa) iz oceana u izvoriġne dijelove rijeka ukljuļuju 

prijenos velikih koliļina hranjivih tvari u obliku jaja, izluļevina i jedinki koje ugibaju nakon 

mrijesta (Bernthal i sur., 2022). TakoĽer, brojni vodeni kukci lete uzvodno kako bi poloģili 

jajaġca u vodu i na taj naļin takoĽer doprinose transportu nutrijenata iz nizvodnih prema 

izvoriġnim dijelovima rijeka (Williams i Williams, 1993). Osim nutrijenata (spojeva duġika i 

fosfora), longitudinalno se prenosi alohtona i autohtona organska tvar, zahvaljujuĺi 

makroskopskim beskraljeģnjacima koji pretvaraju krupno usitnjenu organsku tvar (engl. coarse 

particulate organic matter, CPOM) u fino usitnjenu organsku tvar (engl. fine particulate 

organic matter, FPOM) i prenose ju u nizvodna podruļja toka (Wallace i sur., 1986). Vrste koje 

naseljavaju HZ takoĽer doprinose prijenosu tvari i energije unutar HZ, ali i izmeĽu HZ i drugih 

dijelova toka (Boulton, 2000). Ovaj proces moģe se objasniti pomoĺu koncepta hiporeiļkog 

koridora (engl. hyporheic corridor concept, HCC), prema kojem hiporeos (tj. hiporeiļka fauna, 

pojam je objaġnjen u poglavlju 1.3.5.2.) moģe putovati longitudinalno duģ Ăkoridorañ od izvora 

do nizinskih dijelova rijeka kao i lateralno u poplavne nizine (Stanford i Ward, 1993).  

Lateralna dimenzija ukljuļuje izmjenu tvari (organska tvar, hranjive tvari) i energije te 

aktivno i pasivno kretanje organizama izmeĽu vode iz korita povrġinskog toka i 

riparijske/poplavne rijeļne doline. U riparijskoj zoni, HZ se moģe protezati na paleokanale i 

ġiru poplavnu dolinu, pruģajuĺi prostorno rasporeĽeno staniġte (Stanford i Ward, 1993). Kada 

uz obalu rijeke postoji nepropusna podloga, HZ se moģe protezati lateralno nekoliko desetaka 

metara od obale (Pipan i Culver, 2019). Lateralne interakcije su posebice razvijene u poplavnim 

rijekama, gdje poplave utjeļu na riparijsku vegetaciju, koja zauzvrat utjeļe na morfologiju 

kanala, temperaturu vode i koliļinu svjetlosti. Prilikom izlijevanja rijeke iz svog korita dolazi 

do transporta nutrijenata iz rijeke u poplavnu rijeļnu dolinu. Povremeno ispiranje vodenih 

makrofita i beskraljeģnjaka iz poplavne rijeļne doline moģe rezultirati velikim unosom 

organske tvari u rijeku. Liļinke nekih vodenih kukaca migriraju lateralno duģ obale rijeke, 

naseljavajuĺi primjerice obliģnje poplavne moļvare, kako bi izbjegle poveĺanje razine vode 

uslijed otapanja ledenjaka (Ward, 1989). U novije vrijeme, daljinska istraģivanja te 

geomorfoloġko kartiranje i modeliranje pruģaju vaģne informacije o lateralnoj dimenziji HZ 

(Banks i sur., 2019). 

U vertikalnoj dimenziji dogaĽaju se znaļajne interakcije izmeĽu vode iz korita 

povrġinskog toka i podzemne vode. Vertikalna dimenzija je prijelazna ili ekotonska zona koja 

definira prijelaz iz povrġinskog vodotoka u hiporeiļku zonu (HZ) (Krause i sur., 2011). 
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Razlikujemo plitku i duboku HZ, pri ļemu plitka HZ ima karakter ekotonalnosti (Ward, 1989). 

Pokazano je da sezonske promjene (tj. prijelaz proljeĺe-ljeto i ljeto-jesen) i promjene u 

gradijentu izmeĽu razine povrġinske i podzemne vode uzrokuju poveĺanje ili smanjenje 

volumena HZ (Malzone i sur., 2016). Primjerice, volumen HZ i vrijeme zadrģavanja 

intersticijske vode u HZ poveĺavaju se tijekom poplava (Zimmer i Lautz, 2014). Zajednice 

beskraljeģnjaka se znaļajno razlikuju u povrġinskoj i podzemnoj vodi, a ovu vertikalnu 

distribuciju pokazuju i razlike u koncentracijama duġika i fosfora, koje su znaļajno viġe u 

podzemnoj vodi u odnosu na povrġinsku (Ward, 1989).   

Ļetvrta dimenzija je vremenska, koja podrazumijeva sezonalnost, starost i vrijeme 

taloģenja sedimenta duģ korita vodotoka. U ovom pogledu razlikujemo aluvijske i diluvijske 

sedimente, pri ļemu su diluvijski puno udaljeniji te se u njima nalaze duboke podzemne vode. 

Segment sezonalnosti ukljuļuje promjenu koliļine nutrijenata i strukture zajednica. 

Odgovarajuĺa vremenska skala ovisi o organizmu koji se istraģuje, proteģuĺi se od vremena 

potrebnog za uoļavanje promjena u ponaġanju do vremena potrebnog za evolucijsku promjenu 

(Ward, 1989). Ukoliko se dinamika hiporeiļkog protoka promatra kratkoroļno (na razini dana 

ili mjeseci), moģe se uoļiti kako padaline izazivaju varijacije u protoku i visini podzemne vode 

(Boano i sur., 2014). Vremenske varijacije u hiporeiļkom protoku vidljive su i tijekom duljih 

razdoblja (na razini mjeseci ili godine), pri ļemu su neke periodiļne (uzrokovane 

evapotranspiracijom), a druge nastaju zbog poplava (Larsen i sur., 2014).  

1.3.2. Strukturni elementi podzemnih voda uz rijeļne ekosustave  

Podzemni ekosustavi sastoje se od 3 glavna segmenta: geoloġkog supstrata, podzemne 

vode i organizama koji ga nastanjuju (razliļiti mikro-, meio- i makroorganizmi) (Chapelle, 

2001). Ovi organizmi imaju vaģnu ulogu u recikliranju organske tvari koju prenosi voda i u 

preraspodjeli energije i tvari (Boulton i sur., 2002). Plitka podzemna staniġta, poput HZ, 

karakterizira velika bioraznolikost povrġinskih i iskljuļivo hipogejskih (podzemnih, 

stigobiontnih) vrsta (Rouch i Danielopol, 1997). Za funkcioniranje podzemnih ekosustava i 

strukturu podzemnih zajednica vaģan je dinamiļan proces izmjene izmeĽu povrġinskih i 

podzemnih voda (Danielopol i sur., 2003). Upravo je ova povezanost nadzemnih i podzemnih 

ekosustava vaģna za rasprostranjenost faune i veliku bioraznolikost (Malard i sur., 1997). Stoga 

se danas u istraģivanjima podzemnih ekosustava primjenjuje holistiļki pristup koji integrira 

podzemne te okolne kopnene i vodene ekosustave. 

Svojstva sedimenta kontroliraju hiporeiļku razmjenu protoka (engl. hyporheic exchange 

flow, HEF) pa tako veliļina ļestica sedimenta, heterogenost sedimenta i dubina utjeļu na vodu 
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koja teļe kroz rijeļno korito (Magliozzi i sur., 2018; Packman i sur., 2004). Hiporeiļka 

razmjena je poveĺana u grubljim sedimentima (Packman i sur., 2004). Rijeke s veĺom  

povezanoġĺu slojeva sedimenta imaju duģi hiporeiļki protok, meĽutim ova povezanost se moģe 

smanjiti nakupljanjem finog sedimenta koji zaļepljuje pore (Brunke i Gonser, 1997). Pokazano 

je kako je heterogenost sedimenta jedan od glavnih pokretaļa lateralne povezanosti u HZ 

(Pryshlak i sur., 2015). Visoko propusni sedimenti rijeļnog korita omoguĺavaju povrġinskoj 

vodi da lako prodre u HZ, uzrokujuĺi da se vertikalni hidrauliļki gradijenti snaģno mijenjaju s 

lokalnom propusnoġĺu sedimenata (Packman i MacKay, 2003). Hiporeiļka razmjena protoka 

je povezana s varijabilnoġĺu hidrauliļke vodljivosti i razlikama u hidrauliļkom gradijentu kao 

rezultat geomorfologije korita i turbulentnog toka na malim prostornim razmjerima (razmjeri 

od nekoliko milimetara do metara), kao i regionalnog toka podzemne vode na veĺim razmjerima 

(obuhvaĺajuĺi do nekoliko stotina metara toka). Pokazano je kako zaļepljenje intersticijskih 

prostora unutar korita rijeke zbog ulaska sitnih sedimenata i organskog materijala smanjuje 

hidrauliļku vodljivost (Krause i sur., 2011).  

1.3.3. Funkcionalna uloga podzemnih voda uz rijeļne ekosustave  

Funkcionalna uloga HZ kao ekotona moģe se razmatrati na tri prostorne skale: na skali 

sedimenta (mikroskali), na skali vodotoka i na skali slijeva. Na mikroskali, gradijenti redoks 

potencijala kontroliraju kemijske transformacije i transformacije nutrijenata posredovane 

mikroorganizmima koje se dogaĽaju na povrġini ļestica. Granulometrijske znaļajke sedimenta 

(oblik i raspodjela veliļinskih kategorija sedimenta) odreĽuju veĺinu fiziļkih i kemijskih 

procesa u HZ (Brunke i Gonser, 1997). Zbog ovih znaļajki, u HZ postoje podruļja brzog i 

sporog intersticijskog protoka pa ļak i anoksiļna mjesta (Ămrtve zoneñ) u kojima nema protoka. 

Biofilmovi su vrlo vaģni u HZ jer zadrģavaju finu organsku tvar te na taj naļin utjeļu na njezinu 

distribuciju u sedimentima. Na razini sedimenta vaģnu ulogu ima i hiporeos, koji regulira 

mikrobnu produktivnost i osigurava hranu veĺim beskraljeģnjacima u HZ (Boulton i sur., 1998). 

Na skali vodotoka, hidroloġka izmjena i vrijeme zadrģavanja vode odraģavaju se u sastavu 

hiporeiļke faune, unosu otopljenog organskog ugljika i nitrifikaciji. Ļimbenici poput 

temperature, luģnatosti, hranjivih tvari, otopljenog organskog ugljika i otopljenog kisika 

odraģavaju dotok povrġinske vode u HZ. Kretanjem vode kroz sediment nastaje longitudinalni 

gradijent, koji je povezan sa smjerom hidroloġke izmjene (Boulton i sur., 1998). HZ je vrlo 

vaģna za zajednice koje naseljavaju povrġinski tok. Naime, hiporeiļka voda iz podruļja 

izdizanja (engl. upwelling) je bogata hranjivim tvarima pa na ovim podruļjima nalazimo visoku 

produktivnost u povrġinskom toku. Na ovim mjestima je poveĺana aktivnost algi, makrofita kao 
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i sastav bentoske faune (Boulton i sur., 1998). Osim toga, dotok podzemne vode i hiporeiļki 

protok imaju vaģnu ulogu u regulaciji temperature nadzemnog toka te se na ovaj naļin sprjeļava 

pregrijavanje vodotoka, koje ima negativan utjecaj na ribe i druge organizme (Burkholder i sur., 

2008).    

Koncept hiporeiļkog koridora opisuje gradijente na skali slijeva, proteģuĺi se do 

aluvijalnih vodonosnika kilometrima od glavnog kanala. Ovaj koncept predloģili su Stanford i 

Ward (1993), a on naglaġava veze i interakcije izmeĽu HZ i slijeva. Prema ovom konceptu 

proizvodnja u glavnom kanalu je pod jakim utjecajem vode bogate hranjivim tvarima koja 

izranja, struktura i dinamika riparijske zone odraģava protok u hiporeiku, a prostorna i 

vremenska varijabilnost u hidroloġkim procesima izmjene doprinosi iznimnoj bioraznolikosti 

krajolika. Hiporeiļki koridor formira podpovrġinski kontinuum, koji ima lateralnu komponentu 

koja povezuje riparijske zone, rukavce i vodonosnike poplavne ravnice. Osim lateralne 

komponente, duģ rijeļnog kontinuuma odvija se vertikalna hidroloġka izmjena izmeĽu HZ i 

povrġinskog toka (Boulton i sur., 1998). Na svim skalama, funkcionalna uloga HZ odnosi se na 

njezinu aktivnost i povezanost s povrġinskom vodom (Boulton i sur., 1998). 

1.3.4. Klasifikacija i zonacija podzemnih voda u pokretnim sedimentima 

Vodena podzemna staniġta dijele se na dvije osnovne kategorije: intersticijska vodena 

staniġta i vode podzemnih ġupljina (Gottstein, 2010). U intersticijska vodena staniġta spadaju: 

a) morska i priobalna intersticijska staniġta i b) slatkovodna intersticijska staniġta, dok se 

potonja dalje dijele na hiporeal (HZ), freatik (freatiļka zona) i hipotelminoreiļku zonu. Vode 

podzemnih ġupljina se dijele na: a) procjedne vode epikrġke zone, b) vode ponornice (egzogene 

rijeke), c) vode estavela, d) izvorske vode (izvori, vrela, oka), e) stalne podzemne tekuĺice 

(endogene rijeke), f) ġpiljske stajaĺice, g) ġpiljske vode s autohtonim izvorom energije, h) 

termalne podzemne vode, i) anhihalina podzemna vodena staniġta (cenote i podzemni estuariji) 

i j) morske ġpilje (Gottstein, 2010). 

Freatiļka zona i HZ pojavljuju se duģ aluvijalnih nanosa rijeka kontinentalnog i djelomiļno 

priobalnoga podruļja Hrvatske. Ukoliko se sagleda slijevno podruļje velikih rijeka, podzemna 

vodena staniġta se sastoje od tri dijela: 1) podzemna vodena akumulacija koju ļine heterogeni 

vodonosnici u razliļitim tipovima sedimenata (posebno na podruļju krġa), 2) freatiļka (vodom 

potpuno zasiĺena) zona i 3) graniļna infiltracijska zona uz potoke i rijeke (Gottstein, 2010). 

Intersticijska podzemna staniġta se definiraju kao staniġta u meĽuprostorima krġja, ġljunka 

ili pijeska, koja su na suhom ili ispunjena vodom (Gottstein, 2010). Intersticijska vodena 

staniġta su staniġta u vrlo heterogenom supstratu, primjerice ġljunku, pijesku, glini ili 
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ġupljikavim stijenama, u koritu nekih podzemnih i nadzemnih tekuĺica, u obalama stajaĺica te 

u dubljim aluvijalnim nanosima (Culver i Pipan, 2014; Danielopol, 1976). Podzemna voda 

ispunja meĽuprostore ġupljikavih stijena, ġljunka, pijeska i gline, ļineĺi uski labirint kanaliĺa 

koji su meĽusobno povezani. 

Ova staniġta naseljavaju organizmi malih dimenzija, bez boje, izduģenog oblika tijela, 

reduciranih usnih organa i/ili produģenih osjetilnih struktura (Gottstein, 2010). HZ naseljavaju 

vrste iz bentoske zajednice tekuĺica, poput razliļitih razvojnih stadija vodenih beskraljeģnjaka 

iz skupine dvokrilaca (Diptera), vodencvjetova (Ephemeroptera), obalļara (Plecoptera), 

vodengrinja (Acari, Hydrachnidia) te nekih vrsta maloļetinaġa (Oligochaeta). Rakovi koji su 

tipiļni za ovu zajednicu pripadaju skupinama veslonoģaca (Copepoda), ljuskara (Ostracoda) i 

rakuġaca (Amphipoda).  

1.3.5. Hiporeiļka zona (HZ) kao intersticijski ekosustav  

Hiporeiļku zonu (HZ) je prvi puta definirao Orghidan 1955. godine kao dinamiļnu, 

zasiĺenu, tranzicijsku zonu u kojoj je povrġinska voda u kontaktu s freatiļkom (podzemnom) 

vodom (Kªser, 2010) (Slika 3). Pojam je izveden iz grļkih rijeļi hypo (ispod) i rheos 

(tok/protok). U ovom jedinstvenom podzemnom intersticijskom staniġtu, meĽuprostori 

pjeskovitog i ġljunkovitoga sedimenta ispod i uz nadzemni tok tekuĺice ispunjeni su 

intersticijskom vodom, a fizikalno-kemijski uvjeti su razliļiti od onih u povrġinskim i 

podzemnim vodama (Orghidan, 1955). HZ su najbolje razvijene u ġljunkovitom koritu potoka 

i rijeka koje imaju sediment s velikim intersticijskim meĽuprostorima. Intersticijska voda moģe 

potjecati samo od povrġinske tekuĺice, samo od freatiļke zone ili od mijeġane povrġinske i 

podzemne vode (Gottstein, 2010). Povrġinska voda je tipiļno oksigenirana, ima promjenjiv 

protok, kratko vrijeme zadrģavanja i promjenjive fizikalno-kemijske uvjete, dok podzemnu 

vodu karakterizira dugo vrijeme zadrģavanja u okolnom slijevu, s kemijski redukcijskim 

uvjetima koji mogu smanjiti razinu otopljenog kisika i sniziti temperaturu (Boulton i sur., 

1998). Zbog mijeġanja povrġinske i podzemne vode, HZ ima specifiļne fiziļke (npr. 

temperatura vode) i biogeokemijske (npr. jaki kemijski gradijenti) znaļajke. HZ ima vaģnu 

ulogu u protoku hranjivih tvari, zadrģavanju ļestica u vodotocima te uklanjanju organskih 

spojeva antropogenog porijekla. HZ je povezana s drugim hidroloġkim komponentama, poput 

aluvijalnih vodonosnika, parafluvijalne zone, povrġinskom i podzemnom vodom (Boulton i 

sur., 1998) (Slika 4). Interakcije izmeĽu rijeke i podzemnog vodnog tijela te izmeĽu rijeke i 

riparijske zone, stvaraju ġiroku lepezu krajobraznih znaļajki. Hidroloġke interakcije izmeĽu  
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Slika 3. Presjek hiporeiļke zone unutar rijeļnog slijeva (preuzeto i prilagoĽeno iz Biddulph, 

2015) 

 

rijeka i njihovog podzemnog okoliġa odvijaju se meĽusobnim protokom kroz nezasiĺeno tlo i 

infiltracijom ili eksfiltracijom u zasiĺene zone (Brunke i Gonser, 1997). HZ je fluktuirajuĺi 

ekoton izmeĽu povrġinskog toka i duboke podzemne vode, u kojem su ekoloġki procesi pod 

utjecajem kretanja vode, propusnosti, veliļine ļestica supstrata, biote i fizikalno-kemijskih 

znaļajki gornjeg toka i susjednih vodonosnika (Boulton i sur., 1998). Granice ovog ekotona se 

mijenjaju vremenski i prostorno kao odgovor na hidroloġke uvjete i karakteristike sedimenta 

(Boulton i sur., 2010). S obzirom na veliļinu i strukturnu sloģenost, razlikujemo hiporeiļke 

sustave malih razmjera (nekoliko metara do stotina metara), poput onih u aluvijalnim 

sedimentima uz rijeke, i velike sloģene sustave (nekoliko kilometara), poput krġkih sustava ili 

aluvijalnih ravnica (Danielopol i sur., 2003). U vodotocima koji su prirodnog karaktera HZ se 

moģe lateralno protezati i nekoliko kilometara od rijeļnog korita (Stanford i Ward, 1988). U 

tom sluļaju HZ se moģe podijeliti na nekoliko podtipova: a) natopljena HZ (stigal), b) 

parafluvijalna HZ i c) riparijska HZ. Natopljena HZ se nalazi direktno ispod rijeļnog korita, a 

parafluvijalna HZ ispod starih dijelova vodenog toka, koji nisu hidroloġki aktivni tijekom cijele 

godine. Riparijska HZ se nalazi ispod zeljastog i drvenastog bilja uz rijeļne tokove. Ova 

vegetacija ima funkciju aktivnog vezanja duġiļnih i fosfatnih spojeva koji se ispiru sa 

poljoprivrednih povrġina u rijeku (Boulton i sur., 1998; Datry i sur., 2008).   

Glavni procesi koji se odvijaju u HZ su: 1) fiziļki pokretaļi i hiporeiļka razmjena 

protoka, 2) bioloġki procesi i hiporeos i 3) biogeokemijski procesi (Lewandowski i sur., 2019).  



 1. Uvod 

 

13 
 

 

Slika 4. Shematski prikaz hidroloġkih komponenti koje mogu biti u interakciji s hiporeiļkom 

zonom (preuzeto i prilagoĽeno iz Boulton i sur., 1998)   

 

Protok vode u sustav, unutar HZ, izvan ili kroz HZ naziva se hiporeiļka razmjena protoka (engl. 

hyporheic exchange flow, HEF) (Fox i sur., 2014). Na hiporeiļku razmjenu protoka utjeļu 

gradijenti tlaka koji nastaju zbog topografskih varijacija korita te geomorfoloġke i 

hidrogeoloġke karakteristike rijeļne mreģe i susjednih vodonosnika. Fiziļki pokretaļi HEF-a 

(nagib kanala, geometrija korita, duljina protoka, svojstva sedimenta i hidrauliļka visina) 

kontroliraju vrijeme zadrģavanja vode u HZ, a time i pojavljivanje potencijalnih ģariġta za 

biogeokemijske reakcije (Singh i sur., 2019). HEF kontrolira prijenos, vrijeme zadrģavanja i 

distribuciju otopljenog kisika, hranjivih tvari i zagaĽivala u HZ (Mueller i sur., 2022).   

U znanstvenoj zajednici postoje razliļiti naļini tumaļenja pojmova uzlaznog strujanja 

ili izdizanja (engl. upwelling) i spuġtanja ili tonjenja vode (engl. downwelling) u HZ, ovisno je 

li naglasak na njezinoj longitudinalnoj ili vertikalnoj komponenti. Autori poput Brunke i Gonser 

(1997) te Boulton i sur. (1998) promatrali su izdizanje i tonjenje vode na longitudinalnoj 

prostornoj skali te definirali kako podruļja izdizanja i tonjenja vode nastaju zbog 

geomorfoloġkih znaļajki poput diskontinuiteta u nagibu i dubini tzv. odsjeļaka vodotoka 

Ăbrzac-bazenñ (engl. Ăriffle-poolñ), razliļitog oblika rijeļnog kanala, propusnosti korita i raznih 

prepreka, poput makrofita (Boulton i sur., 1998). U dijelovima toka gdje je voda pliĺa (na vrhu 

brzaca) stvara se veĺi pritisak, ġto uzrokuje tonjenje povrġinske vode u intersticij. Na mjestima 

gdje je voda dublja (na kraju brzaca) smanjuje se pritisak te dolazi do izdizanja podzemne vode 

na povrġinu (Boulton, 2007) (Slika 5). S druge strane, Mueller i sur. (2022) definirali su procese 

izdizanja i tonjenja u sklopu vertikalne komponente HZ. Ovi autori navode da se podzemna 

voda izdiģe u povrġinsku vodu ako je hidrauliļki pritisak povrġinske vode niģi od hidrauliļkog 
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pritiska susjedne podzemne vode, dok povrġinska voda tone u vodonosnik ako je hidrauliļki 

pritisak povrġinske vode viġi od hidrauliļkog pritiska podzemne vode (Slika 6). Podzemna voda 

iz podruļja izdizanja opskrbljuje organizme hranjivim tvarima, a povrġinska voda iz podruļja 

tonjenja donosi otopljeni kisik i organsku tvar mikroorganizmima i beskraljeģnjacima u HZ 

(Boulton i sur., 1998). Koncentracija otopljenih tvari poput kisika igra vaģnu ulogu u ekologiji 

HZ pa tako zone tonjenja vode, koje imaju veĺe koncentracije organske tvari i kisika, imaju 

veĺu bioraznolikost i brojnost vrsta (Peralta-Maraver i sur., 2018). Vertikalna hidroloġka 

razmjena moģe utjecati na distribuciju zajednica makroskopskih beskraljeģnjaka i finog 

sedimenta na razini brzaca (Mathers i sur., 2017). Uoļeno je kako se bentoske zajednice 

beskraljeģnjaka znaļajno razlikuju na mjestima na vrhu brzaca (u zoni tonjenja vode) i na kraju 

brzaca (u zoni izdizanja vode). Na kraju brzaca nalazi se manje finog sedimenta u odnosu na 

vrh brzaca. Veĺa gustoĺa i raznolikost beskraljeģnjaka (vodencvjetova, obalļara i tulara) 

uoļena je na kraju brzaca, s obzirom da ove skupine izbjegavaju staniġta s velikom koliļinom 

finog sedimenta. Veĺe gustoĺe vrsta koje spadaju u usitnjivaļe (engl. shredders) zabiljeģene su 

na vrhu brzaca, gdje ima viġe organske tvari (Mathers i sur., 2017). Za razliku od bentoskih 

vrsta, hiporeiļke zajednice se nisu razlikovale na vrhu i na kraju brzaca, odnosno pokazale su 

homogeni sastav, moguĺe zbog zaļepljenja intersticijskih prostora s ļesticama finog sedimenta, 

ġto je ograniļilo kretanje faune u HZ (Mathers i sur., 2017).   

 

 

Slika 5. Usmjereno strujanje vode kroz odsjeļke vodotoka Ăbrzac-bazenñ (engl. Ăriffle-poolñ) 

u HZ. Strelice oznaļavaju podruļja tonjenja (engl. downwelling) i izdizanja (engl. upwelling) 

zbog promjena u hidrauliļkom tlaku (preuzeto i prilagoĽeno iz Biddulph, 2015)  

 

Dubina do koje se HZ proteģe moģe varirati tijekom vremena zbog fluktuacije razine povrġinske 

vode, brzine toka povrġinske vode, razine podzemne vode i temperature vode (Lewandowski i 

sur., 2019). Granulometrijske znaļajke sedimenta (oblik i raspodjela veliļinskih kategorija 
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sedimenta) odreĽuju veĺinu fizikalnih i kemijskih procesa u HZ (Strayer i sur., 1997). Na 

intersticijski protok utjeļu hidrauliļki gradijent i poroznost rijeļnog korita (Boulton i sur., 

1998). U HZ odvijaju se procesi pretvorbe otopljenog duġika (N), tj. amonifikacija, nitrifikacija 

i denitrifikacija, koji utjeļu na razinu hranjivih tvari u zoni izdizanja (engl. upwelling) (Valett 

i sur., 1997).   

 

 

Slika 6. Shematski prikaz A) hidrauliļkog pritiska (h) i razlike u hidrauliļkim pritiscima (ȹh) 

na lokalnoj skali i skali slijeva, i B) tonjenja (engl. downwelling) i izdizanja (engl. upwelling) 

sa smjerom toka u HZ i susjednom vodonosniku (preuzeto i prilagoĽeno iz Mueller i sur., 2022) 

 

1.3.5.1. Usluge ekosustava HZ  

S obzirom na kompleksnost staniġta, istraģivanja HZ provode se u podruļjima ekologije, 

hidrologije, hidrogeologije, mikrobiologije, geomorfologije, biogeokemije, zaġtite okoliġa i 

ekoloġkog inģenjerstva. Zbog svoje vaģnosti u kruģenju ugljika i duġika, Fischer i sur. (2005) 

su HZ nazvali ñjetrom rijekeò. HZ takoĽer predstavlja i potencijalno utoļiġte (refugij) za 

bentoske beskraljeģnjake, posebno tijekom poplava, perioda suġe, visokih temperatura vode, 

jakih struja, smanjenja kakvoĺe vode zbog ljudskih utjecaja (Dole-Olivier, 2011; Stubbington, 

2012) ili kao zaġtita od predatora (Mueller i sur., 2022). Klimatske promjene imaju znaļajan 

utjecaj na vodene organizme, koji se zbog poveĺanja temperature povrġinske vode u vodotoku 
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povlaļe dublje u HZ. Osim toga, organizmi mogu koristiti HZ kao utoļiġte tijekom osjetljivih 

faza svog ģivotnog ciklusa, poput mrijesta riba iz porodice Salmonidae, pri ļemu svoja jajaġca 

polaģu u HZ (Malcolm i sur., 2004). Osim pruģanja utoļiġta za brojnu faunu, HZ sluģi i kao 

Ăbioreaktorñ, poboljġavajuĺi kvalitetu vode (Lewandowski i sur., 2019). 

U HZ se uz bentoske beskraljeģnjake nalaze i hiporeiļki biofilmovi, koji se preteģno 

sastoje od razliļitih zajednica arheja i bakterija ugraĽenih u matriks izvanstaniļnih polimernih 

tvari, koje ukljuļuju polisaharide i proteine (Battin i sur., 2016). Ove izvanstaniļne polimere, 

koji dovode do prianjanja na podlogu, proizvode mikroorganizmi koji se nalaze u biofilmovima 

(Roman² i sur., 2008). Hiporeiļki biofilmovi odgovorni su za sljedeĺe usluge ekosustava: 1) 

funkcioniranje globalnog biogeokemijskog ciklusa ugljika, duġika i fosfora, 2) neometano 

odvijanje metaboliļkih procesa u HZ, 3) respiracija rijeļnih ekosustava, 4) formiranje 

biogeokemijskih gradijenata, 5) formiranje ekoloġkih niġa za razliļite organizme i 6) uklanjanje 

zagaĽivala iz stupca vode i njihovom zadrģavanju unutar HZ te su ove usluge pojaġnjene u 

nastavku. Unutar biofilmova u polimernom matriksu zabiljeģena je velika aktivnost slobodnih 

izvanstaniļnih enzima (enzimi koji razgraĽuju peptide, polisaharide, peptidoglikan i hitin), koji 

potjeļu od izravnog izluļivanja algi i bakterija ili hranjenja praģivotinja, a ukljuļeni su u 

zadrģavanje i pohranjivanje organskog ugljika i duġika (Freeman i Lock, 1995; Lock i sur., 

1984; Roman² i sur., 2008). Stoga su biofilmovi kljuļne komponente globalnih 

biogeokemijskih tokova ugljika, duġika i fosfora (Battin i sur., 2008). Veĺina metaboliļkih 

procesa (izmjena hranjivih tvari, razgradnja zagaĽivala, uklanjanje organskih spojeva u 

tragovima te ostale redoks reakcije) ne odvijaju se u povrġinskoj vodi, veĺ u HZ, uglavnom 

zahvaljujuĺi prisutnosti biofilmova (Knapp i sur., 2018) pa se iz tog razloga nazivaju 

biogeokemijski procesi. Fosfat i amonijak u HZ potjeļu od mineralizacije organske tvari. Na 

denitrifikaciju i nitrifikaciju utjeļu koncentracije nitrata, otopljenog organskog ugljika i kisika 

pa stoga HZ ima veliki potencijal u reguliranju nitrata u rijekama (Lewandowski i sur., 2019). 

Naegeli i Uehlinger (1997) utvrdili su da je doprinos hiporeiļke respiracije do 96 % ukupne 

respiracije rijeļnih ekosustava, istiļuĺi vaģnost biogeokemijskih procesa u HZ kao njihovom 

dijelu. Zbog razlike izmeĽu podzemne i povrġinske vode u njihovom kemijskom sastavu 

odnosno koncentracijama hranjivih tvari, organske tvari, zagaĽivala, otopljenog kisika, Fe, Mn, 

sulfata i nitrata, u HZ dolazi do nastanka razliļitih biogeokemijskih gradijenata. U formiranju 

ovih gradijenata kljuļnu ulogu imaju mikroorganizmi (Mueller i sur., 2022). U HZ blizu 

povrġine sedimenta dominiraju oksiļni uvjeti i aerobni biogeokemijski procesi. Aerobni 

mikroorganizmi troġe kisik, hranjive tvari i otopljeni organski ugljik koji dolaze iz povrġinske 

vode. To na kraju dovodi do nastajanja anoksiļnih uvjeta, s manjkom hranjivih tvari te do 
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prevladavanja anaerobnih procesa i anaerobnih mikroorganizama, koji se nalaze dublje od 

povrġine sedimenta. HZ i biogeokemijski gradijenti pruģaju razliļite ekoloġke niġe za 

organizme te su zbog toga HZ ģariġta bioraznolikosti (Mueller i sur., 2022).  

HZ ima takoĽer vaģnu ulogu u uklanjanju zagaĽivala iz stupca vode i njihovom 

zadrģavanju unutar HZ. To su primjerice industrijske kemikalije, pesticidi, sredstva za pranje i 

ļiġĺenje, proizvodi za osobnu njegu, lijekovi i umjetni zaslaĽivaļi, koji ulaze u vodotok putem 

otpadnih voda, izljeva kanalizacije i odlagaliġta otpada, ļesto bez adekvatnih procesa 

proļiġĺavanja (Masoner i sur., 2019). Biotransformacija, sorpcija, disperzija, fotoliza i 

hlapljivost utjeļu na zadrģavanje ovih spojeva u vodenim sustavima (Schwarzenbach i sur., 

2006). Organski spojevi u tragovima, fosfor i teġki metali mogu se ukloniti iz stupca vode u HZ 

adsorpcijom na ļestice sedimenta, nakon ļega ļesto dolazi do reakcija transformacije ili 

degradacije (Lewandowski i sur., 2019). Glavnu ulogu u reaktivnosti (stopa kemijske 

transformacije) i pretvorbi organskih spojeva imaju redoks uvjeti i dostupnost organskog 

ugljika (Lewandowski i sur., 2019). TakoĽer, pokazano je kako je veĺa bakterijska raznolikost 

poveĺala razgradnju organskih spojeva (Jaeger i sur., 2019). Na sorpciju organskih spojeva 

mogu utjecati i biogeokemijski uvjeti poput pH i organske tvari u HZ (Hebig i sur., 2017). U 

uvjetima s visokim koncentracijama kisika i visokim pH, HZ moģe doprinijeti u zadrģavanju 

metala, ali takoĽer moģe osloboditi sorbirane ili precipitirane metale u anoksiļnim uvjetima i 

niskim pH vrijednostima (Gandy i sur., 2007).   

1.3.5.2. Funkcionalna uloga hiporeosa  

HZ je vaģno staniġte za cijeli niz organizama zbog velike povrġine matriksa sedimenta 

(Lewandowski i sur., 2019). Organizmi u HZ razvili su posebne prilagodbe (npr. oblik i veliļina 

tijela) na uvjete staniġta u kojem ģive. Hiporeiļka fauna se naziva joġ i hiporeos (Williams i 

Hynes, 1974) te ima kljuļnu ulogu u ekoloġkom funkcioniranju HZ. Hiporeos ļine bakterijski 

biofilmovi, protisti, mejofauna (beskraljeģnjaci ļija je veliļina tijela izmeĽu 44 i 500 ɛm) i 

makroskopski beskraljeģnjaci (beskraljeģnjaci veĺi od 500 ɛm). Williams i Hynes (1974) 

podijelili su hiporeos na povremeni i stalni te su Gibert i sur. (1994) dalje podijelili stalni 

hiporeos na plitki hiporeiļki i dublji tj. freatiļki, koji ļine specijalizirane podzemne tj. vodene 

troglobiotske ili stigobiotske vrste. Osim stalnog hiporeosa, HZ nastanjuju raznolike povrġinske 

(tj. bentoske) vrste koje privremeno nastanjuju supstrat. Peralta-Maraver i sur. (2018) pokazali 

su kako se zajednice hiporeosa i bentosa mogu jasno razlikovati te da na njihovo razgraniļenje 

utjeļu vertikalni hidrodinamiļki uvjeti i vrijeme. Ove zajednice pokreĺu stopu razgradnje 
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listinca te imaju kljuļnu ulogu u funkcioniranju ekosustava korita rijeka kao bioreaktora 

(Peralta-Maraver i sur., 2019).  

Fiziļke aktivnosti hiporeosa poput kopanja i stvaranja fekalnih peleta (egestije) mijenjaju 

propusnost HZ. TakoĽer, one utjeļu i na hidrauliļku vodljivost u HZ (Boulton, 2000). 

Aktivnosti kopanja, posebice u finom sedimentu, mijenjaju veliļinu pora sedimenta i brzinu 

intersticijske vode na mikro razini, mijenjajuĺi kemijski i redoks gradijent (Boulton, 2000). U 

zonama tonjenja vode (engl. downwelling), aktivnosti kopanja hiporeosa dopuġtaju da otopljeni 

kisik prodre dublje u HZ, omoguĺavajuĺi kolonizaciju drugim hiporeiļkim beskraljeģnjacima i 

pospjeġujuĺi aerobne procese u dubljim sedimentima (Boulton, 2000). Zbog navedenih 

aktivnosti kopanja kao i struganja biofilma makroskopski beskraljeģnjaci te mejo- i mikrofauna 

(npr. praģivotinje) nazivaju se inģenjeri ekosustava (Peralta-Maraver i sur., 2018). U kategoriju 

kopaļa spada i vrsta S. ambulans, koja se kao kljuļan organizam hiporeosa moģe ubrojiti u 

kategoriju bioinģenjera HZ, kao ġto je to pokazano za druge vrste iz porodice Crangonyctidae 

(Chakraborty i sur., 2022; Leslie i Lamp, 2019). Hiporeiļke vrste jednakonoģnih rakova i 

rakuġaca imaju kljuļnu ulogu u odrģavanju intersticijskih sustava otvorenim ili protoļnim jer 

pretvaraju muljeviti materijal u kuglice tj. pelete (Danielopol, 1989). Fekalni peleti mogu biti 

sastavljeni od organske tvari i biti vaģan izvor hrane za detritivore u HZ. TakoĽer, proizvodi 

izluļivanja beskraljeģnjaka mogu poveĺati razine otopljenog organskog ugljika, anorganskog 

duġika i fosfora (Fukuhara i Sakamoto, 1987). Osim kopanja i stvaranja peleta, aktivnosti 

prozraļivanja (kretanje privjesaka usnog aparata, gibanje ġkrga i oostegita, pokretanje 

periopoda i pleopoda) u mnogih rakova iz skupine Peracarida (razred Malacostraca) takoĽer 

utjeļu na stvaranje struje vode i njezinu dinamiku unutar HZ. Naime, one stvaraju siĺuġne 

vodene struje u meĽuļestiļnim prostorima HZ koje mijenjaju opskrbu bakterijskih biofilmova 

hranjivim tvarima i ugljikom (Edler i Dodds, 1992).  

Hiporeiļke mikrobne zajednice ļine osnovu hranidbenih mreģa u HZ te su vaģan izvor 

hrane za hiporeiļku mejofaunu. Pokazano je kako je hiporeiļka mejofauna vaģna poveznica 

koja spaja mikrobnu petlju s viġim trofiļkim razinama (Hakenkamp i Morin, 2002). Hiporeiļki 

beskraljeģnjaci su veĺinom polifagni (Culver, 1994), hrane se gutanjem finog sedimenta, 

bakterija i finih ļestica organske tvari te struganjem povrġina (Boulton, 2000). Aktivnosti 

makroskopskih beskraljeģnjaka, mejofaune i protista (poput kopanja, bioturbacije i hranjenja 

biofilmom) poveĺavaju povrġinu biofilmova te aktivnost i gustoĺu bakterija. Naime, pokazano 

je da sloģene biogeokemijske interakcije (porast oksidiranih kemijskih oblika, npr. feri oblika 

ģeljeza i nitrata) koje nastaju zbog bioturbacije beskraljeģnjaka poveĺavaju mikrobnu aktivnost. 

TakoĽer, u tunelima u sedimentu koji nastaju zbog bioturbacije mikrobna aktivnost je poveĺana 
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na mjestima gdje je poveĺana koncentracija organske tvari (Kogure i Wada, 2005; Nogaro i 

sur., 2007). Protisti koji se hrane biofilmom poveĺavaju njegovu apsorpcijsku povrġinu za unos 

otopljenih tvari te se zbog toga poveĺava gradijent difuzije otopljenih tvari, ġto u konaļnici 

dovodi do veĺe gustoĺe biofilmova (Peralta-Maraver i sur., 2018). S obzirom da biofilmovi 

predstavljaju vaģan izvor hrane za hiporeiļke organizme (Bªrlocher i Murdoch, 1989), 

ļimbenici koji utjeļu na koliļinu i sastav biofilmova posljediļno utjeļu i na distribuciju 

beskraljeģnjaka (Gibert i sur., 1995; Strayer i sur., 1997). Biofilmovi mogu rasti na mineralnim 

ļesticama povezanim s otopljenim organskim ugljikom ili na partikulatnoj organskoj tvari koja 

potjeļe s povrġine (primjerice listinac) (Marmonier i sur., 2012). Biofilmovi imaju sposobnost 

razgradnje otopljenih spojeva (poput hranjivih tvari, zagaĽivala i organskih spojeva), ļime 

poput bioreaktora proļiġĺavaju vodu u HZ (Battin i sur., 2016).  

Vaģnost HZ kao bitne komponente rijeļnih i potoļnih ekosustava prepoznata je 1980-ih 

(Hancock i sur., 2005), ali i dalje postoji velika potreba za daljnjim istraģivanjima (Boulton i 

sur., 2010). Unatoļ znaļajnom napretku u razumijevanju funkcioniranja HZ, odnosi izmeĽu 

zajednica beskraljeģnjaka (hiporeosa) i ekoloġkih procesa su joġ uvijek nedovoljno istraģeni. 

TakoĽer, utjecaj zagaĽivala (ksenobiotika, pesticida i metala) na zajednice organizama u HZ 

kao i interakcije zagaĽivala i nutrijenata slabo su poznati (Marmonier i sur., 2012).  

1.3.5.3. Moguĺnosti i poteġkoĺe u primjeni razliļitih metoda uzorkovanja u HZ    

U istraģivanjima HZ vaģno je prikupiti uzorke intersticijske vode, sedimenta te hiporeosa, 

kako bi se dobio sveobuhvatni uvid u stanje ekosustava. Kako bi se pokuġale bolje razumjeti 

interakcije i preferencije staniġta hiporeosa, hidrokemija i utjecaj HZ na zdravlje vodotoka, 

razvijene su brojne tehnike uzorkovanja. U ovom poglavlju bit ĺe navedene razliļite metode 

uzorkovanja HZ (faune, vode i sedimenta) te opisane njihove pozitivne i negativne strane. 

Uobiļajene tehnike uzorkovanja u HZ ukljuļuju koriġtenje korera (Bretschko, 1990; 

Toran i sur., 2013), trasera (Harvey i sur., 1996; Pinay i sur., 2009), ekstrakcije in situ 

(pumpanje intersticijske vode) (Bou i Rouch, 1967; Boulton i sur., 1992), kopanje jama (tj. 

Karaman-Chappuis metoda) (Chappuis, 1942; Karaman, 1934; Pille Arnold i sur., 2022) i 

postavljanje podloga za naseljavanje (Eisenmann i sur., 1997). Uzorkovanje u HZ je zahtjevno 

jer ona predstavlja relativno nepristupaļan i osjetljiv sustav (Palmer, 1993). Neke od glavnih 

poteġkoĺa pri uzorkovanju podzemnih staniġta su ograniļen pristup vodi i vremenska 

fluktuacija faune (Sket, 2018). Uzorkovanje HZ moģe promijeniti prirodne uvjete HZ pa sami 

uzorci intersticijske vode, sedimenta i hiporeiļkih organizama ne predstavljaju uvijek realno 

stanje.  
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Iako istraģivanja HZ uvelike napreduju te je razvijen veliki broj metoda za uzorkovanje 

hiporeosa, i dalje postoji niz problema u prikupljanju relevantnih kvantitativnih i kvalitativnih 

podataka o hiporeosu (Fraser i Williams, 1997). TakoĽer, u znanstvenoj zajednici postoji 

neslaganje oko toga koje su tehnike uzorkovanja HZ (faune, vode i sedimenta) najuļinkovitije 

(Bretschko i Klemens, 1986), no izbor metode ovisi uvelike o tipu istraģivanja.  

Tehnike in situ ekstrakcije  

In situ ekstrakcija ukljuļuje ugradnju trajnog ili polutrajnog ureĽaja u rijeļno korito koji 

je u potpunosti uronjen poput piezometra ili poput cijevi koja izlazi na povrġinu (Biddulph, 

2015). Pumpe za uzorkovanje mogu se trajno postaviti kako bi se omoguĺilo kontinuirano 

praĺenje uz minimalan fiziļki napor i minimalno uniġtavanje staniġta. One se takoĽer mogu 

koristiti kao piezometri za praĺenje hidrogeoloġkih podataka i podataka o kemiji vode (Fraser i 

Williams, 1997). 

Jedna od ļestih tehnika in situ ekstrakcije je uzorkovanje pomoĺu klipne pumpe kao ġto 

je Bou-Rouch pumpa (Bou i Rouch, 1967). Klipnom pumpom prikupljaju se semikvantitativni 

uzorci. Naime, iako je primjenom ove metode poznata koliļina vode koja se pomoĺu klipnog 

mehanizma izbaci na povrġinu, nije poznat volumen prostora iz kojeg je fauna podtlakom 

izbaļena na povrġinu. Voda i beskraljeģnjaci se ispumpavaju iz HZ stvaranjem vakuuma te se 

zatim mogu analizirati fizikalno-kemijska svojstva vode te odrediti brojnost i raznolikost 

beskraljeģnjaka. Princip ove metode je stvaranje poremeĺaja u intersticiju i odrģavanje 

intersticijskog protoka oko cijevi koji je dovoljan za istiskivanje organizama iz HZ podtlakom. 

Zbog velike brzine pumpanja, pumpa uzorkuje organizme koji plivaju i one koji se drģe za 

ļestice sedimenta. Perforacije na cijevi se mogu nalaziti na razliļitim visinama pa se tako 

omoguĺuje uzorkovanje sa viġe razliļitih dubina (Rivett i sur., 2008).    

U ovom doktorskom radu koriġtena je tehnika uzorkovanja pomoĺu Bou-Rouch pumpe 

jer je to pokretna, jednostavna metoda koja omoguĺava uzorkovanje hiporeosa, vode i 

sedimenta iz srednje HZ (Slika 7). Dokazano je naseljavanje vrste S. ambulans u spomenutoj 

zoni, na dubini od 40 do 55 cm, dok u dubokoj HZ ova vrsta nije zabiljeģena (Gottstein i sur., 

2023). U nastavku slijedi kratki pregled ostalih metoda uzorkovanja HZ te su prikazane njihove 

prednosti i nedostaci. 
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Slika 7. A) Prikupljanje intersticijske vode i faune iz hiporeiļke zone rijeke Save pomoĺu Bou-

Rouch pumpe; B) osnovni dijelovi klipne pumpe i alati za njeno koriġtenje: ļ - gumeni ļekiĺ, k 

- klipna inox pumpa s brtvom,  p - perforiana konusna inox cijev sa zaġtitnom kapom za zaġtitu 

navoja (autor fotografija: Marijana Erk). 

 

Karaman-Chappuis metoda 

Karaman-Chappuis metoda sastoji se od kopanja rupe u kojoj se nakuplja intersticijska 

voda, sve dok ne postigne ravnoteģu s podzemnim vodnim licem (Chappuis, 1942; Karaman, 

1934) (Slika 8). Intersticijski tok u rupi odrģava se uklanjanjem vode te se nakon toga provodi 

vanjska filtracija intersticijske vode, kako bi se sakupili beskraljeģnjaci koje je struja istisnula. 

Pomoĺu ove metode se provodi kvalitativno uzorkovanje te je prikladna za plitka intersticijska 

staniġta. Koristi se posebice na ġljunļanim sprudovima rijeka. Nova istraģivanja su pokazala 

kako ova bi ova metoda mogla biti komplementarna tradicionalnim metodama uzorkovanja 

stigofaune (Pille Arnold i sur., 2022). 
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Slika 8. Prikaz koriġtenja Karaman-Chappuis metode: A) kopanje rupe u sedimentu; B) rupa 

iskopana uz obalu tekuĺice (autor fotografija: Sanja Gottstein). 

 

Koreri za prikupljanje zamrznutih uzoraka (engl. freeze corer) 

Koreri putem tekuĺeg duġika zamrzavaju sediment i vodu unutar cilindra prije 

ekstrakcije, ukljuļujuĺi sve organizme unutar njega (Stocker i Williams, 1972). Osim tekuĺeg 

duġika, moģe se koristiti i tekuĺi ugljikov dioksid te mjeġavina suhog leda i acetona ili alkohola 

(Williams, 2000). Korer za prikupljanje zamrznutog sedimenta je korisna metoda jer odrģava 

sediment neporemeĺenim i za razliku od drugih metoda, organizmi ne mogu migrirati zbog 

fiziļkih poremeĺaja ili temperaturnih gradijenata (Fraser i Williams, 1997). Na ovaj naļin mogu 

se dobiti podaci o vertikalnoj rasprostranjenosti i brojnosti organizama u prirodnim uvjetima 

(Huber i Hauer, 2020). Novija istraģivanja pokazala su kako je prethodno raļunanje brojnosti 

beskraljeģnjaka netoļno jer se koristio ukupni volumen uzorka u koreru. Stoga je ova tehnika 

unaprijeĽena putem novog konceptualnog modela te se uzima u obzir samo unutarnja jezgra 

korera u kojoj se voda iz pora pretvorila (Huber i Hauer, 2020). MeĽutim, ova tehnika je 

invazivna jer uniġtava staniġte i potencijalno trajno mijenja dinamiku intersticijskog toka i 

vertikalnu konfiguraciju sedimenta. Joġ jedan nedostatak ove metode je bijeg organizama 

! . 
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uslijed postavljanja korera pa neki znanstvenici koriste generator koji stvara elektriļno polje 

kako bi privremeno imobilizirali organizme u HZ (Fraser i Williams, 1997). Ovom metodom 

dolazi do mehaniļke degradacije uzoraka uslijed niskih temperatura pri ļemu mikro- i 

mejofauna izmeĽu ļestica sedimenta bude znaļajno mehaniļki degradirana. TakoĽer, ova 

metoda je prikladna veĺinom za muljevite sedimente, u koje je moguĺe utisnuti korer 

(Biddulph, 2015).    

Kolonizacijski koreri (engl. colonization corer) 

Kolonizacijski koreri su napunjeni sa supstratom koji oponaġa karakteristike rijeļnog 

korita te se ostavljaju u HZ nekoliko tjedana kako bi se u njih naselili organizmi, nakon ļega se 

vade iz sedimenta (Biddulph, 2015). Kod kolonizacijskog korera, u umjetno unesenom 

supstratu moģe nedostajati specifiļan raspored ļestica sedimenta i organska tvar, koji su 

prisutni u prirodnim supstratima, ġto moģe rezultirati manjom gustoĺom koloniziranih 

organizama (Fraser i Williams, 1997). TakoĽer, vaĽenje korera iz sedimenta uzrokuje 

uniġtavanje staniġta (Biddulph, 2015) te moģe doĺi do gubitka organizama. Pozitivne strane 

kolonizacijskog korera su ġto je u njemu moguĺe varirati karakteristike supstrata (npr. vertikalni 

profil sedimenta, koliļina ili kvaliteta organske tvari) kako bi se istraģila dinamika hiporeiļke 

kolonizacije. TakoĽer, osim uzorkovanja faune, moguĺe je kontinuirano pratiti hidrogeoloġke i 

kemijske ļimbenike unutar vanjske cijevi s vodom (Fraser i Williams, 1997).  

Koreri samostojeĺe pumpe (engl. standpipe corer) 

Korer samostojeĺe pumpe umeĺe se u rijeļno korito na odgovarajuĺu dubinu te se 

zakreĺe u smjeru kazaljke na satu dok se ne napuni supstratom. Koriġtenjem samostojeĺe pumpe 

mogu se uzorkovati organizmi uz minimalno uniġtavanje staniġta te se ova metoda moģe lako 

modificirati za prikupljanje intersticijske vode. Nedostaci ove metode su sljedeĺi: potreban je 

veliki napor kako bi se cijev umetnula u supstrat, a velike ļestice supstrata i faunu povezanu s 

njima najļeġĺe nije moguĺe uzorkovati (Fraser i Williams, 1997).   

Traseri za praĺenje izmjene hiporeiļke vode (engl. tracers)  

Traseri se najļeġĺe koriste u istraģivanju stope izmjene hiporeiļke vode i hranjivih tvari 

(Jonsson i sur., 2003). Ova metoda ukljuļuje ubrizgavanje jednog ili viġe nereaktivnih trasera 

za praĺenje u supstrat (npr. u piezometar) te se prati vrijeme njegova putovanja i kemijske 

transformacije u hiporeiku. Kao supstance za praĺenje se ļesto koriste stabilni izotopi, tj. kloridi 

(npr. litij klorid, LiCl; natrij klorid, NaCl) (Harvey i sur., 1996; Pinay i sur., 2009), farmaceutski 

spojevi (Van Stempvoort i sur., 2011) i temperatura vode (Birkinshaw i Webb, 2010). TakoĽer, 
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recentna istraģivanja izmjene hiporeiļke vode i reakcija u HZ koriste kombinaciju 

konzervativnih trasera (npr. bromid) i reaktivnog trasera (resazurin) (Knapp i sur., 2017).  

Resazurin je fluorescentna boja, koja se reducira u fluorescentni rezorufin reakcijama unutar 

ģivih stanica (npr. aerobnih mikroorganizama). Stoga se transformacija resazurina koristi kao 

pokazatelj mikrobnog metabolizma i procesa izmjene izmeĽu vode i sedimenta u HZ, u kojoj 

se nalaze mikroorganizmi. Pokazano je kako je istovremeno koriġtenje reaktivnih trasera i  

uzorkovanja unutar HZ pruģa informacije o varijabilnosti hidroloġkih i kemijskih procesa na 

razliļitim razinama, od lokalne razine do cjelokupnog toka (Knapp i sur., 2017). Eksperimenti 

s traserima imaju prednost u odnosu na druge tehnike jer se mogu provoditi u veĺim opsezima, 

ali su manje pouzdani pri visokim protocima (Harvey i sur., 1996).  

Fraser i Williams (1997) usporedili su ļetiri razliļite tehnike uzorkovanja faune u HZ: 

korer samostojeĺe pumpe, kolonizacijski korer, korer za prikupljanje zamrznutih uzoraka  i 

pumpa za uzorkovanje (engl. pump sampler). Kolonizacijski korer znaļajno je podcijenio 

ukupnu gustoĺu beskraljeģnjaka, dok je metoda uzorkovanja pumpom pokazala pristranost i 

selektivnost u udjelu uhvaĺenih liļinki kukaca i veliļine tijela organizama, vjerojatno zbog 

filtrirajuĺeg uļinka intersticija. Korer samostojeĺe pumpe i korer za prikupljanje zamrznutih 

uzoraka najuļinkovitije su okarakterizirali hiporeos, dok se kolonizacijski korer i pumpa za 

uzorkovanje mogu koristiti u specifiļnim okolnostima na terenu. Sve ļetiri tehnike su prikladne 

za kvalitativnu analizu organizama (npr. popis vrsta), dok se za kvantitativnu analizu 

preporuļaju korer samostojeĺe pumpe i korer za prikupljanje zamrznutog uzorka (Fraser i 

Williams, 1997).   

Niti jedna od navedenih tehnika nije idealna te odabir tehnike uvelike ovisi o cilju 

istraģivanja (Williams, 2000). Stoga, tehnike uzorkovanja HZ moģemo podijeliti u 4 kategorije 

s obzirom na specifiļne ciljeve i informacije koje ģelimo dobiti: 1) ukoliko su relativno brzo 

potrebne informacije o vrstama beskraljeģnjaka i njihovoj gustoĺi na razliļitim dubinama, tada 

su prikladni koreri samostojeĺe pumpe; 2) ako je potreban veĺi volumen uzorka, zajedno s 

opisom beskraljeģnjaka i neporemeĺenim sedimentom u kojem ģive, tada se preporuļa korer za 

prikupljanje zamrznutog uzorka (uz prethodno koriġtenje generatora koji stvara elektriļno 

polje); 3) ako je potrebna periodiļna procjena hiporeosa (s umjerenom preciznoġĺu) s 

odreĽenog mjesta, s minimalnim, dugotrajnim poremeĺajem staniġta, tada bi kolonizacijski 

korer bio prikladan, osobito ako su takoĽer potrebni rutinski hidrogeoloġki i kemijski podaci; i 

4) ukoliko se provodi manipulativno istraģivanje hiporeiļke dinamike, najprikladniji je 

kolonizacijski korer jer omoguĺuje razliļite kombinacije hiporeiļkih sedimenata za 

kolonizaciju hiporeosa (npr. veliļine ļestica i/ili organskog sadrģaja) (Williams, 2000).  
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1.4. Ugroze i trendovi promjena u podzemnim vodama   

Pritisci na vodene ekosustave postaju sve izraģeniji s rastuĺim potrebama ljudskog 

druġtva. Okoliġni pritisci, uglavnom antropogeni, utjeļu na koliļinu i kvalitetu resursa 

podzemnih voda i stanje podzemnih ekosustava. Porast ljudske populacije i brojne ljudske 

aktivnosti, poput promjena krajobraza, intenzivne poljoprivrede, urbanizacije (precrpljivanje 

pitke podzemne vode za kuĺanstva i javne potrebe), industrije (termoelektrane, rudnici), 

hidromorfoloġkih promjena (kanaliziranje vodotoka, akumulacijska jezera za potrebe 

proizvodnje elektriļne energije) i turizma te klimatske promjene dovode do promjena 

prostornog rasporeda, smanjenja zaliha i drastiļne promjene kvalitete i kvantitete podzemnih 

voda u vodonosnicima. Klimatske promjene takoĽer pridonose globalnoj vodnoj krizi, posebno 

u podruļjima sa suġnom klimom. Promjene temperature i koliļine padalina zbog klimatskih 

promjena dovode do poveĺane potraģnje za navodnjavanjem iz podzemnih voda ġto rezultira 

velikim utjecajem na poljoprivredne prinose (Patel i sur., 2020). Promjene redoks stanja u 

podzemnim vodama, promjene bioloġke raznolikosti, promjene vegetacije zbog modificiranja 

poljoprivrednih praksi i promjene na razini biosfere, kao ġto je poveĺanje koncentracije 

duġikovih oksida u atmosferi, utjeļu na ekosustave podzemnih voda (Danielopol i sur., 2003; 

Luczaj, 2016). Razvoj poljoprivrede i poveĺana stopa koriġtenja gnojiva rezultiraju poveĺanim 

koncentracijama nitrata i fosfata u podzemnim vodama (Sadeghi i sur., 2021).  

Podzemne vode imaju kljuļnu ulogu u ljudskom ģivotu i razvoju te predstavljaju osnovu 

za ģivot razliļitih organizama koji obitavaju ispod Zemljine povrġine. MeĽutim, velik broj 

anorganskih i organskih spojeva koje je proizveo ļovjek, akumulira se u podzemnim vodama, 

naruġavajuĺi nepovratno kvalitetu podzemnih voda, koje prema klasifikaciji saprobioloġkog 

sustava Kolkwitza i Marssona s poļetka 20. stoljeĺa (Dziock i sur., 2006) pripadaju katarobnim 

ili ksenosaprobnim vodama (ļistim vodama bez organskih tvari ili s vrlo niskom 

koncentracijom organskih tvari), mijenjajuĺi usluge ekosustava i posljediļno stvarajuĺi 

prijetnju svim organizmima. Najveĺu prijetnju kvaliteti podzemnih voda predstavljaju umjetna 

gnojiva, pesticidi, proizvodi od mineralnih ulja, klorirana otapala, metali i metaloidi te otpadne 

vode bogate hranjivim tvarima, patogenim mikroorganizmima i virusima (Panagos i sur., 2013). 

Zbog velike upotrebe nitratnih gnojiva, nitrati predstavljaju jedan od glavnih izvora zagaĽenja 

podzemnih voda diljem svijeta. Prekomjerna primjena gnojiva i pesticida na velikim 

povrġinama dovodi do unosa toksiļnih metala i metaloida poput ģive, kadmija i selena u 

podzemne vode (US EPA, 2000). Nova zagaĽivala (engl. emerging contaminants) poput 

steroida, antibiotika i drugih lijekova koja se koriste primjerice u stoļarstvu mogu takoĽer 
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dospjeti u otpadne vode, a zatim i u podzemne vode (Kolpin i sur., 2002). Osim toga, jedan od 

ļestih oblika oneļiġĺenja podzemnih voda je curenje naftnih proizvoda iz spremnika za 

skladiġtenje goriva. Ugljikovodici iz raznih organskih otapala (benzen, klorirani organski 

spojevi) i nitroaromatski spojevi (iz boja, eksploziva, pesticida i lijekova) potencijalno su ġtetni 

i mogu biti kancerogeni za ljude i ģivotinje (Laws, 1993). ZagaĽenje podzemnih voda 

predstavlja glavni okoliġni pritisak uzrokovan ljudskim aktivnostima, posebice u urbanim 

podruļjima Europske unije (EU), pri ļemu recentne analize ukazuju kako glavne kategorije 

oneļiġĺivaļa (metali i mineralna ulja) doprinose oko 53 % oneļiġĺenja podzemnih voda u EU 

(Panagos i sur., 2013). Negativni uļinci ljudskih aktivnosti ļesto su rezultat sinergistiļkog 

djelovanja brojnih ljudskih pritisaka, poput velike koliļine zagaĽivala, prekomjernog 

iskoriġtavanja resursa i fiziļkih modifikacija okoliġa (Rapport i sur., 1998). S obzirom da se 

oneļiġĺivala mogu zadrģati u podzemnim vodama godinama, desetljeĺima ili ļak duģe, 

podzemne vode su iznimno osjetljive na oneļiġĺenje i vrlo teġko obnovljive (McCarty i sur., 

1981; Notenboom i sur., 1994).  

HZ je izloģena stalnom antropogenom utjecaju te spada meĽu najugroģenija vodena 

staniġta. Zbog ovisnosti i povezanosti HZ i podzemne vode s povrġinskom vodom te ograniļene 

sposobnosti samoproļiġĺavanja, HZ je izrazito osjetljiva na ljudske pritiske (Prevorļnik i sur., 

2019). Ljudske aktivnosti mijenjaju koliļinu i kvalitetu transporta sedimenta i na taj naļin 

utjeļu na hidroloġku povezanost u HZ. Jedna od najveĺih prijetnji HZ je smanjenje njezine 

propusnosti i zaļepljenje gornjeg sloja zbog unosa finog sedimenta uslijed antropogenih 

aktivnosti kao ġto su rudarstvo, poljoprivreda, urbanizacija i izgradnja brana (Hancock, 2002). 

Primjerice izgradnja cesta, poljoprivredne aktivnosti, stambena izgradnja i sjeļa poveĺavaju 

donos sedimenta (Wood i Armitage, 1997). Reguliranje vodotoka ima takoĽer negativni utjecaj 

na HZ, ġto je pokazano u istraģivanju rijeke Rh¹ne u Francuskoj (Creuze Des Chatelliers i 

Reygrobellet, 1990), gdje je doġlo do promjene geomorfologije korita, izmjene smjera 

interakcija izmeĽu vodonosnika i rijeke te promjene u sastavu hiporeosa. Ispuġtanje otpadnih 

voda u povrġinske vode moģe znaļajno poveĺati koncentracije hranjivih tvari, smanjiti 

koncentracije kisika te izmijeniti biogeokemijsku strukturu i funkciju HZ (Boulton i sur., 1998). 

Hidroelektrane i postrojenja za proļiġĺavanje otpadnih voda poveĺavaju temperaturu unutar HZ 

ġto dovodi do promjene fizikalno-kemijskih uvjeta i utjeļe na staniġte organizama koji tu ģive 

(Bruno i sur., 2013). Kako bi se ġto bolje zaġtitila HZ, buduĺa istraģivanja trebala bi, uz 

znanstvenike, ukljuļiti upravitelje vodnim resursima, vlasti i javnost.  

Tijekom povijesti s razvojem industrijskih druġtava, uz povrġinska odlagaliġta otpada, 

sve se viġe za odlaganje otpada koristilo podzemlje i stoga je vrlo velik broj podzemnih voda 
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sada jako oneļiġĺen. Procjenjuje se da u Europskoj uniji postoji viġe od 100000 oneļiġĺenih 

lokacija podzemnih voda koje sadrģe toksiļne metale (Sampat, 2000). Nitrati i patogeni iz 

septiļkih jama joġ su jedan ġiroko rasprostranjen oblik oneļiġĺenja podzemnih voda. Odlaganje 

otpada u vodonosnicima moģe dugoroļno izazvati geokemijske i bioloġke promjene u 

podzemnim ekosustavima, poput otapanja stijena ili zaļepljenja sustava zbog rasta bakterija 

(Danielopol i sur., 2003). Pretjerani unos organske tvari u podzemne vode uzrokuje smanjenje 

zaliha molekularnog kisika zbog poveĺane mikrobne aktivnosti, ġto dovodi do prevladavanja 

anaerobnih procesa i nestanka veĺine makro- i meio- faune (Danielopol i sur., 2003).   

Sve navedene prijetnje podzemnim vodama mogu izazvati drastiļne promjene u 

bioraznolikosti podzemnih organizama, kao ġto su smanjenje podzemnih populacija i ġirenje 

stranih (invazivnih) vrsta koje pripadaju povrġinskim zajednicama. Ove promjene podzemnih 

zajednica dovode do promjena u funkcioniranju podzemnih ekosustava i posljediļno do 

smanjene efikasnosti odreĽenih procesa ekosustava (Danielopol i sur., 2003). Pokazano je kako 

su podzemne ģivotinje osjetljive na toksiļne kemikalije, poput pesticida, soli i teġkih metala 

(Mºsslacher, 2000b; Notenboom i sur., 1992).  

Kako bi se smanjili svi pritisci na podzemne vode, potrebno je implementirati odrģivo 

upravljanje podzemnim vodama, smanjiti crpljenje vode iz podzemlja te smanjiti oneļiġĺenje 

povrġinskih i podzemnih ekosustava. Istraģivanja vrsta koje nastanjuju podzemne ekosustave 

su korisna za pruģanje ranih signala upozorenja o funkcionalnom gubitku ekosustava 

podzemnih voda kao i za razvoj novih alata za ekoloġki inģenjering u podzemlju (Danielopol i 

sur., 2003). Okvirna direktiva o vodama EU (engl. Water Framework Directive, WFD), 

donesena 2000. godine, ima za cilj zaġtititi sve vode (kopnene, povrġinske, prijelazne, priobalne 

i podzemne) te postiĺi integrirano upravljanje vodnim resursima u EU. Bioloġki pokazatelji 

kvalitete, zajedno s prateĺim parametrima Okvirne direktive o vodama, prepoznati su kao 

kljuļni segmenti za procjenu stanja vodnih tijela. Kombinacija rezultata mjerenja bioloġkih i 

kemijskih parametara od presudne je vaģnosti za proces donoġenja odluka u gospodarenju 

vodama (Paunoviĺ i sur., 2016). Stoga je potreban holistiļki pristup u problematici oneļiġĺenja 

sloģenih vodenih ekosustava, ukljuļujuĺi kvalitetu vode, bioraznolikost i ekosustave (Navarro-

Ortega i sur., 2015).   
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1.5. Porjeļje rijeke Save ï geografska i hidroloġka obiljeģja, hidrogeologija, pritisci i 

pregled dosadaġnjih bioloġkih istraģivanja 

Rijeka Sava je prekograniļna rijeka te njezin slijev obuhvaĺa teritorije 6 drģava: 

Slovenije, Hrvatske, Bosne i Hercegovine, Srbije, Crne Gore i mali dio sjeverne Albanije 

(Paunoviĺ i sur., 2016). S ukupnom povrġinom oko 97713 km2, jedan je od najznaļajnijih 

slijevova Jugoistoļne Europe (Komatina i Groġelj, 2015). Slijev Save predstavlja jedan od 

najbolje oļuvanih i najraznolikijih rijeļnih sustava u Europi. On se odlikuje velikim 

kompleksima aluvijalnih moļvara (Posavina - Srednja Sava), nizinskim ġumama, nacionalnim 

parkovima (Triglav, Plitvice, Risnjak, Sutjeska, Kozara, Una, Tara, Durmitor i Biogradska 

gora), ramsarskim podruļjima (Lonjsko polje, Bardaļa, Crna Mlaka, Peġtersko polje, Obedska 

bara, Zasavica i Cerniġko jezero), Natura 2000 podruļjima i drugim podruļjima zaġtiĺenih 

staniġta i vrsta. Ekoloġka vaģnost Save i njezine poplavne nizine oļituje se znatnim brojem i 

povrġinom zaġtiĺenih podruļja. Oko 36 % morfoloġke poplavne nizine (maksimalno podruļje 

koje je prvotno bilo pod utjecajem poplava) i 64 % toka rijeke Save (ne ukljuļujuĺi izvore) 

proglaġeno je zaġtiĺenim podruļjima (Schwarz, 2016). Ġto se tiļe pokrovnosti/koriġtenja 

zemljiġta, najveĺi dio slijeva prekriven je ġumskim i poluprirodnim (54,7 %) te poljoprivrednim 

povrġinama (42,4 %), dok je udio umjetnih povrġina relativno nizak (2,2 %). U Hrvatskoj ġume 

pokrivaju 25 %, a poljoprivredna podruļja viġe od 40 % povrġine slijeva (ISRBC, 2009). Illies 

je 1978. godine podijelio Europu na 25 kopnenih hidrografskih i limnofaunistiļkih ekoregija. 

Prema ovoj podjeli, u slijevu rijeke Save zastupljene su ļetiri ekoregije: Alpe (ER 4), Dinarski 

zapadni Balkan (ER 5), Panonska regija (ER 11) i Grļki zapadni Balkan (ER 6) (Illies, 1978).  

Nadmorska visina varira izmeĽu oko 70 m nadmorske visine (m n.v.) na uġĺu rijeke 

Save u Beogradu (Srbija) i 2864 m n.v. (Triglav, Alpe, Slovenija), dok je prosjeļna nadmorska 

visina slijeva oko 545 m n.m (Komatina i Groġelj, 2015). Rijeka izvire iz dva alpska rukavca, 

Save Dolinke (lijeva pritoka) na sjeveru i Save Bohinjke (desna pritoka) na jugu. Od mjesta 

njihovog spajanja kod Radovljice (Slovenija) do uġĺa u Dunav, rijeka Sava je duga 945 km te 

je tako treĺa najduģa pritoka Dunava (Komatina i Groġelj, 2015). Rijeka Sava povezuje tri 

europska glavna grada: Ljubljanu (SLO), Zagreb (HR) i Beograd (SRB). Nakon Ljubljane, Sava 

protjeļe kroz gusto naseljena i visoko industrijalizirana podruļja izmeĽu Slovenije i Hrvatske. 

Nakon Zagreba, Sava teļe prema Jasenovcu gdje postaje graniļna rijeka izmeĽu Bosne i 

Hercegovine i Hrvatske. Na putovanju kroz Srbiju, Sava ulazi u Beograd gdje se ulijeva u 

Dunav. Tok rijeke Save podijeljen je na gornji, srednji i donji, ali se ova klasifikacija ne 

primjenjuje dosljedno. Gornji tok se nalazi u Sloveniji te zavrġava otprilike kod Zagreba, srednji 
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tok je otprilike od Zagreba do uġĺa Drine, a donji tok je u Srbiji sve do njezina uġĺa u Dunav 

(Schwarz, 2016). Sava je u gornjem toku planinska rijeka, dok od Rugvice poprima sve 

karakteristike nizinske rijeke (RiĽanoviĺ, 1983). Slijev rijeke Save pripada trima razliļitim 

regijama: alpskom podruļju (Alpe i Dinaridi), planinskom podruļju i nizinskom podruļju 

(peripanonskom) (Simiĺ i sur., 2015). U gornjem toku slijeva koji pripada Sloveniji 

prevladavaju visoke planine, s Triglavom kao najviġim vrhom. U planinskom podruļju nalaze 

se velike doline i krġka ravnica. Gornje slijevno podruļje ravnice (Notranjski krġ) prikuplja 

vodu iz rijeke Ljubljanice. U srednjem toku rijeke Save razlikuju se sjeverni dio (lijeva obala) 

i juģni dio (desna obala) slijeva. Lijeva obala proteģe se na prostrano podruļje Panonske nizine 

i niske breģuljkaste slavonske krajeve, dok desna obala seģe do Dinarida u Hrvatskoj i Bosni 

(Simiĺ i sur., 2015). Rijeka Sava je tipiļna aluvijalna rijeka. Razina vode Save moģe fluktuirati 

do 9 m, a prosjeļni protok na njezinom uġĺu iznosi 1570 mį/s (Schwarz, 2016).  

Slijev rijeke Save ima heterogen geoloġki sastav. Litoloġki supstrat unutar slijeva rijeke 

Save ukljuļuje razliļite magmatske, sedimentne i metamorfne stijene. Sedimentne tvorevine 

ukljuļuju vapnence, dolomite i klastiļne sedimentne stijene (npr. konglomerati, pjeġļenjaci, 

lapori) (Simiĺ i sur., 2015). Veĺi dio povrġinskog pokrova Savske nizine sastoji se od tercijarnih 

stijena ukljuļujuĺi vapnence i lapore iz donjeg pliocena. Gornjopliocenska glina s tankim 

umecima sitnozrnatog pijeska nalazi se ispod kvartarnih naslaga (Pavloviĺ i sur., 2004). 

Pleistocenski jezersko-moļvarni sedimenti bili su sporadiļno pod utjecajem fluvijalnih klastita 

koji potjeļu s Medvednice i Samoborskog gorja. Holocen je predstavljen aluvijalnim 

sedimentima rijeke Save i njezinih pritoka (Ġimuniĺ i Basch, 1975). Zbog tektonske aktivnosti 

u srednjem pleistocenu Sava je probila put izmeĽu Medvednice i Samoborskog gorja i ispunila 

ga velikom koliļinom krupnozrnatog karbonatnog materijala nastalog otapanjem ledenjaka 

(Pavloviĺ i sur., 2004). Krajem srednjeg i poļetkom gornjeg pleistocena postupno je prestala 

tektonska aktivnost i taloģio se najpliĺi dio kvartarnog kompleksa pijeska i ġljunka. Tijekom 

holocena stvorene su tri poplavne terase kao rezultat taloģenja, boļne erozije, mobilizacije 

pjeġļanog materijala i njegovog ponovnog taloģenja (Pavloviĺ i sur., 2004). 

Drģave iz slijeva rijeke Save (Bosna i Hercegovina, Hrvatska, Srbija i Slovenija) 

sklopile su 2002. godine Okvirni sporazum o slijevu rijeke Save (engl. Framework Agreement 

on the Sava River Basin, FASRB), koji je stupio na snagu 2004. godine. To je prvi razvojno 

orijentiran multilateralni sporazum, koji predstavlja osnovu za prekograniļnu suradnju vlada, 

institucija i pojedinaca k odrģivom razvoju slijeva rijeke Save te u sebi integrira sve aspekte 

upravljanja vodama. Za koordinaciju implementacije FASRB osnovana je MeĽunarodna 

komisija za slijev rijeke Save ili kraĺe Savska komisija (engl. International Sava River Basin 
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Commission, ISRBC). FASRB definira tri glavna cilja suradnje: 1) uspostavljanje 

meĽunarodnog reģima plovidbe na rijeci Savi i njezinim plovnim pritokama, 2) uspostavljanje 

odrģivog upravljanja vodama, 3) poduzimanje mjera za spreļavanje ili ograniļavanje opasnosti 

te za smanjenje i uklanjanje negativnih posljedica, ukljuļujuĺi i posljedice poplava, leda, suġa 

i sluļajeva ispuġtanja tvari ġtetnih za vodu (ISRBC, 2009). 

Rijeka Sava je pod velikim utjecajem ljudskih aktivnosti zbog promjena u regulaciji 

vodotoka. Glavne prijetnje za rijeku i njezine poplavne nizine su brojni hidroenergetski projekti, 

kanaliziranje i regulacija rijeke, vaĽenje ġljunka i pijeska te izgradnja nasipa za obranu od 

poplava (ISRBC, 2014; Schwarz, 2016). Izgradnja brana ima vrlo negativan utjecaj zbog 

zadrģavanja sedimenata te posljediļnog usijecanja i erozije korita rijeke nizvodno. Usijecanje 

korita rijeke uzrokuje sniģavanje razina podzemnih voda. TakoĽer, brane imaju veliki utjecaj 

na reģim vodotoka jer se smanjenjem prirodnih podruļja za zadrģavanje poplava poveĺava rizik 

od poplava nizvodno te se u akumulacijama nakupljaju ġtetne tvari. Brane onemoguĺuju prolaz 

rijeļnim vrstama ģivotinja, poput riba. Kod hidroelektrana reverzibilnog tipa, zaustavljena voda 

se ispuġta samo kad je potraģnja za elektriļnom energijom visoka pa se propust vode odvija 

samo na nekoliko sati dnevno. Ovo dovodi do ispuġtanja poplavnog vala niz rijeku koji uniġtava 

vodeni okoliġ (Schwarz, 2016). Oļekuje se da ĺe klimatske promjene utjecati na poveĺanje 

vjerojatnosti pojave poplava, a spuġtanje razine podzemnih voda moģe izazvati probleme u 

vodoopskrbi urbanog podruļja grada Zagreba i okolice (Kuspiliĺ i sur., 2020).  

U sklopu Okvirne direktive EU-a o vodama (ODV) razvijen je sustav vrednovanja 

vodnih tijela od pet kategorija: kategorija 1 ï gotovo prirodno stanje; kategorija 2 ï neznatno 

promijenjeno stanje, kategorija 3 ï umjereno promijenjeno stanje; kategorija 4 ï stanje 

promijenjeno u velikoj mjeri i kategorija 5 ï izrazito promijenjeno stanje vodnih tijela. U 

dokumentu Plan upravljanja slijevom rijeke Save koji je izradila Savska komisija (ISRBC, 

2014) te u Bijeloj knjizi o Savi (Schwarz, 2016) napravljena je hidromorfoloġka analiza Save. 

MeĽutim, rezultati hidromorfoloġke procjene srednjeg i donjeg toka Save se ne poklapaju, 

ġtoviġe u Planu upravljanja je 70 % tokova rijeke i njezinih pritoka prikazano u znatno gorem 

hidromorfoloġkom stanju nego ġto ono zaista trenutno jest. Primjerice, prema Planu upravljanja 

slijevom rijeke Save (ISRBC, 2014) podruļje oko grada Zagreba spada u kategoriju 5 kada se 

gledaju morfoloġke promjene vodnih tijela povrġinskih voda u sustavu vrednovanja od pet 

kategorija koji je razvijen za Okvirnu direktivu EU-a o vodama (ODV). U Bijeloj knjizi o Savi 

(Schwarz, 2016) je prikazano kako ovo podruļje veĺim dijelom spada u kategoriju vodnih tijela 

promijenjenih u velikoj mjeri (kategorija 4), a samo manjim dijelom u kategoriju 5. Schwarz 

(2016) je naglasio kako su u Planu upravljanja uzimali u obzir planirane hidroelektrane i projekt 
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unaprjeĽenja postojeĺe plovidbene kategorije, umjesto da prikaģu trenutno stanje pa je zbog 

toga u Planu upravljanja hidromorfoloġka procjena puno gora nego u Bijeloj knjizi. U toku 

rijeke Save njezinih 6 % spada u kategoriju 5, a 6 % spada u kategoriju 4, uglavnom uslijed 

utjecaja hidroelektrana. Ukupno 4 % rijeke spada u kategoriju 1 (gotovo prirodno stanje), 53 % 

u kategoriju 2 (neznatno promijenjeno stanje), a na umjereno promijenjene dijelove (kategorija 

3) otpada 31 % (Schwarz, 2016).   

Na temelju podataka iz Bijele knjige o Savi (Schwarz, 2016) napravljen je plan obnove 

rijeke Save od hidroelektrane Breģice u Sloveniji do Rugvice u Hrvatskoj kako bi se sprijeļilo 

usijecanje i produbljivanje rijeļnog korita, posebice na podruļju Zagreba (EuroNatur, 2021). 

Na ovom potezu Sava je potpuno kanalizirana. Istraģivanja kod postaje Podsused pokazuju 

kako se rijeļno korito Save produbilo za gotovo 4,5 m u razdoblju od 1923. do 2016. (Lubura 

Matkoviĺ i sur., 2019). Pokazano je kako je moguĺe zaustaviti usijecanje korita uz sljedeĺe 

mjere: izgradnja novih inicijalnih kanala uz glavni tok, obnova mekih obala izgradnjom ravnih 

obaloutvrda, proġirenje rijeļnog toka, poravnavanje ili sniģavanje podruļja oko rijeke i jaļanje 

zaġtite od poplava (EuroNatur, 2021). S druge strane, Kuspiliĺ i sur. (2020) su u svojem 

prijedlogu koncepta rijeke Save od granice sa Slovenijom do Siska predvidjeli izgradnju 4 

hidroelektrane u umjetnom kanalu Sava-Sava, uklanjanje nasipa i izgradnju pregrada preko 

Save. Na dionici Ivanja Reka ï Jarun takoĽer je planirano ureĽenje vodnih razina Save 

izgradnjom ļetiri potopljena praga, koja bi trebala osigurati prihvatljivije razine podzemnih 

voda u vodonosniku iz kojeg se jezera Jarun i Bundek prihranjuju (Lubura Matkoviĺ i sur., 

2019).  

Istraģivanja u Sloveniji pokazuju kako se Sava na podruļju oko Ljubljane (Ljubljanska 

Sava) znaļajno promijenila od 19. stoljeĺa do danas, ļemu je uvelike pridonijela dugogodiġnja 

regulacija njezina korita, a kasnije i izgradnja hidroelektrana uzvodno od ove dionice. Rijeka 

Sava nizvodno od uġĺa u Savinju je jako izmijenjena zbog regulacijskih radova, a posljednjih 

godina i zbog hidroelektrana, nuklearne elektrane Krġko (NE Krġko) i brane Krġko. NE Krġko 

ima veliku branu na rijeci Savi koja sluģi za dobivanje rashladne vode za reaktor (Mikoġ i sur., 

2015). Slovenska hidroelektrana zaustavlja ġljunak i pijesak te dovodi do usijecanja rijeke 

nizvodno u Hrvatskoj (Schwarz, 2016). Negativan utjecaj izgraĽenih hidroelektrana u Sloveniji 

uoļen je i u vidu poviġenih koncentracija otopljenih metala u tragovima u rijeci Savi te se 

pretpostavlja kako su one utjecale na kemiju vode, mijenjajuĺi stope kemijskog troġenja stijena, 

remeteĺi biogeokemijsko kruģenje elemenata i mijenjajuĺi razmjenu izmeĽu podzemne i 

povrġinske vode (Luļiĺ i sur., 2022).  
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1.5.1. Oneļiġĺenje rijeke Save  

Prethodna istraģivanja rijeke Save pokazala su da je gornji tok u velikoj mjeri reguliran 

stopama troġenja visoko karbonatnih minerala, srednji tok poljoprivrednom aktivnoġĺu i 

bioloġkim procesima povezanim s eutrofikacijom, a donji tok velikim oneļiġĺenjem iz 

industrijskih aktivnosti i ispuġtanjem neproļiġĺenih komunalnih otpadnih voda (Markovics i 

sur., 2010; Vrzel i sur., 2016). Antropogeni utjecaji u slijevu rijeke Save obuhvaĺaju 

termoelektrane, hidroelektrane, rafinerije nafte i plina, metalurġku, kemijsku i tekstilnu 

industriju te rudarstvo (ISRBC, 2014; Ogrinc i sur., 2015). Istraģivanja rijeke Save provedena 

su u sklopu projekata poput: Europskog projekta 6. okvirnog programa (FP6) SARIB (engl. 

Sava River Basin: Sustainable Use, Management and Protection of Resources) (2004.ï2007.), 

projekta bilateralne suradnje Hrvatske i Srbije ĂProcjena zagaĽenja velikih rijeka u Hrvatskoj i 

Srbijiò (2011.ï2012.) i Europskog projekta 7. okvirnog programa (FP7) GLOBAQUA (engl. 

Managing the Effects of Multiple Stressors on Aquatic Rcosystems Under Water Scarcity) 

(2014.ï2019.).  

Srednji i donji tok Save imaju umjereno i loġe ekoloġko stanje, dok je ekoloġko stanje na 

podruļju oko grada Zagreba ocijenjeno kao umjereno (ISRBC, 2014). U Izvjeġĺu o stanju 

povrġinskih voda u RH u 2020. godini navedeno je kako mjerna postaja Sava kod Jankomira 

ima dobro ekoloġko stanje (Mediĺ i sur., 2022). U Izvjeġĺu o stanju podzemnih voda u RH u 

2020. godini je za tijelo podzemne vode Zagreb, koje se sastoji od 154 monitoring postaje, 

zabiljeģeno loġe kemijsko stanje na dvije postaje (koncentracije ukupnog fosfora i otopljenog 

arsena viġe od graniļnih vrijednosti), a na preostale 152 postaje dobro kemijsko stanje (Ļupiĺ i 

sur., 2021). U istraģivanju provedenom na razini cijele Hrvatske, u kojem su istraģeni podzemni 

ekosustavi povezani s podzemnim vodama (engl. groundwater-associated aquatic ecosystems, 

GWAAEs) i podzemni ekosustavi ovisni o podzemnim vodama (engl. groundwater-dependent 

ecosystems, GWDEs), zabiljeģeno je kako je opĺenito kakvoĺa podzemnih voda u Hrvatskoj  

dobra, veĺina analiziranih parametara EQS-a (prioritetne tvari) bila je ispod granice 

kvantifikacije (< LOQ), a koncentracije nitrata u podzemnim vodama opĺenito su ispod 20 mg 

L-1 (Brkiĺ i sur., 2019).  

Kako bi se steklo razumijevanje sustava podzemnih voda i identificirali pritisci na sustav 

kao i relevantni fiziļki procesi unutar njega, znanstvenici danas izraĽuju konceptualne modele. 

Vaģnost ovih modela prepoznata je i u Direktivi o zaġtiti podzemnih voda od oneļiġĺenja i 

pogorġanja stanja (GWD 2006/118/EZ, 2006). Nakiĺ i sur. (2013) razvili su konceptualni model 

zagrebaļkog vodonosnika, uzimajuĺi u obzir zahtjev Okvirne direktive o vodama (2000/60/EZ) 
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za procjenu rizika. Cilj procjene rizika je pronaĺi poveznicu od podrijetla pritiska (unos 

zagaĽivala), preko njegova puta u okoliġu sve do posljedica za ljudsko zdravlje ili okoliġ (tzv. 

paradigma izvor-put-receptor) (engl. source-pathway-receptor, SPR) paradigm). Globalni 

konceptualni model (engl. the global conceptual model, GCM) daje uvid u procese i pritiske na 

razini sustava podzemnih voda; sadrģi geoloġku i hidrogeoloġku karakterizaciju zagrebaļkog 

vodonosnika te opis najznaļajnijih toļkastih i difuznih izvora i putova oneļiġĺenja i procesa 

koji utjeļu na ponaġanje oneļiġĺujuĺih tvari u zasiĺenoj i nezasiĺenoj zoni sustava podzemnih 

voda. Glavni toļkasti izvori oneļiġĺenja na podruļju zagrebaļkog vodonosnika su gradsko 

odlagaliġte Jakuġevec, ranģirni kolodvor, ureĽaj za proļiġĺavanje otpadnih voda, septiļke jame, 

ilegalna odlagaliġta otpada, ġljunļare, industrijska postrojenja, zraļna luka Zagreb, benzinske 

postaje i kuĺanstva. Glavni difuzni izvori oneļiġĺenja su promet, propusne kanalizacijske cijevi 

i poljoprivreda. Pokazano je kako su glavna zagaĽivala zagrebaļkog vodonosnika potencijalno 

toksiļni metali, nitrati, pesticidi, lijekovi i klorirani alifati. Prethodna istraģivanja metala u 

podzemnim vodama na podruļju grada Zagreba pokazala su kako koncentracije olova 

premaġuju maksimalne dopuġtene koncentracije na nekim lokacijama, iako je opĺi trend 

smanjenje koncentracija olova zbog smanjenja upotrebe olovnog benzina. TakoĽer, 

koncentracija mangana (Mn) na nekim lokacijama je bila izrazito visoka (Nakiĺ i sur., 2013). 

Prijetnju podzemnim vodama predstavljaju i metali koji se ispiru s oneļiġĺenog tla ili 

sedimenta. Nakiĺ i sur. (2007) su pokazali da na odlagaliġtu Jakuġevec dolazi do ispiranja 

potencijalno toksiļnih metala u tlo i podzemne vode, a poviġene koncentracije Pb u rijeci Savi 

takoĽer su povezane s ovim odlagaliġtem (Luļiĺ i sur., 2022). Nitrati su jedni od glavnih 

zagaĽivala podzemnih voda u svijetu i vodonosniku grada Zagreba (Nakiĺ i sur., 2013; Xue i 

sur., 2009). Iako je intenzivna poljoprivreda (gnojiva) glavni potencijalni izvor oneļiġĺenja 

nitratima na podruļju Zagreba, drugi izvori ukljuļuju istjecanje iz septiļkih jama i 

kanalizacijskog sustava, atmosfersko taloģenje i drugi urbani otpad (Nakiĺ i sur., 2013). 

Najveĺa koncentracija nitrata pronaĽena je u urbanom dijelu Zagreba, na lijevoj obali rijeke 

Save, gdje su glavni izvori nitrata septiļke jame, propusna kanalizacija, graĽevinske jame i 

industrija. TakoĽer, visoke koncentracije nitrata pronaĽene su na poljoprivrednim povrġinama 

(ģivotinjske farme) na desnoj obali Save, gdje potjeļu od gnojiva i ģivotinjskog izmeta. Huljek 

i sur. (2019) konstruirali su kartu sa svim potencijalnim izvorima nitrata te podruļjima 

osjetljivim na oneļiġĺenje nitratima na podruļju grada Zagreba. Koncentracije nitrata veĺinom 

su viġe u gornjem dijelu nezasiĺene zone vodonosnika te opadaju s dubinom (Ruģiļiĺ i sur., 

2018). Analize stabilnih izotopa (ŭ15NNO3 i ŭ
18ONO3) su pokazale da nitrati u slijevu rijeke Save 

potjeļu od nitrifikacije tla, kanalizacije i/ili stajskog gnoja, ġto su potvrdile i metode praĺenja 
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porijekla mikroorganizama u povrġinskoj vodi (Vrzel i sur., 2016). Najveĺe koncentracije 

nitrata zabiljeģene su tijekom zime/jeseni kada dolazi do intenzivnijeg ispiranja tla s obala 

(Vrzel i Ogrinc, 2015). Pokazano je da partikulatni organski ugljik (POC) u slijevu rijeke Save 

uglavnom potjeļe iz tla i od fitoplanktona (Vrzel i sur., 2016). Brkiĺ i sur. (2009) proveli su 

analizu prirodne ranjivosti vodonosnika za cjelokupno podruļje panonskog dijela RH u sklopu 

procjene rizika cjelina podzemne vode. Za podruļje vodne cjeline Zagreb definirana je vrlo 

visoka i visoka ranjivost, karakteristiļna za aluvijalne vodonosnike vrlo dobrih hidrauliļkih 

svojstava, s razmjerno malom dubinom do podzemne vode i slabom zaġtitnom funkcijom 

nesaturirane zone i tla. Zbog optereĺenja toļkastim i rasprġenim izvorima oneļiġĺenja, vodna 

cjelina Zagreb svrstana je u kategoriju potencijalnog rizika. 

Podzemne vode u slijevu Save, na koje rijeka Sava ima izravan utjecaj, glavni su izvor 

pitke vode. S obzirom da sedimenti predstavljaju mjesto akumuliranja raznih toksiļnih 

anorganskih i organskih zagaĽivala, koji se mogu remobilizirati u povrġinske vode, vaģno je 

pratiti kvalitetu sedimenta kako bi se odrģala kvaliteta povrġinskih voda. Proteklih desetljeĺa 

razvijene su brojne smjernice za kvalitetu sedimenata (engl. sediment quality guidelines, SQG) 

kako bi se procijenio ekoloġki status sedimenata (Burton, 2002; Long i sur., 2006). TakoĽer, 

razvijene su kanadske Smjernice za kvalitetu okoliġa (engl. the Canadian Environmental 

Quality Guidelines) (CCME, 2001), koje definiraju razinu vjerojatnog uļinka (engl. the 

probable effect level, PEL), iznad koje se obiļno ili uvijek opaģaju ġtetni bioloġki uļinci. Ova 

se vrijednost koristi za odreĽivanje raspona koncentracija zagaĽivala povezanih sa ġtetnim 

bioloġkim uļincima. Kemijske analize sedimenata se ļesto primjenjuju jer odraģavaju prostornu 

i vremensku varijaciju koncentracija zagaĽivala (Woitke i sur., 2003). Elementi Cd, Pb, Cu, Zn, 

Cr, Ni, Hg i As ļesto se akumuliraju u sedimentu kao posljedica industrijskih, komunalnih i 

rudarskih aktivnosti (Grosbois i sur., 2006), a glavni izvor akumulacije P jesu kanalizacija i 

poljoprivredne aktivnosti (House i Denison, 2002). Prema Okvirnoj direktivi o vodama u 

sedimentu rijeke Save od izvora pa sve do uġĺa su ispitivani sljedeĺi elementi: Cd, Pb, Ni i Hg, 

a uz njih su izmjereni i Cu, Zn, Cr, As i P (Milaļiļ i sur., 2010). Analize sedimenata pokazale 

su blago poviġene vrijednosti Hg (0.6 mg kgī1), Cr (380 mg kgī1) i Ni (210 mg kgī1) na 

industrijski izloģenim mjestima u Sloveniji, Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini te Srbiji. 

Koncentracije Cr na ovim lokacijama bile su iznad definirane razine uļinka za Cr (160 mg kg-

1) (CCME, 2001). Poviġene koncentracije P (do 1000 mg kgī1) pronaĽene su na 

poljoprivrednim povrġinama i na podruļju velikih gradova (Zagreb i Beograd), kao posljedica 

ispuġtanja komunalnih otpadnih voda. S obzirom na istraģivane elemente, pokazano je kako je 

ekoloġki status sedimenata rijeke Save opĺenito usporediv s ostalim umjereno oneļiġĺenim 
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rijekama u Europi (ako se ne uzmu u obzir rijeke koje su pod utjecajem rudarskih aktivnosti) 

(Milaļiļ i sur., 2010). Istraģivanja elemenata u tragovima u suspendiranom partikulatnom 

materijalu (SPM) u rijeci Savi su pokazala kako su koncentracije Cd i Zn viġe od prosjeka ovih 

metala u SPM u svijetu (Ogrinc i sur., 2015). Geokemijske analize fine frakcije SPM-a u rijeci 

Savi na podruļju Zagreba ukazale su na antropogeni unos ekotoksiļnih elemenata (Ni, As, Cr, 

Pb, Bi, Cd, Zn, Sb) (Luļiĺ i sur., 2019). U rijeļnim ekosustavima fina frakcija sedimenta (<63 

Õm) je najļeġĺe ona koja sadrģi najveĺe koncentracije metala, pogotovo ukoliko uzorci 

sadrģavaju dosta pjeġļane frakcije (Vdoviĺ i sur., 2021). Stoga je upravo fina frakcija izabrana 

u ovom doktorskom istraģivanju u sklopu analize koncentracije metala u sedimentu rijeke Save. 

Potencijalnu opasnost za rijeku Savu predstavljaju i metali u sedimentu u Savskom 

Marofu na podruļju nekad aktivnog potoka Gorjak, koji je danas presuġen. Potok Gorjak se 

ulijevao u rijeku Savu, a u njega su ispuġtane neproļiġĺene otpadne vode iz obliģnjih 

farmaceutskih tvrtki.  Koncentracije elemenata u tragovima u aluvijalnom sedimentu Save kod 

Zagreba i potoku Gorjak (tzv. Smrdljivka) istraģili su Vertaļnik i sur. (1995). Na lokaciji 

nizvodno od ispusta otpadnih voda pronaĽene su poviġene koncentracije Cr, Cu, Pb, Hg, Ni i 

Zn u sedimentu potoka. Autori su zakljuļili kako su sedimenti potoka Gorjak bogati organskom 

tvari pa uzrokuju zaļepljenje i time sprjeļavaju oneļiġĺenje podzemnih voda. Istraģivanja na 

potoku Gorjak nastavili su Mikac i sur. (2008) te su uoļili znatno viġe koncentracije 

ekotoksiļnih elemenata Pb, Cr, Zn, Cu, Ni i Hg u sedimentu na lokacijama iza ispusta 

industrijskih otpadnih voda, u usporedbi s referentnom lokacijom.  

Glavni antropogeni utjecaji na kvalitetu vode rijeke Save su hranjive tvari (nitrati) i 

anorganske soli (npr. Na+, K+, Cl-, NO3
- i SO4

2-). Poviġene koncentracije sulfata unutar slijeva 

Save mogu potjecati od kiselih kiġa (Ogrinc i sur., 2015). Pokazano je kako su kanalizacijske 

otpadne vode i stajski gnoj jedni od glavnih izvora nitrata u slijevu Save (Ogrinc i sur., 2015). 

Utjecaj ljudskih aktivnosti na oneļiġĺenje rijeke Save vidljiv je kroz toļkaste izvore zagaĽenja, 

posebice kroz ispuste otpadnih voda. Veliki broj heterotrofnih bakterija zabiljeģenih u rijeci 

Savi u istraģivanju provedenom 2006. godine ukazao je na loġu kvalitetu vode nizvodno od 

gradova Zagreba i Velike Gorice, kao posljedicu kanalizacijskih ispusta (Kapetanoviĺ i sur., 

2015).  

Metali u rijeļnoj vodi mogu potjecati iz prirodnih procesa (npr. troġenje stijena), ali i iz 

antropogenih izvora kao ġto su rudarstvo, urbanizacija, industrijske i komunalne otpadne vode 

te prekomjerna upotreba pesticida i gnojiva (Li i sur., 2019). Dosadaġnja istraģivanja pokazala 

su da su neproļiġĺene otpadne vode grada Zagreba i Velike Gorice predstavljale znaļajan izvor 

unosa metala u rijeku Savu (Dautoviĺ, 2006; Dragun i sur., 2009; Mikac i Branica, 1994). 
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Dragun i sur. (2009) istraģili su koncentracije ukupno otopljenih metala u tragovima (Cd, Co, 

Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb i Zn) u povrġinskoj vodi rijeke Save u Hrvatskoj. Najveĺe koncentracije 

ukupno otopljenih metala izmjerene su za Fe, Mn i Zn, neġto niģe koncentracije za Ni , Cu i Cr, 

a najniģe za Co, Pb i Cd. Zabiljeģene su poveĺane koncentracije Co, Fe i Mn na lokacijama pod 

utjecajem toļkastih izvora oneļiġĺenja (ispusti komunalnih i industrijskih otpadnih voda 

gradova Zagreba, Velike Gorice i Siska). Usporedba rezultata dobivenih ovom studijom s 

prethodno objavljenim podacima za nekoliko nezagaĽenih rijeka pokazala je da je rijeka Sava 

pod odreĽenim antropogenim utjecajem (Dragun i sur., 2009). Koncentracije metala pokazale 

su kratkoroļnu vremensku varijabilnost (unutar sezone, ali i unutar nekoliko dana). Uoļeno je 

kako je razina vode znaļajan ļimbenik koji utjeļe na koncentracije otopljenih metala. 

Koncentracije ukupno otopljenog Mn bile su viġe nakon naglog porasta razine vode, ġto moģe 

biti povezano sa resuspenzijom sedimenta i naknadnom remobilizacijom istaloģenog Mn 

tijekom tog razdoblja (Dragun i sur., 2009). Poveĺanje otopljenih koncentracija metala zbog 

poveĺanja protoka vode karakteristiļno je za redoks-osjetljive elemente u tragovima u ļestiļnoj 

fazi, posebice Mn i Fe (Neal i sur., 2000). 

Istraģivanje koncentracija otopljenih elemenata u tragovima u gornjem i srednjem toku 

rijeke Save u razdobljima od 1 godine pokazalo je kako je Sava umjereno oneļiġĺena rijeka, 

ļija kvaliteta vode zadovoljava standarde kvalitete okoliġa (engl. environmental quality 

standards, EQS) (Luļiĺ i sur., 2022). Uoļeno je da je troġenje tla glavni izvor veĺine elemenata 

(Al, As, Ba, Co, Cu, Fe, Li, Ni, Sb, Sr i V), da su Cd, Mo, Pb, Ti i Zn antropogenog porijekla 

(industrijske otpadne vode, odlagaliġta otpada i prekomjerna uporaba pesticida i gnojiva u 

poljoprivredi), a Mn i U su povezani sa stvaranjem koloida. U vodi rijeke Save najveĺe 

koncentracije (> 1 ɛg Lī1) utvrĽene su za Al, Ba, Fe, Li, Mn, Sr i Zn, a najniģe (u rasponu 0,01ï

0,1 ɛg Lī1) za Cd, Co, Pb i Ti, dok su svi ostali elementi bili u rasponu 0,1ï1 ɛg Lī1 (Luļiĺ i 

sur., 2022). Prethodno istraģivanje u ovom dijelu rijeke Save pokazalo je sliļne raspone 

koncentracija otopljenih metala (Dragun i sur., 2009). Pokazano je kako rijeka Sava ima znatno 

niģe koncentracije metala u usporedbi s drugim velikim europskim rijekama u industrijskim 

podruļjima, poput Seine i Temze, ali znatno viġe koncentracije metala u usporedbi s ļistim 

hrvatskim rijekama Krkom i Koranom (Luļiĺ i sur., 2022). Prosjeļne godiġnje i maksimalno 

dopuġtene koncentracije Cd, Ni i Pb za ocjenu kemijskog stanja i koncentracije As, Cu, Zn i Cr 

za ocjenu ekoloġkog stanja bile su niģe od zadanih kriterija na istraģivanim postajama u rijeci 

Savi (Luļiĺ i sur., 2022).   

Ispust otpadnih voda grada Zapreġiĺa u rijeku Savu predstavlja toļkasti izvor zagaĽenja, 

a nalazi se oko 700 m prije uġĺa rijeke Krapine u rijeku Savu. Kroz javni sustav odvodnje grada 
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Zapreġiĺa skupljaju se komunalne otpadne vode te obraĽene tehnoloġko-sanitarne otpadne vode 

farmaceutske industrije  i proizvodnje pekarskog kvasca (Ferina, 2015). Proļistaļ otpadnih 

voda grada Zapreġiĺa ima samo mehaniļko proļiġĺavanje (prvi stupanj proļiġĺavanja) te su u 

njegovim otpadnim vodama uoļene znatno viġe koncentracije metala u odnosu na otpadne vode 

proļistaļa grada Zagreba i Velike Gorice, koji imaju mehaniļko i bioloġko proļiġĺavanje 

(Ļesen i sur., 2019; Luļiĺ i sur., 2022). Proļistaļ otpadnih voda grada Zagreba ima veĺi 

volumen ispuġtanja u odnosu na proļistaļ grada Zapreġiĺa i Velike Gorice te stoga predstavlja 

glavni potencijalni antropogeni izvor metala za rijeku Savu (Luļiĺ i sur., 2022).  

1.5.2. Dosadaġnja faunistiļka istraģivanja hiporeiļke zone rijeke Save   

Rijeka Sava je jedna od najzanimljivijih europskih rijeka po bogatstvu intersticijske 

faune. Hiporeiļka i freatiļka intersticijska fauna duģ njezinog 990 km dugog toka uglavnom je 

prouļavana sredinom 20. stoljeĺa. Najintenzivnija sustavna istraģivanja intersticijske faune 

provedena su u okolici Zagreba (Hrvatska) i Ljubljane (Slovenija) (Karaman, 1983; Meġtrov, 

1957, 1960; Meġtrov i sur., 1978, 1983; Rogulj i sur., 1994; Sket i Velkovrh, 1981).  

HZ rijeke Save na podruļju Zagreba (Jankomirski most) istraģivali su Meġtrov i 

Lattinger-Penko (1981) tijekom 1973. i 1974. godine. Na ġljunļanim sprudovima i u koritu 

rijeke u HZ na dubini do 2 m zabiljeģene su poviġene koncentracije organskih spojeva, klorida, 

nitrata, nitrita i amonijaka te je uoļena prisutnost koliformnih bakterija. Ovi ļimbenici pokazali 

su kako oneļiġĺena povrġinska voda rijeke Save utjeļe na HZ. Vrijednosti biokemijske 

potroġnje kisika i prisutnost produkata razgradnje organskih tvari pokazali su na aktivnost 

bakterija te na proces samoproļiġĺavanja HZ rijeke Save (Meġtrov i Lattinger-Penko, 1981) 

(Meġtrov i Lattinger-Penko, 1981). Od svojti pronaĽenih u HZ (obliĺi (Nematoda), 

maloļetinaġi (Oligochaeta), veslonoġci (Copepoda), ljuskari (Ostracoda), rakuġci 

(Amphipoda), trzalci (Chironomidae), liļinke razliļitih skupina vodenih kukaca (Insecta)), 

najbrojniji su bili maloļetinaġi. U njihovom istraģivanju nisu pronaĽene tipiļne podzemne vrste 

vodengrinja (Hydrachnidia), jednakonoģnih rakova (Isopoda) i rakuġaca, inaļe prisutne u 

freatiļkim vodama rijeke Save (Meġtrov, 1960) i HZ rijeke Drave. Kao razlog ovako ekoloġki 

osiromaġenog staniġta navodi se visok stupanj oneļiġĺenja organskim i toksiļnim tvarima 

(poviġenim koncentracijama klorida, nitrata, nitrita, amonijaka te anionskim povrġinski 

aktivnim tvarima) (Meġtrov i sur., 1976; Meġtrov i Lattinger-Penko, 1981).    

Prethodna istraģivanja HZ rijeke Save u Sloveniji provedena su u srediġnjoj Sloveniji 

(Ljubljansko polje) te jednom dijelu istoļne Slovenije, na granici s Hrvatskom (Sket i Velkovrh, 

1981; Prevorļnik i sur., 2019). Zbog velikog broja stigobiontnih vrsta (29) pronaĽenih u 
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Ljubljanskom polju, ovo podruļje smatra se globalnim ģariġtem bioloġke raznolikosti 

intersticijske faune (Sket i Velkovrh, 1981). U istoļnoj Sloveniji je na lokaciji Ļateģ ob Savi 

pronaĽeno 26 vrsta beskraljeģnjaka, ukljuļujuĺi 14 stigobiontnih vrsta, dok je na lokaciji 

Obreģje identificirano 25 vrsta beskraljeģnjaka, ukljuļujuĺi 13 stigobiontnih vrsta. Od ukupnog 

broja stigobiontnih vrsta, 10 ih spada u red Amphipoda (rakuġci), od kojih veĺina pripada rodu 

Niphargus (9 vrsta) (Prevorļnik i sur., 2019). Zajednice rakova iz skupina veslonoģaca, ljuskara 

i raġljoticalaca (Cladocera) istraģene su na ġljunļanom sprudu u blizini Ljubljane (Mori i sur., 

2012).  

Europska unija donijela je 2006. godine Direktivu 2006/118/EZ Europskog parlamenta i 

Vijeĺa o zaġtiti podzemnih voda od oneļiġĺenja i pogorġanja stanja (SL L 372, 27.12.2006.). 

Ovom direktivom ġtite se i ekosustavi ovisni o podzemnim vodama. MeĽutim, iako direktiva 

navodi samo potrebu ocjenjivanja kemijskog stanja podzemnih voda, a biotu u potpunosti 

zanemaruje, postoje inicijative i znanstvena istraģivanja koja ukazuju na vaģnost 

implementacije biote u sustav vrednovanja podzemnih voda (Hahn, 2006). Primjerice, razvijen 

je takozvani ĂGW-Fauna-Indeksñ koji je izraļunat koriġtenjem relativne koliļine detritusa, 

standardne devijacije temperature i koncentracije kisika. Ovaj indeks predstavlja prvi pokuġaj 

kvantifikacije procesa hidroloġke izmjene izmeĽu povrġinskih i podzemnih voda s obzirom na 

ekologiju podzemnih voda (Hahn, 2006). S obzirom da su intersticijska staniġta i njihova fauna 

nedovoljno istraģeni i imaju veliki potencijal za otkriĺa novih vrsta za znanost i faunu u 

odreĽenim podruļjima, potrebno ih je opġirnije istraģiti te uvesti odgovarajuĺe mjere oļuvanja.    

1.6. Bioindikatorski organizmi 

Za praĺenje utjecaja oneļiġĺenja u vodenom okoliġu koriste se akvatiļki organizmi koji 

su temeljem dugogodiġnjih istraģivanja utvrĽeni kao dobri bioindikatori, koji ukazuju na 

razliļita stanja kvalitete vode. Kako bi se dobile najpouzdanije informacije o prirodnim i 

antropogenim promjenama u okoliġu potrebno je integrirati bioloġke pokazatelje i fizikalno-

kemijske ļimbenike. 

Podzemni beskraljeģnjaci su korisni bioindikatori oneļiġĺenja podzemnih voda. Oni su 

blisko povezani s okoliġem u kojem ģive, zastupljeni su u nekoliko trofiļkih razina (npr. 

karnivori, filtratori, strugaļi) te imaju razliļite ģivotne cikluse. Stoga oni direktno ili indirektno 

reagiraju na promjene uvjeta u podzemlju (npr. koncentracija kisika u podzemnoj vodi, vrsta 

organske tvari, veliļina ļestica sedimenta) te integriraju uļinke oneļiġĺenja tijekom razliļitih 

vremenskih razdoblja (Malard i sur., 1996). Primjerice, uoļeno je kako su promjene u sastavu 

zajednica podzemnih beskraljeģnjaka (sastavljene od rakova (Amphipoda, Cyclopoida, 
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Harpacticoida, Isopoda i Podocopida), liļinki vodenih kukaca, maloļetinaġa, mekuġaca i 

obliĺa) u intersticijskoj zoni u rijeci Rh¹ne povezane s koncentracijama metala u sedimentu te 

je na lokacijama s poviġenim koncentracijama metala smanjena brojnost i gustoĺa vrsta 

beskraljeģnjaka (posebice liļinki vodenih kukaca) (Pl®net i Gibert, 1994). Beskraljeģnjaci su 

vaģni bioindikatori u podzemnim staniġtima jer, za razliku od povrġinskih staniġta, u podzemlju 

nema primarnih proizvoĽaļa te ga samo rijetko naseljavaju kraljeģnjaci (npr. krġka podruļja). 

Stoga se u biomonitoringu podzemnih voda mogu koristiti samo bakterije, praģivotinje i 

beskraljeģnjaci. Zbog nedostatka primarnih proizvoĽaļa, hranidbene mreģe su kraĺe pa su 

beskraljeģnjaci direktno izloģeni promjenama sastava nutrijenata u podzemnoj vodi. U 

povrġinskim ekosustavima ovakve promjene nutrijenata se prvo odraģavaju na vodenoj 

vegetaciji (algama, makrofitima), a tek kasnije na fauni (Malard i sur., 1996).  

1.6.1. Rakovi (Crustacea) kao bioindikatorski organizmi 

Rakovi (Crustacea) pripadaju ļlankonoġcima (Arthropoda), najbrojnijem koljenu 

ģivotinjskog carstva, i jedna su od iznimno vaģnih skupina organizama koja se koristi za 

praĺenje bioloġke kvalitete vode (Boets i sur., 2010). Za ocjenu kakvoĺe podzemnih voda mjere 

se samo fizikalno-kemijska svojstva vode, kako je propisano Direktivom o zaġtiti podzemnih 

voda od oneļiġĺenja i pogorġanja stanja (GWD, 2006/118/EZ). MeĽutim, kako bi se ispravno 

procijenio utjecaj na podzemne ekosustave, potrebno je uzeti u obzir bioloġke i ekoloġke 

pokazatelje. Brojni autori i okoliġne agencije zalaģu se za razvoj i koriġtenje bioloġkih i 

ekoloġkih indikatora za procjenu kvalitete podzemne vode i praĺenje utjecaja oneļiġĺenja 

(Danielopol i sur., 2004, 2006; EPA, 2003; Stein i sur., 2010).   

Procjena kvalitete podzemnih ekosustava bazira se na prisutnosti ili odsutnosti prethodno 

definiranih osjetljivih vrsta i odreĽivanju koncentracije zagaĽivala akumuliranih u hranidbenim 

mreģama (Malard i sur., 1996). Postoje dva razliļita metodoloġka pristupa u biomonitoringu 

podzemnih voda. Prvi je podzemna ekotoksikologija koja prouļava naļin na koji toksiļne tvari 

utjeļu na preģivljavanje i razvoj organizama. Drugi pristup je ekologija oneļiġĺenja podzemnih 

voda, koja istraģuje promjene u strukturi zajednica beskraljeģnjaka koje nastaju kao posljedica 

oneļiġĺenja (Malard i sur., 1996). U veĺini sluļajeva promjene u zajednicama beskraljeģnjaka 

rezultat su promjena abiotiļkih ļimbenika, koje su nastale zbog oneļiġĺenja. Primjerice, 

podzemni beskraljeģnjaci mogu nestati iz okoliġa zbog niskih koncentracija kisika u podzemnoj 

vodi, koje su uzrokovane mineralizacijom organskih zagaĽivala (Malard i sur., 1996). Pokazano 

je da je fauna podzemnih voda osjetljivi indikator oneļiġĺenja vodonosnika teġkim metalima 

(Boulton, 2000; Malard i sur., 1994, 1996; Notenboom i sur., 1994, Pl®net i Gibert, 1994). 
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Primjerice, hipogejske vrste rakova veslonoģaca (Copepoda) pronaĽene su samo na 

nezagaĽenim lokacijama u vodonosniku u Francuskoj, dok su druge epigejske vrste pronaĽene 

i na lokacijama koje su pod utjecajem ispusta komunalnih voda (Malard i sur., 1994). Za razliku 

od epigejskih rakova, stigobiontni organizmi su otporniji na oneļiġĺenje metalima jer imaju 

sporiji metabolizam.  

Povrġinske vrste slatkovodnih rakuġaca su u veĺini sluļajeva prikladni modelni organizmi 

jer su ġiroko rasprostranjeni, zastupljeni su s velikom gustoĺom u zajednici vodenih 

beskraljeģnjaka te imaju kratak ģivotni ciklus (Marsden i Rainbow, 2004). Podzemne vrste 

rakuġaca osjetljive su na oneļiġĺenje te su korisne kao bioindikatorski organizmi za procjenu 

ekoloġke kvalitete podzemnih voda (Rainbow, 1992). Na primjer, rakuġci se nalaze na drugom 

mjestu (odmah nakon raġljoticalaca, Cladocera) u poretku relativne osjetljivosti svojti vodenih 

beskraljeģnjaka na metale (Von Der Ohe i Liess, 2004). Stigobiontske (podzemne) vrste 

rakuġaca, poput vrste Niphargus rhenorhodanensis Schellenberg, 1937, koriste se za procjenu 

difuznog organskog oneļiġĺenja te za globalnu procjenu ekoloġke kakvoĺe podzemne vode 

(Marmonier i sur., 2013). Marmonier i sur. (2013) predloģili su koriġtenje ekofizioloġkog 

indeksa kod epigejskih i hipogejskih rakuġaca za procjenu kakvoĺe podzemnih voda, koji 

kombinira stopu preģivljavanja i stanje energijskih zaliha (glikogena i triglicerida). Ovaj indeks 

je visok kada veliki broj organizama preģivi unatoļ izloģenosti i kada ima dovoljne energijske 

zalihe, a vrijednost se smanjuje sa smanjenjem stope preģivljavanja organizama ili razine 

glikogena. Osim toga, predloģili su koriġtenje indeksa kvalitete vode (engl. water-quality index, 

WQI) temeljenog na omjeru koncentracija DO i DOC u podzemnoj vodi. Ovaj indeks ima 

visoku vrijednost u nezagaĽenim i dobro oksigeniranim podzemnim vodama, gdje se kisik ne 

troġi mikrobnom aktivnoġĺu, a koncentracije DOC-a su niske, dok se vrijednost indeksa 

smanjuje u zagaĽenim, slabo oksigeniranim vodama, bogatim organskim spojevima. Kavezna 

izlaganja organizama in situ vrlo su vaģna i mogu se koristiti zajedno s fizikalno-kemijskim 

pokazateljima za procjenu kakvoĺe podzemnih voda (Marmonier i sur., 2013). Kratkotrajna 

izloģenost (tj. tjedan dana) epigejske vrste (kao ġto je Gammarus pulex) moģe se koristiti za 

procjenu akutne izloģenosti toksiļnim zagaĽivalima, dok se duģa izloģenost (tj. mjesec dana) 

podzemne vrste (kao ġto je N. rhenorhodanensis) moģe koristiti za procjenu difuznog 

organskog oneļiġĺenja i za globalnu procjenu ekoloġke kakvoĺe podzemne vode ako se koriste 

odgovarajuĺi ekofizioloġki pokazatelji za procjenu stresa tijekom izloģenosti (Marmonier i sur., 

2013).  

Slatkovodni rakuġci pokazali su se kao dobri bioindikatori oneļiġĺenja metalima (Cu, Zn) 

u intersticijskoj zoni rijeka Rh¹ne i Ain u Francuskoj (Pl®net, 1995). Podzemne vrste rakuġaca 
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(N. rhenorhodanensis i Niphargopsis casparyi (Pratz, 1866)) akumulirale su viġe metala u 

odnosu na povrġinske (Gammarus fossarum Koch, 1836), ġto moģe biti povezano s duljim 

ģivotnim vijekom podzemnih rakuġaca i posljediļno s duģom izloģenoġĺu metalima. TakoĽer, 

zbog sposobnosti akumulacije metala, podzemni rakuġci su korisni u dugoroļnim 

istraģivanjima unosa metala u hranidbene lance ili ispuġtanja u podzemne ekosustave (Pl®net, 

1995). Pokazano je kako su rakuġci koji nastanjuju HZ manje osjetljivi na oneļiġĺenje od svojih 

epigejskih srodnika (Pl®net, 1999; Pl®net i sur., 1996; Pl®net i Gibert, 1994; Williams i 

Fulthorpe, 2003). Epigejska vrsta G. fossarum bila je prisutna uglavnom na mjestima koja su 

manje zagaĽena metalima, dok je dominantno hipogejski rod Niphargus pronaĽen uglavnom 

na mjestima s poviġenim koncentracijama metala (Pl®net i sur., 1996).   

U ovom radu epigejska vrsta Gammarus fossarum koriġtena je kao modelni organizam 

za optimizaciju metode mjerenja koncentracije adenilata (tj. adeninskih nukleotida, pojam je 

objaġnjen u poglavlju 1.9.1.) u rakuġcima. Ova vrsta je ġiroko rasprostranjena na sjevernoj 

hemisferi i ģivi u ļistim i slabo oneļiġĺenim vodama (Grabowski i sur., 2007). Vrsta G. 

fossarum ima nezamjenjivu ulogu u razgradnji neģive organske tvari i protoku tvari i energije 

kroz hranidbene mreģe slatkovodnih ekosustava. Moģe biti dominantna vrsta u mnogim 

skupinama makrozoobentosa, u smislu broja i/ili biomase (Macneil i sur., 1997). Rod 

Gammarus svrstavamo u skupinu glavnih usitnjivaļa (engl. shredders) krupnih organskih 

ļestica hrane (engl. coarse particulate organic matter, CPOM,). Vrsta G. fossarum je kljuļna 

vrsta zbog svoje velike brojnosti i uļinkovitosti u usitnjavanju krupno partikulirane organske 

tvari (CPOM) koja predstavlja vaģan izvor energije za vodene zajednice (Dangles i Gu®rold, 

2000). Vrsta G. fossarum je tradicionalno smatrana kao herbivorna vrsta, koja se hrani 

listincem, a novija istraģivanja pokazuju kako je ona i omnivorna i karnivorna vrsta, tj. aktivni 

predator nad ostalim skupinama beskraljeģnjaka, primjerice jednakonoģnim rakovima, 

trzalcima, vodencvjetovima, tularima i obalļarima (Felten i sur., 2008; Macneil i sur., 1997). 

Vrste iz roda Gammarus pokazuju i kanibalistiļko ponaġanje (Dick, 1995). Pokazano je kako 

vrsta G. fossarum znaļajno utjeļe na sastav bentoskih zajednica beskraljeģnjaka, pri ļemu 

dolazi do smanjenja brojnosti dvokrilaca (Diptera) i maloļetinaġa (Oligochaeta) (Syrov§tka i 

sur., 2020).  

Vrsta G. fossarum koristi se kao indikatorski organizam u ekotoksikologiji i za njega 

postoje literaturni podaci o toksikoloġkim biomarkerima i indikatorima kemijskog zagaĽenja, a 

takoĽer je prepoznata kao predstavnik slatkovodnih makroskopskih beskraljeģnjaka visoko 

osjetljiva na metale i njihove spojeve (Ciliberti i sur., 2017). Vrsta G. fossarum se ļesto koristi 

kao bioindikator zbog svoje ġiroke rasprostranjenosti, velike brojnosti, jednostavnog 
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uzorkovanja i determinacije, spolnog dimorfizma i osjetljivosti na zagaĽivala. Uoļeno je kako 

ima izraģenu sposobnost nakupljanja (bioakumulacije) metala iz okolne vode (Fialkowski i sur., 

2003a; Rinderhagen i sur., 2000). Pokazano je kako otpadne vode koje se ulijevaju u rijeke 

negativno utjeļu na rakuġce, smanjujuĺi energijski status i stopu hranjenja vrste G. fossarum 

(Bundschuh i sur., 2011). TakoĽer, izloģenost metalima uzrokovala je smanjenu aktivnost i 

inhibiciju probavnih enzima te smanjenu stopu hranjenja kod vrste G. fossarum (Dedourge-

Geffard i sur., 2009). S poveĺanjem koncentracija bioakumuliranih metala dolazi do smanjenja 

gustoĺe ove vrste (Ciliberti i sur., 2017). Vrsta G. fossarum se pokazala kao vrsta prikladna za 

monitoring oneļiġĺenja Zn u povrġinskim vodenim sustavima (Pl®net, 1995, 1999). U 

laboratorijskim uvjetima, vrsta G. fossarum je pokazala veliku sposobnost akumulacije Zn 

(koncentracija veĺa od 1000 Õg/L), za razliku od hipogejske vrste N. rhenorhodanensis, koja 

nije pokazala sposobnost akumulacije (Pl®net, 1999). TakoĽer, jedinke vrste G. fossarum 

izloģene Zn i Cu pokazale su veĺu smrtnost u odnosu na kontrolu (Pl®net, 1999). Kroniļna 

izloģenost vrste G. fossarum mjeġavini farmaceutika u vodenim sustavima dovodi do 

nepravilnog presvlaļenja rakova i smanjenog rasta jedinki (Dietrich i sur., 2010).  

1.6.1.1. Synurella ambulans 

Sistematika: 

CARSTVO: Animalia Linnaeus, 1758  

KOLJENO: Arthropoda Latreille, 1829  

POTKOLJENO: Crustacea Br¿nnich, 1772  

RAZRED: Malacostraca Latreille, 1802  

PODRAZRED: Eumalacostraca Grobben, 1892  

NADRED: Peracarida Calman, 1904  

RED: Amphipoda Latreille, 1816  

PODRED: Gammaridea Latreille, 1802  

PORODICA: Crangonyctidae Bousfield, 1973  

ROD: Synurella WrzeŜniowski, 1877 
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VRSTA: Synurella ambulans M¿ller, 1846 

 

Slika 9. Vrsta Synurella ambulans iz HZ rijeke Save (autor fotografije: Sanja Gottstein)  

 

Istraģivana vrsta Synurella ambulans (F. M¿ller, 1846) (Slika 9) je predstavnik rakuġaca 

(Amphipoda) porodice Crangonyctidae koja je ġiroko rasprostranjena od Pontokaspijskog 

bazena, preko istoļne do srediġnje Europe. Premda se smatra vrstom ġiroke ekoloġke valencije 

zbog rasprostranjenosti u razliļitim tipovima staniġta Hrvatske, populacije Panonske i Dinarske 

ekoregije znaļajno se razlikuju s obzirom na ekoloġke uvjete koje preferiraju u razliļitim 

tipovima stajaĺih i tekuĺih voda. Opĺenito se ubraja u kategoriju stigofilnih vrsta, buduĺi da je 

prilagoĽena provoditi dio svog ģivotnog ciklusa u podzemnim vodama. Holarktiļki rod 

Synurella obuhvaĺa vrste koje ģive u povrġinskim i podzemnim vodama te su neke od njih 

stigobionti (Konopacka i BğaŨewicz-Paszkowycz, 2000). U sklopu ove doktorske disertacije 

istraģivana je populacija koja nastanjuje HZ na ġljunļanim sprudovima rijeke Save na podruļju 

Zagreba i ġire okolice (lokacije Medsave, Podsused i Jarun) (Slika 10). Postoji takoĽer i forma 

Synurella ambulans f. subterranea (S. Karaman, 1931), koja je u potpunosti troglomorfna. Neki 

autori smatraju kako je S. subterranea zasebna validna vrsta, koja se jasno morfoloġki i 

genetiļki razlikuje od S. ambulans (Marin i Palatov, 2022), ġto nije u cijelosti validirano zbog 

nedostatnog broja uzoraka.   

Smatra se kako S. ambulans predstavlja kompleks vrsta (Copilaĸ-Ciocianu i sur., 2014; 

Sidorov i Palatov, 2012; Marin i Palatov, 2022), s obzirom na morfoloġku varijabilnost 

(Konopacka i BğaŨewicz-Paszkowycz, 2000; Meijering i sur., 1995).   
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Slika 10. Karta rijeke Save s oznaļenim lokacijama uzorkovanja (lokacija Medsave uzvodno 

od ispusta otpadnih voda te lokacije Podsused i Jarun nizvodno od ispusta) (preuzeto i 

prilagoĽeno iz Gottstein i sur., 2023) 

 

1.6.1.2. Biologija i ekologija vrste Synurella ambulans    

S. ambulans naseljava podzemna staniġta (poput bunara, ġpilja, intersticijskih podzemnih 

staniġta ï HZ, freatiļka i hipotelminoreiļka zona) i nadzemna staniġta (kao ġto su rukavci rijeka, 

poplavne ġume, aluvijalni i krġki izvori, krġke rijeke  i jezera) (Boets i sur., 2010; Gottstein 

Matoļec i sur., 2002a, b; Gottstein i sur., 2000; Heckes i sur., 1996; G. S. Karaman, 1974; Matiĺ 

i sur., 2016). Tipiļna obiljeģja staniġta ove vrste je kontakt vodnog tijela s podzemnom vodom 

i prisutnost mrtvog biljnog materijala (Boets i sur., 2010; Mayer i sur., 2015). Vrsta S. ambulans 

preferira vode s muljevitim sedimentima prekrivenim mrtvim biljnim materijalom te bogatom 

podvodnom i obalnom vegetacijom (Heckes i sur., 1996; Jarocki i Krzysik, 1924). Vrsta je 

eurieciļna vrsta koja moģe ģivjeti u razliļitim staniġtima i uvjetima (Copilaĸ-Ciocianu i sur., 

2014). Prema Karamanu (1931) svi pripadnici roda Synurella ģive u hladnim vodama pa se ljeti 

ne mogu naĺi u toplijim lokvama i potocima, jer se povlaļe u podzemne vode. Nasuprot tome, 

S. ambulans se moģe pronaĺi i u slabo oksigeniranim staniġtima s visokim temperaturama kao 
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ġto su povremena vodna tijela, mrtvaje i bare (Copilaĸ-Ciocianu i sur., 2014; Gottstein i sur., 

2000). Opĺenito se smatra kako rakuġci nemaju stadij koji je otporan na presuġivanje, meĽutim 

postoje neke vrste rakuġaca poput Hyalella azteca (Saussure, 1858) i Crangonyx spp. koji 

obitavaju u povremenim vodotocima (Williams, 2006). MeĽu njima je i vrsta S. ambulans koja 

moģe nastanjivati i povremena vodena tijela, koja presuġuju u jednom dijelu godine pa neki 

autori smatraju da moģe uĺi u odreĽeni oblik dijapauze i na taj naļin preģivjeti suġno razdoblje 

(Arbaļiauskas, 2008). S druge strane, Boets i sur. (2010) smatraju kako ulazak u dijapauzu nije 

potreban jer mnogi povrġinski tokovi imaju i svoj podzemni dio (tj. HZ) koji u suhom periodu 

moģe sluģiti kao refugij organizmima.    

Filogenetske analize su pokazale kako su izmjena naļina ģivota (iz hipogejskog u epigejski 

i obrnuto) i dostupnost refugija u crnomorskoj regiji glavni ļimbenici u evoluciji i distribuciji 

roda Synurella u Rusiji. Postojanje refugija na Kavkazu je omoguĺilo rodu Synurella da preģivi 

tijekom pliocena, a sposobnost izmjene naļina ģivota omoguĺila mu je da se proġiri prema 

sjeveru tijekom kasnog pleistocena (Marin i Palatov, 2022).   

U Hrvatskoj se pojavljuje i na dnu dubokih jezera kao ġto je Vransko jezero na otoku Cresu 

(na dubinama od 50-70 metara), obodnih i drenaģnih kanala akumulacija uz rijeku Dravu te 

eutrofiļnih bazena u rijeci Muri (Gottstein Matoļec i sur., 2002a, b; Gottstein i sur., 2000; 

Jarocki, 1925; Mihaljeviĺ i sur., 2000). Osim toga do sada su na podruļju Hrvatske zabiljeģeni 

nalazi i podzemne forme ove vrste na razliļitim tipovima staniġta povezanih s podzemnim 

vodama kao ġto su veliki krġki izvori (poput izvora Krļiĺ u Srednjoj Dalmaciji) i pripadajuĺi 

ġpiljski sustavi, intersticijske podzemne vode nizinske Hrvatske te bunari u Podravini (Babiĺ, 

2013; Gottstein Matoļec i sur., 2002a, b; Gottstein i sur., 2007; Podravec, 2014; Ģutiniĺ i sur., 

2018).  

Vrstu S. ambulans definiramo kao ekoinģenjera jer spada u kategoriju kopaļa (engl. 

burrowers), koja kopanjem sprjeļava zaļepljenje sedimenta. Stoga je ona kljuļan organizam u 

zajednici hiporeosa. Joġ je Danielopol (1989) ukazao na vaģnost i potencijalnu ulogu 

hiporeiļkih beskraljeģnjaka u odrģavanju propusnosti sedimenata putem hranjenja i stvaranja 

fekalnih peleta. S. ambulans se moģe pojavljivati u zajednicama zajedno s drugim morfoloġki 

veĺim rakuġcima, poput vrsta iz roda Gammarus ili Niphargus. MeĽutim, ove vrste su veĺe pa 

mogu biti predatori za S. ambulans (Copilaĸ-Ciocianu i Boroĸ 2016). Zahvaljujuĺi specifiļnoj 

morfologiji usnog aparata, antena i gnatopoda pretpostavlja se da se S. ambulans hrani uginulim 

biljnim materijalom, detritusom, malim uginulim ģivotinjama, ali i manjim ģivim 

predstavnicima makrozoobentosa (Mayer i sur., 2015). Ova prilagodba omoguĺava S. ambulans 

da izbjegne direktnu kompeticiju za hranu i prostor s veĺim gamaridnim vrstama rakuġaca.   
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Iako je tijelo S. ambulans lateralno spljoġteno, njezino kretanje nije tipiļno boļno plivanje 

karakteristiļno za rakuġce, veĺ s obzirom da je kopaļ, hoda meĽu sedimentom aktivno razgrļuĺi 

ļestice pored i ispod sebe. Kod vrste je prisutan spolni dimorfizam. Spol se odreĽuje na temelju 

prisutnosti genitalnih papila na 7. segmentu pereonita u muģjaka te prisutnosti oostegita od 2. 

do 5. segmenta pereonita u ģenki (Boets i sur., 2010). Ovigerne ģenke nose jaja u marsupiju. 

Vrstu karakterizira ģuta pjega na dorzalnom dijelu glave izmeĽu oļiju (Sidorov i Palatov, 2012). 

Prema Sidorovu i Palatovu (2012) ģuta pjega je hipertrofiļna probavna ģlijezda koja je prisutna 

i kod nekih dubokomorskih rakuġaca gdje ima ulogu u metabolizmu antioksidansa. Prema 

Marinu i Palatovu (2022) ova pjega vjerojatno pomaģe razlikovati svjetlo od tame.   

Srednja duljina ģenki (5,66 Ñ 1,42 mm) u populaciji u Rumunjskoj bila je znaļajno veĺa 

od muģjaka (3,98 Ñ 0,84 mm) (Copilaĸ-Ciocianu i Boroĸ, 2016). TakoĽer, srednja duljina 

ovigernih ģenki bila je znaļajno veĺa od neovigernih. Sliļnu prosjeļnu duljinu tijela imale su i 

jedinke iz Poljske (ģenke 5,5-6,5 mm, a muģjaci 3,3-3,8 mm) (Konopacka i BğaŨewicz-

Paszkowycz, 2000). Pokazano je kako su jedinke s izvora Krļiĺ (ģenke u rasponu duģine od 

2,38 do 7,35 mm, a muģjaci od 2,24 do 5,25 mm) u Hrvatskoj meĽu najmanjima u Europi te je 

ova vrsta svojom veliļinom tijela prilagoĽena na meĽuprostore vadozne zone u kojima se voda 

zadrģava nakon spuġtanja vodnog lica (Babiĺ, 2013).  

1.6.1.3. Dinamika populacija vrste Synurella ambulans 

U Hrvatskoj, populacijska dinamika vrste S. ambulans istraģivana je u poplavnoj ġumi 

Crni jarki pokraj ņurĽevca (Balala, 2016), u povremenom izvoru Krļiĺ (Babiĺ, 2013) te u 

izvorima uz Gojaļku Dobru (Ġkalec, 2012). U poplavnoj ġumi Crni jarki populacija vrste S. 

ambulans istraģivana je na tri razliļita vodena mikrostaniġta: protoļni ksilal (listinac preteģno 

crne johe) s argilalom (mulj preteģito razgraĽenog listinca johe pomijeġan s glinom veliļinske 

frakcije < 6 ɛm), stajaĺi ksilal s argilalom i protoļni fital (podruļje s makrofitskom vodenom 

vegetacijsom i djelomiļno helofitima). Brojnost jedinki vrste S. ambulans na istraģivanim 

mikrostaniġtima poplavne ġume Crni jarki bila je ispod 2000 jedinki po m2 za sve ontogenetske 

kategorije, dok je u travnju 2015. uoļen znaļajan udio juvenilnih jedinki u protoļnom ksilalu s 

argilalom, u iznosu od 12625 jedinki po m2 (Balala, 2016). Sezonska dinamika pokazala je 

najveĺu brojnost jedinki u protoļnom fitalu i protoļnom ksilalu s argilalom tijekom proljetnih 

mjeseci (travanj 2015.), dok je u stajaĺem ksilalu s argilalom najveĺa brojnost jedinki bila 

tijekom zime (prosinac 2015.) (Balala, 2016). Juvenilne jedinke su bile najviġe zastupljene u 

protoļnim istraģivanim mikrostaniġtima (protoļnom fitalu i ksilalu s argilalom), dok je u 

stajaĺem mikrostaniġtu broj juvenilnih jedinki bio u prosjeku neznatno veĺi od broja odraslih 
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(Balala, 2016). TakoĽer, uoļene su razlike u ontogenetskoj strukturi populacije na istraģivanim 

mikrostaniġtima. U protoļnom fitalu juvenilne jedinke su prevladavale u proljetnim mjesecima 

i manjim udjelom u zimskim mjesecima. U protoļnom ksilalu s argilalom juvenilne jedinke su 

izostale ili su bile zastupljene s manjim udjelom od odraslih jedinki u proljetnim i zimskim 

mjesecima. U stajaĺem ksilalu s argilalom juvenilne jedinke su prevladavale u proljetnim 

mjesecima te su u potpunosti izostale u zimskim mjesecima (Balala, 2016).  

Najveĺa gustoĺa jedinki u populaciji iz Krļiĺa zabiljeģena je u svibnju 2011. godine (7109 

jedinki po m2). Bliģeĺi se razdoblju presuġivanja, gustoĺa populacije opada jer se jedinke 

najvjerojatnije poļinju povlaļiti u podzemne vode. U istraģivanom razdoblju od 1 godine 

pojavljuje se jedna generacija muģjaka, ģenki i juvenilnih jedinki, ġto dokazuje normalna 

distribucija vrijednosti veliļinskih kategorija. Adolescenti su imali bimodalnu distribuciju 

ukupne duģine tijela ġto ukazuje na prisutnost dviju generacija (Babiĺ, 2013).  

Na izvorima uz Gojaļku Dobru najveĺa ukupna gustoĺa populacije zabiljeģena u svibnju 

2009. (423 jedinke po m2 na izvoru Gorinci i 490 jedinki po m2 na izvoru Skukani). Na izvoru 

Gorinci muģjaci su bili najbrojniji u svibnju 2009., ģenke u prosincu 2008., a adolescenti i 

juvenilne jedinke u sijeļnju 2009. Na izvoru Skukani muģjaci, adolescenti i juvenilne jedinke 

bili su najbrojniji u svibnju 2009., a ģenke u veljaļi 2009. Gustoĺa populacija bila je najveĺa na 

izvorima pri vrijednostima temperature vode manjim od 17,7 ÁC (Ġkalec, 2012).  

1.6.1.4. Ģivotni i reproduktivni ciklus vrste Synurella ambulans 

Veliļina i oblik tijela neki su od najvaģnijih ļimbenika koji mogu utjecati na znaļajke 

ģivotnog ciklusa (Sainte-Marie, 1991). Stoga, varijacije znaļajki ģivotnog ciklusa unutar 

zajednica slatkovodnih rakuġaca mogu odraģavati razlike u veliļini tijela, morfologiji i 

evolucijskim odnosima (Copilaĸ-Ciocianu i Boroĸ, 2016). Stigobiontni rakovi u pravilu imaju 

dulji ģivotni ciklus, kao i dulje intervale izmeĽu presvlaļenja prije dosezanja zrelosti, u odnosu 

na njihove srodnike iz povrġinskih voda (Marin i Palatov, 2019). Informacije o ģivotnom 

ciklusu S. ambulans dostupne su za populacije iz Rumunjske i Poljske (Konopacka i BğaŨewicz-

Paszkowycz, 2000; Copilaĸ-Ciocianu i Boroĸ, 2016). U Hrvatskoj, ģivotni ciklus vrste S. 

ambulans do sada je istraģivan u okviru diplomskih radova na povremenim i stalnim izvorima 

uz Gojaļku Dobru (Ġkalec, 2012), u poplavnoj ġumi Crni jarki pokraj ņurĽevca (Balala, 2016) 

te u povremenom izvoru Krļiĺ (Babiĺ, 2013). 

Zabiljeģeno je da S. ambulans ima univoltini ģivotni ciklus, odnosno ima jednu generaciju 

godiġnje (Konopacka i BğaŨewicz-Paszkowycz, 2000; Arbaļiauskas, 2008; Copilaĸ-Ciocianu i 

Boroĸ, 2016). Iteroparni (viġe reproduktivnih ciklusa tijekom ģivota) ģivotni ciklus S. ambulans 
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zabiljeģen je u populacijama u povremenom izvoru Krļiĺ u Srednjoj Dalmaciji (Babiĺ, 2013) 

te u populaciji u Poljskoj (Konopacka i BğaŨewicz-Paszkowycz, 2000), a semelparni (jedan 

reproduktivni ciklus tijekom ģivota) u populacijama u Rumunjskoj (Copilaĸ-Ciocianu i Boroĸ, 

2016).    

U istraģivanju ģivotnog ciklusa pokazano je kako populacija S. ambulans iz Rumunjske 

ima najveĺi broj juvenilnih jedinki tijekom toplog razdoblja godine, ġto je vidljivo iz znaļajne 

korelacije izmeĽu temperature i udjela juvenilnih jedinki u populaciji (Copilaĸ-Ciocianu i 

Boroĸ, 2016). Reproduktivno razdoblje trajalo je 5 mjeseci (od veljaļe do lipnja), iako je jedna 

ovigerna ģenka pronaĽena u prosincu. Juvenilne jedinke su bile prisutne u populaciji izmeĽu 

svibnja i rujna, s najveĺom zastupljenoġĺu u srpnju, kada su predstavljale oko 95 % svih jedinki. 

U preostalom dijelu godine, juvenilne jedinke ļinile su manje od 10 % populacije. Roditeljska 

generacija izumrla je do kraja lipnja, a potom je zamijenjena juvenilnim jedinkama koje su se 

poļele razmnoģavati poļetkom sljedeĺe veljaļe. Ġto se tiļe omjera spolova, u populaciji u 

Poljskoj i Rumunjskoj je bilo zabiljeģeno viġe ģenki nego muģjaka (Konopacka i BğaŨewicz-

Paszkowycz, 2000; Copilaĸ-Ciocianu i Boroĸ, 2016). 

U populaciji iz Poljske razmnoģavanje traje od travnja do srpnja, s reproduktivnim 

vrhuncem od svibnja do srpnja, a u kolovozu i rujnu se pojavljuje nova roditeljska generacija 

(Konopacka i BğaŨewicz-Paszkowycz, 2000). Populacije iz Poljske i Rumunjske razlikovale se 

u trajanju reproduktivnog perioda i u trenutku kada su se poļele razmnoģavati te su ove razlike 

najvjerojatnije rezultat sezonskih varijacija duģ geografske ġirine (Copilaĸ-Ciocianu i Boroĸ, 

2016). Naime, manji broj jajaġaca i kasniji poļetak razmnoģavanja tipiļni su za vrste na viġim 

geografskim ġirinama zbog niģih temperatura i duljih razdoblja nepovoljnih uvjeta (Sainte-

Marie, 1991).  

Reproduktivni ciklus u populacijama S. ambulans u povremenom izvoru Krļiĺ u Srednjoj 

Dalmaciji razlikuje se od populacija u Poljskoj i Rumunjskoj. Pokazano je kako se sezona 

razmnoģavanja odvija u podzemnim vodama na kraju suġne sezone izvora (od rujna do 

studenog), a juvenilne jedinke se pojavljuju tijekom zime, ġto znaļi da se ova vrsta razmnoģava 

u podzemnim vodama. Ģenke legu jaja u podzemnim vodama te imaju jedno leglo, a ugibaju 

nakon ġto otpuste juvenilne jedinke. Pokazano je kako odnos spolova malo odstupa od 

pretpostavljenog odnosa 1:1 (Babiĺ, 2013).   

Reproduktivni ciklus S. ambulans istraģivan je na rijeci Gojaļka Dobra (zapadni dio 

srediġnje Hrvatske) na povremenom izvoru Gorinci i stalnom izvoru Skukani. Pokazano je kako 

se ova vrsta na izvoru Gorinci razmnoģava u travnju i svibnju, a u studenom se javlja nova 

roditeljska generacija, koja se razmnoģava do veljaļe, nakon ļega nestaje iz populacije. Na 
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izvoru Skukani ģivotni ciklus vrste S. ambulans se poklapa s onim zabiljeģenim u populaciji u 

Poljskoj (Konopacka i BğaŨewicz-Paszkowycz, 2000) te ima reproduktivni pik od svibnja do 

kolovoza. Omjer spolova na izvorima Gorinci i Skukani razlikovao se od omjera 1:1 te su 

prevladavali muģjaci.  

Analiza prosjeļnog odnosa spolova vrste S. ambulans iz poplavne ġume Crni jarki 

pokazala je kako muģjaci prevladavaju u populaciji u protoļnom ksilalu s argilalom i stajaĺem 

ksilalu s argilalom, dok je u fitalu neznatno veĺi udio ģenki. Odnos spolova sa sezonskog 

aspekta ukazuje da su muģjaci bili u prosjeku viġe zastupljeni u proljetnim mjesecima zbog 

poveĺanja intenziteta razmnoģavanja, a ģenke tijekom zime zbog veĺe osjetljivosti muģjaka na 

niģe temperature te njihova povlaļenja u dublje podzemne vode sa stabilnijim uvjetima. Odnos 

spolova (muģjaci:ģenke) iznosio je u prosjeku 0,5:1, ġto je vrlo sliļno rezultatima istraģivanja 

u Poljskoj, gdje je utvrĽen prosjeļni odnos spolova 0,4:1 (Konopacka i BğaŨewicz-Paszkowycz, 

2000). Ovigerne ģenke zabiljeģene su samo tijekom proljeĺa, od oģujka do svibnja. Fekunditet 

ove populacije bio je pozitivno koreliran s veliļinom tijela i negativno koreliran s tjelesnom 

masom ovigernih ģenki te je ova vrsta imala 11 do 38 jaja (Balala, 2016).  

Marin i Palatov (2019) pokazali su kako kod epigejske vrste roda Niphargus postoji 

kratkotrajni ampleksus, do kojeg dolazi odmah nakon presvlaļenja ģenke te je on kemijski 

stimuliran uz pomoĺ feromona ģenke. Zasigurno je ampleksus prisutan i kod vrste S. ambulans, 

ali je on takoĽer kratkotrajan jer joj uski meĽuprostori unutar staniġta ne dozvoljavaju 

dugotrajno kretanje muģjaka i ģenki u tom poloģaju, koji je atipiļnog izgleda. Naime, kod 

predstavnika porodice Crangonyctidae muģjaci i ģenke su boļno postavljeni tijekom 

ampleksusa, ġto im onemoguĺuje kretanje u intersticijskim prostorima ili bi bilo energetski vrlo 

zahtjevno (Tojo i sur., 2010). 

Palatov i Marin (2021) su po prvi puta zabiljeģili da su na istom lokalitetu u zapadnoj 

Gruziji zajedno prisutni predstavnici razliļitih rodova iz porodice Crangonyctidae, s izraģenim 

spolnim dimorfizmom. No, joġ je zanimljivija ļinjenica da sve uzorkovane ģenke pripadale 

rodu Synurella, a svi prikupljeni muģjaci rodu Pontonyx te na lokaciji unatoļ temeljitoj potrazi 

nisu pronaĽeni muģjaci roda Synurella, niti ģenke roda Pontonyx. Stoga autori smatraju da 

dolazi do spajanja reproduktivnih parova sastavljenih od jedinki razliļitih rodova iz porodice 

Crangonyctidae, ġto je vrlo diskutabilno.   

1.7. Okoliġni stresori  

Okoliġne stresore moģemo podijeliti na biotiļke (npr. dostupnost hrane, prisutnost 

predatora, infekcija patogenim organizmima) i abiotiļke (temperatura, salinitet, dostupnost 
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vode i hranjivih tvari, toksiļne tvari) ļimbenike. Odgovor organizama na stresore ukljuļuje 

sloģen skup bihevioralnih i fizioloġkih promjena na viġe razina bioloġke organizacije (Schulte, 

2014). S obzirom da je ovo istraģivanje bilo usmjereno na akumulaciju metala u S. ambulans, 

u ovom poglavlju detaljnije ĺe biti opisano oneļiġĺenje vodenog okoliġa metalima. Metali 

predstavljaju jedan od najveĺih problema oneļiġĺenja slatkovodnih sustava zbog svoje visoke 

toksiļnosti i akumulacije u sedimentu i ģivim organizmima te jednom kada uĽu u okoliġ, u 

njemu trajno ostaju prisutni. Metali u vodenim ekosustavima potjeļu iz prirodnih izvora poput 

prirodnog ispiranja i geoloġkog troġenja. TakoĽer, velik broj metala prisutan je u okoliġu kao 

rezultat ljudskih aktivnosti, kao ġto su industrijske i komunalne otpadne vode, poljoprivreda, 

rudarstvo, transport i izlijevanje nafte. Neki metali mogu predstavljati ozbiljnu opasnost za 

zdravlje ljudi zbog nakupljanja u hranidbenim lancima ili ispuġtanja u pitke vode. 

Metali u vodi mogu biti prisutni u otopljenom i ļestiļnom (partikularnom) obliku (Slika 

11). Frakcija koje je prikupljena na filteru 0,45 ɛm naziva se ļestiļna, a ona koja proĽe kroz 

filter operativno se definira kao otopljena (INAP, 2002). Otopljena frakcija sastoji se od 

slobodnih metalnih iona, labilnih anorganskih i organskih kompleksa (koji su bioraspoloģivi 

vodenim organizmima), kao i visokomolekularnih organskih metalnih kompleksa (npr. 

humusne tvari) i koloida (koji nisu bioraspoloģivi vodenim organizmima) (Coombs, 1980; 

Elder, 1988). Ļestiļnu frakciju ļine metali adsorbirani na povrġini ļestica i unutar 

suspendiranih sedimenata. Snaga vezanja metala na ļestice sedimenta ovisi o kombinaciji 

razliļitih svojstava, ukljuļujuĺi veliļinu ļestica sedimenta, organski sadrģaj, prisutnost metala 

kao ġto su olovo i ģeljezo te drugih okoliġnih uvjeta (Marsden i Rainbow, 2004). Razlike u 

specijaciji metala utjeļu na njihovu bioraspoloģivost i mobilnost (transport metala iz vode u 

sediment) u vodenom stupcu (Luoma, 1983; Sigg i sur., 1987). Razliļiti okoliġni uvjeti, poput 

pH, kisika i temperature, utjeļu na oblik i toksiļnost metala (Jeong i sur., 2023). Kako bi se 

razumjela sudbina metala unesenih u vodeni okoliġ, nije dovoljno mjeriti samo koncentracije 

ukupno otopljenih metala, veĺ i otopljenu frakciju metala, odnosno onu koja je djelomiļno 

bioraspoloģiva vodenim organizmima te koja se lako moģe unijeti u organe vodenih 

organizama. 

S bioloġke toļke glediġta, metali se klasificiraju na esencijalne i neesencijalne. 

Esencijalni metali su bioloġki dostupni metali koji imaju vaģnu ulogu u metaboliļkim 

procesima (Zoroddu i sur., 2019). Neki esencijalni metali, poput Zn, Cu, Fe i Mn, potrebni su 

vodenim organizmima za normalan rast i fizioloġke funkcije. TakoĽer, metali Zn i Cu potrebni 

su za fizioloġku aktivnost mnogih enzima povezanih s metalima (Martinez-Finley i sur., 2012). 

Koncentracije esencijalnih metala niģe ili viġe od onih potrebnih organizmu mogu dovesti do 
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nepravilne regulacije aktivnosti proteina, toksiļnih uļinaka i smrti vodenih beskraljeģnjaka 

(Luoma, 1983; Jeong i sur., 2023). Neesencijalni metali, poput Cd, Pb, Hg i Ag, nemaju jasnu 

povezanost s metabolizmom vodenih organizama, a izloģenost ovim metalima moģe dovesti do 

vrlo visoke toksiļnosti ļak i pri niskim koncentracijama. Ġtetni uļinci metala na vodene 

beskraljeģnjake vidljivi su kao promjene u razini malondialdehida (MDA), kao posljedice 

peroksidacije lipida, antioksidacijskih enzima te razina reaktivnih kisikovih vrsta (engl. 

reactive oxygen species, ROS) (Jeong i sur., 2023). Nadalje, izloģenost poviġenim 

koncentracijama metala dovodi do inducirane sinteze metalotioneina (proteina koji u svojoj 

strukturi sadrģe oko 30 % cisteinskih ostataka), koji veģu metale i odgovorni su za njihovu 

detoksikaciju (Amiard i sur., 2006).   

 

Slika 11. Fizikalno-kemijski oblici metala u tragovima u vodenom okoliġu (preuzeto i 

prilagoĽeno iz Coombs, 1980) 

 

Bioakumulacija metala u organizmima rezultat je razlike izmeĽu ukupnog unosa metala iz svih 

izvora i njihova izluļivanja (Marsden i Rainbow, 2004). Rakovi unose i akumuliraju metale iz 

razliļitih izvora iz okoliġa, poput svih vodenih beskraljeģnjaka. Unos metala u rakove odvija se 

putem vode i hrane, a na njihov unos mogu utjecati fizikalno-kemijska svojstva sedimenta 

(Langston i Spence, 1995; Marsden i Rainbow, 2004). Rakovi se mogu hraniti organskom tvari 

vezanom za ļestice sedimenta te na taj naļin takoĽer unijeti metale. Kod vodenih 

beskraljeģnjaka, jedan od glavnih putova unosa metala u tragovima je izravno iz vode kroz 

propusne povrġine poput ġkrga. Razliļiti ļimbenici mogu utjecati na unos i bioakumulaciju 
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metala u organizmima, poput koncentracije metala u intersticijskoj vodi, koncentracije 

otopljenih makroelemenata (Na, Mg, K, Ca), koncentracije metala vezanih u sedimentu, 

temperature, elektriļne provodnosti, zasiĺenosti otopljenim kisikom, koncentracije vodikovih 

iona (pH) te otopljenog organskog ugljika (engl. dissolved organic carbon, DOC) i ukupnog 

organskog ugljika (engl. total organic carbon, TOC) (Slika 12). Primjerice, na unos metala iz 

vode mogu utjecati promjene koncentracije kisika u intersticijskoj vodi unutar sedimenta 

(Marsden i Rainbow, 2004). Mjerenje akumuliranih koncentracija metala u rakuġcima izrazito 

je vaģno jer odraģava bioraspoloģivost metala u okoliġu. Bioraspoloģivost metala u tragovima 

ovisi o snazi vezanja metala te je posebno vaģna za rakuġce koji imaju izravan kontakt sa 

sedimentom. Rakovi mogu akumulirati visoke koncentracije metala, ovisno o odnosu izmeĽu 

unosa i izluļivanja metala te stopi razrjeĽenja (Rainbow, 2018). Akumulacija metala moģe 

negativno utjecati na organizme, primjerice na njihove biokemijske, fizioloġke i reproduktivne 

funkcije, koje mogu utjecati na dugoroļno preģivljavanje populacije (MacFarlane i sur., 2006). 

Akumulacija metala utjeļe i na ekologiju rakova jer oni troġe svoju energiju na procese 

izluļivanja i detoksikacije metala. Stoga, smanjene energijske zalihe mogu negativno utjecati 

na rast i razmnoģavanje rakova (Marsden i Rainbow, 2004).  

 

 

Slika 12. Interakcija teġkih metala i raznih drugih zagaĽivala i okoliġnih ļimbenika (preuzeto i 

prilagoĽeno iz Jeong i sur., 2023)  
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Osim metala, u okoliġu se nalaze brojna druga zagaĽivala poput mikroplastike, nanoļestica i 

postojanih organskih oneļiġĺujuĺih tvari (engl. persistent organic pollutants), koja negativno 

utjeļu na vodene organizme. Mikroplastika nije samo otrovna sama po sebi, veĺ djeluje i kao 

vektor, s kemijskom povrġinom za adsorpciju i prijenos drugih zagaĽivala (organskih spojeva, 

metala i antibiotika) kroz hranidbenu mreģu (Brennecke i sur., 2016). Nanoļestice mogu 

utjecati na bioloġke makromolekule i biti u interakciji s veĺ postojeĺim toksiļnim zagaĽivalima 

kao ġto su metali u vodi, mijenjajuĺi njihovu toksiļnost i time ugroģavati beskraljeģnjake 

(Almeida i sur., 2019). Postojane organske oneļiġĺujuĺe tvari ukljuļuju insekticide, pesticide, 

lijekove i policikliļke aromatske ugljikovodike (PAH). Brojna istraģivanja su pokazala da 

kombinirani utjecaj postojanih organskih oneļiġĺujuĺih tvari i metala rezultira veĺom 

toksiļnoġĺu nego ukoliko djeluje svaki od njih zasebno (Gauthier i sur., 2015).  

Joġ jedan vaģni okoliġni stresor je globalno zagrijavanje, koje uslijed ubrzanog razvoja 

industrijalizacije dodatno mijenja vodeni okoliġ i uzrokuje fizioloġke promjene u vodenim 

organizmima, ukljuļujuĺi biljke, beskraljeģnjake i sisavce (M. F. Costa i sur., 2012). Naime, 

poveĺanje temperature utjeļe na distribuciju i toksiļnost zagaĽivala u vodenom okoliġu 

(Manciocco i sur., 2014). Pri viġim temperaturama, ģivotinje imaju brģi metabolizam pa dolazi 

do poveĺane difuzije ili aktivnijeg unosa zagaĽivala. Pokazano je kako se toksiļnost metala u 

rakovima, ġkoljkaġima i ribama poveĺava s temperaturom, pri ļemu se poveĺava smrtnost 

jedinki (Manciocco i sur., 2014). TakoĽer, kod deseteronoģnih rakova metali su pokazali veĺu 

inhibiciju potroġnje kisika pri viġim temperaturama (Khan i sur., 2006).  

1.8. Biomonitoring  

Monitoring definiramo kao ciljano ponavljajuĺe praĺenje jednog ili viġe kemijskih ili 

bioloġkih elemenata prema unaprijed utvrĽenom rasporedu u vremenu i prostoru, koriġtenjem 

usporedivih i standardiziranih metoda (van der Oost i sur., 2003). Monitoring moģe imati 

signalnu funkciju za otkrivanje iznenadnih nepovoljnih promjena u okoliġu. Cilj monitoringa 

vodenog ekosustava je identificirati fizikalno-kemijske i bioloġke promjene koje nastaju zbog 

antropogenih utjecaja. Monitoring nam pruģa vaģne informacije kako bi vladajuĺa tijela mogla 

donositi odluke o poboljġanju okoliġa i zdravlja ljudi. Buduĺi da su vodeni ekosustavi jedni od 

najugroģenijih ekosustava na svijetu zbog izloģenosti brojnim okoliġnim stresorima, u 

njihovom je istraģivanju vaģno primijeniti sveobuhvatne metodoloġke pristupe za ocjenu 

njihova stvarnog stanja. Stoga se u sklopu monitoringa mjere bioakumulacija zagaĽivala i 

biomarkeri u organizmima, kako bi se na vrijeme mogla procijeniti opasnost te se zaġtitili ovi 

ekosustavi.   
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Postoji pet metoda monitoringa okoliġa koje se provode kako bi se procijenili rizici od 

zagaĽivala za organizme i klasificirala kvaliteta ekosustava, a to su: kemijski (engl. chemical 

monitoring), bioakumulacijski (engl. bioaccumulation monitoring), monitoring bioloġkih 

uļinaka (engl. biological effects monitoring), zdravstveni (engl. health monitoring) te 

monitoring ekosustava (engl. ecosystem monitoring) (van der Oost i sur., 2003). U kemijskom 

monitoringu procjenjuje se izloģenost mjerenjem skupa poznatih zagaĽivala u abiotiļkom 

okoliġu. Bioakumulacijski biomonitoring pruģa informaciju o bioraspoloģivoj koncentraciji 

nekog zagaĽivala u okoliġu, prijenosu zagaĽivala i njegovoj biomagnifikaciji u hranidbenom 

lancu. U ovom pristupu koriste se bioakumulacijski i biokoncentracijski faktori koji uzimaju u 

obzir koncentracije zagaĽivala u organizmima i u okoliġu. Monitoring bioloġkih uļinaka 

odreĽuje rane nepovoljne promjene koje su djelomiļno ili potpuno reverzibilne. Zdravstveni 

monitoring ispituje pojavu ireverzibilnih bolesti ili oġteĺenja tkiva u organizmu, dok monitoring 

ekosustava podrazumijeva koordinirano prikupljanje fizikalno-kemijskih i bioloġkih podataka 

(sastav vrsta, njihova gustoĺa i raznolikost) te mjerenje integriteta ekosustava u odnosu na 

prirodne i antropogene stresore (Mºsslacher i Notenboom, 1999). Na ovaj  naļin dobiva se 

najkompletnija informacija o stanju ekosustava koja je potrebna za procjenu rizika i kontrolu 

oneļiġĺenja. Pojam monitoring toksiļnosti koristi se za mjerenja izravnih molekularnih i 

fizioloġkih odgovora organizama na zagaĽivala tijekom eksperimenta pri ļemu se provode 

testovi toksiļnosti, a ovaj pristup moģe se koristiti primjerice u monitoringu bioloġkih uļinaka 

i zdravstvenom monitoringu (van der Oost i sur., 2003).    

Bioloġki monitoring ili biomonitoring (engl. biological monitoring) je redovita, sustavna 

upotreba ģivih organizama za procjenu promjena u kvaliteti okoliġa, koja obuhvaĺa sve gore 

navedene vrste monitoringa (osim kemijskog monitoringa). Fizikalna, kemijska i bakterioloġka 

mjerenja obiļno ļine osnovu za monitoring jer pruģaju vaģne informacije za pravilno 

upravljanje vodama (Metcalfe, 1989). MeĽutim, u vodama tekuĺicama su promjene u 

hidrologiji brze i teġko ih je procijeniti te se stoga bioloġki monitoring pokazao kao neophodan 

dodatak tradicionalnim metodama monitoringa (Li i sur., 2010). Bioloġki monitoring ima danas 

sve vaģniju ulogu u praĺenju kakvoĺe rijeka jer organizmi koji ih nastanjuju odraģavaju 

ekoloġko stanje rijeka te su osjetljivi na cijeli niz potencijalnih zagaĽivala (Walley i sur., 2001). 

Makrozoobentos je, uz ribe i perifiton, jedan od najļeġĺe koriġtenih indikatora u monitoringu 

rijeka.   

Biomonitoring HZ je vrlo vaģan jer zajedno s mjerenjima fizikalno-kemijskih ļimbenika 

poveĺava vjerojatnost detekcije zagaĽivala u podzemnim vodama, omoguĺava procjenu 

ekoloġkih posljedica oneļiġĺenja i razvoj mjera zaġtite HZ (Mºsslacher i Noteboom, 1999). U 
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dosadaġnjim istraģivanjima HZ, najveĺi naglasak je bio na praĺenju koncentracija metala u 

hiporeiļkim beskraljeģnjacima (Mºsslacher i Noteboom, 1999). U monitoringu toksiļnosti se 

hiporeiļki organizmi iz prirodnog staniġta donose u laboratorij te se izlaģu razliļitim 

koncentracijama zagaĽivala u kontroliranim uvjetima. U monitoringu ekosustava najļeġĺe se 

prati prisutnost beskraljeģnjaka u HZ, njihova gustoĺa populacija i veliļina jedinki u odnosu na 

postojeĺe stanje podzemnog ekosustava. TakoĽer, moģe se pratiti i omjer stigobiontnih 

organizama u odnosu na stigofilne i stigoksene organizme (Mºsslacher i Noteboom, 1999). 

Velika gustoĺa podzemnih populacija ļesto ukazuje na pogodne uvjete u HZ, bogate kisikom i 

nutrijentima.     

Postoje ļetiri glavne kategorije bioloġkih indikatora: 1. Klasifikacijski indikatori, 2.1 

Okoliġni indikatori, 2.2 Indikatori bioraznolikosti, i 3. Indikatori vrednovanja (Dziock i sur., 

2006) (Slika 13). Klasifikacijski indikatori oznaļavaju karakteristike objekta koje sluģe za 

razlikovanje kategorija. Primjeri klasifikacijskih indikatora su hidrogeomorfoloġke jedinice 

(Maltby i sur., 1996) i tipoloġki pristupi (Castella, 1987). Okoliġni indikatori ukazuju na 

abiotiļki ili biotiļki status. Primjerice, oni mogu ukljuļivati mjerljive abiotiļke ļimbenike, kao 

ġto su trajanje ili uļestalost poplava, koncentracija kisika u vodi, vlaģnost tla ili pH vrijednost 

tla (Dziock i sur., 2006). Kod indikatora bioraznolikosti jedna skupina vrsta ukazuje na 

prisutnost jedne ili viġe drugih taksonomskih skupina. Indikatori vrednovanja ukazuju na 

karakteristike objekta koje sluģe za svrstavanje ciljnih vrsta u odreĽene okvire i njihovo 

vrednovanje. Rezultat vrednovanja je procjena vrijednosti u kategorijama kao ġto su "vrijedno 

zaġtite" ili "cilj zaġtite postignut" (Dziock i sur., 2006). Saprobni indeks jedan je od okoliġnih 

indikatora koji se koristi u biomonitoringu i ocjeni ekoloġkog stanja voda na temelju bioloġkih 

indikatora kao ġto su odreĽene ciljane vrste makrozoobentosa. On ukljuļuje odreĽivanje razine 

optereĺenja tekuĺica organskim tvarima tj. saprobnost. Izraz ñsaprobiaò oznaļava ovisnost 

organizma o organskim tvarima koje se raspadaju, kao potencijalnom izvoru hrane (Persoone i 

De Pauw, 1979). Metoda indeksa saprobnosti se bazira na prisutnosti indikatorskih vrsta 

(bakterije, alge, praģivotinje, kolnjaci, makroskopski beskraljeģnjaci i ribe) kojima su 

dodijeljene saprobne vrijednosti na temelju njihove tolerancije na oneļiġĺenje. Vrijednosti se 

kreĺu od 0 do 8. Ġto je vrijednost veĺa to je organizam tolerantniji (Metcalfe, 1989). Saprobni 

indeksi su kalibrirani prema ekoloġkom gradijentu opaģenom u odreĽenoj regiji i opisuju 

prilagodbu promatrane zajednice specifiļnim saprobnim uvjetima. Stoga postoje razliļite 

nacionalne prilagodbe saprobnih vrijednosti za organizme pokazatelje (Vitecek i sur., 2021). 

Najļeġĺe koriġteni indeksi su oni koje su uveli Pantle i Buck (1955) te Zelinka i Marvan (1961). 

Hrvatski saprobni indeks (SIHR) se temelji na saprobnom indeksu prema Pantle-Bucku (1955), 
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ali s prilagoĽenim indikatorskim vrijednostima. SIHR je omjer zbroja indikatorskih vrijednosti 

zabiljeģenih vrsta sa zbrojem jedinki preraļunatih po metru kvadratnom (Mihaljeviĺ i sur., 

2020). U 2020. godini proveden je interkalibracijski proces klasifikacijskog sustava u rijekama 

za fitobentos, makrofita i makrozoobentos (Miholiĺ i sur., 2021). Znaļajne promjene su 

napravljene u novom klasifikacijskom sustavu za makrozoobentos te su promijenjene 

referentne i najloġije vrijednosti saprobnog indeksa. TakoĽer, razvijen je Multimetrijski indeks 

opĺe degradacije za rijeke (HMIR), specifiļan za skupine tipova s obzirom na metrike od kojih 

se sastoji te s obzirom na referentne vrijednosti metrika (Miholiĺ i sur., 2021).    

 

Slika 13. Prikaz postojeĺih indikatorskih sustava u podzemnim vodama i klasifikacija 

prema svrsi indikacije όpreuzeto i prilagoĽeno iz Dziock i sur., 2006).  

 

Neki vodeni beskraljeģnjaci, poput rakova (Crustacea), puģeva (Gastropoda) i obalļara 

(Plecoptera), su vrlo osjetljivi na razliļite oblike zagaĽenja i na promjene u prirodnim staniġtima 

kopnenih voda, dok su drugi poput dvokrilaca (Diptera), pijavica (Hirudinea) i vretenaca 

(Odonata) tolerantniji te njihova prisutnost i dominacija ukazuju na organski optereĺenu vodu 

i/ili na znaļajne promjene u strukturi staniġta (McCafferty, 1981). Na temelju provedenih 

istraģivanja u Sloveniji saprobni indeks za S. ambulans umanjen je s 2,0 na ļak 1,59, ġto je niģa 
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vrijednost nego za vrstu G. fossarum, kojoj je revidirana vrijednost za Sloveniju 1,74 (Walley 

i sur., 2001). Uz ekoloġko obrazloģenje, ovo ukazuje i na postojanje kompleksa vrsta S. 

ambulans, pri ļemu su populacije u Hrvatskoj rasprostranjene na podruļju Dinarida manje 

tolerantna na organsko oneļiġĺenje nego ġto se to prvotno smatralo, dok su populacije u 

Panonskom podruļju Hrvatske mnogo tolerantnije. Stoga je uvoĽenjem SIHR provedena 

korekcija saprobnog indeksa za vrstu S. ambulans za svaku od spomenutih regija. U Panonskoj 

ekoregiji vrsta ima vrijednost saprobnog indeksa 2,1, dok je za Dinaridsku ekoregiju naglaġeno 

da je rijeļ o Ădynaric typeñ populacijama  za koje je procijenjena vrijednost saprobnog indeksa 

1,8 (Mihaljeviĺ i sur., 2011). TakoĽer, sve navedeno ukazuje na potrebu za sustavnim 

istraģivanjem ekologije ove vrste na podruļju cijele Hrvatske te korekcijom saprobnog indeksa 

i time vjerodostojnijom procjenom ekoloġkog stanja vodnih tijela u kojima je ova vrsta 

dominantna.  

1.9. Biomarkeri 

Biomarker definiramo kao promjenu u bioloġkom odgovoru (od molekularnih preko 

staniļnih i fizioloġkih odgovora do promjena u ponaġanju) koji se moģe povezati s izloģenoġĺu 

ili toksiļnim uļincima kemikalija iz okoliġa (Peakall, 1994). Biomarkeri su osjetljivi indikatori 

koji pokazuju da su toksiļne tvari uġle u organizme, da imaju odreĽenu raspodjelu meĽu 

tkivima i da izazivaju toksiļni uļinak (McCarthy i Shugart, 1990). Promjene u bioloġkim 

procesima na razini stanice ili tkiva uvijek prethode uļincima na viġim hijerarhijskim razinama, 

ġto omoguĺava razvoj biomarkera koji sluģe kao rano upozorenje na uļinke na kasnijim 

razinama odgovora (Bayne i sur., 1985). 

Biomarkeri mogu biti specifiļni ili nespecifiļni. Specifiļni biomarkeri su oni koji ukazuju 

na odreĽeni tip zagaĽivala, dok nespecifiļni reagiraju na ġirok raspon sloģenih mjeġavina 

zagaĽivala u okoliġu (Hook i sur., 2014). Energijski naboj adenilata jedan je primjer 

nespecifiļnih biomarkera.  

Biomarkeri se mogu podijeliti u tri kategorije: biomarkeri izloģenosti, biomarkeri uļinka 

i biomarkeri osjetljivosti (WHO, 1993). Biomarkeri izloģenosti ukazuju na izloģenost 

organizma egzogenim tvarima, njihovim metabolitima ili produktima interakcije izmeĽu 

ksenobiotika i neke ciljne molekule. Ovi biomarkeri su specifiļni za odreĽenu kategoriju 

zagaĽivala. Neki od najļeġĺih biomarkera izloģenosti su mjerenje indukcije citokroma P450 1A 

(tj. CYP1A) kao biomarkera izloģenosti policikliļkim aromatskim ugljikovodicima, 

polikloriranim bifenilima, dioksinima ili pesticidima (Cossu-Leguille i Vasseur, 2013; Lee i 

Anderson, 2005) te mjerenje indukcije metalotioneina, kao biomarkera izloģenosti metalima 
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(Amiard i sur., 2006). U ovu skupinu spadaju i enzimi glutation-S-transferaze (GST), koji su 

biomarkeri izloģenosti organskim ksenobioticima (Cossu-Leguille i Vasseur, 2013) te 

antioksidacijski enzimi, koji spadaju u nespecifiļne biomarkere izloģenosti. 

Biomarkeri uļinka su mjerljive biokemijske, fizioloġke ili druge promjene unutar tkiva 

ili tjelesnih tekuĺina organizma koje nastaju kao odgovor na izloģenost nekom kemijskom 

spoju. MeĽutim, vrlo malo njih se moģe izravno povezati s izloģenoġĺu odreĽenim skupinama 

kemikalija (Hook i sur., 2014). U ovu skupinu spada enzim acetilkolinesteraza (AChE), 

specifiļan za izloģenost karbamatnim i organofosfornim spojevima (van der Oost i sur., 2003), 

kao i  stabilnost lizosomskih membrana, lipidna peroksidacija te oġteĺenja DNA (Hook i sur., 

2014). 

Biomarkeri osjetljivosti ukazuju na uroĽenu ili steļenu sposobnost organizma da 

odgovori na izloģenost ksenobiotiku, ukljuļujuĺi genetske ļimbenike kao ġto su genetski 

polimorfizmi (van der Oost i sur., 2003). Oni nisu razvijeni niti ukljuļeni u okvire ekoloġke 

procjene jer se u velikoj mjeri oslanjaju na dobro definirane genetske baze podataka (Hook i 

sur., 2014). Jedan od prvih ekoloġki relevantnih biomarkera osjetljivosti je gen za paraoksonazu 

(PON1), koji je ukljuļen u oksidaciju lipida te je pokazano kako je on osjetljiv marker 

izloģenosti organofosfornim spojevima (Costa i sur., 2003). 

MeĽutim, ova klasifikacija na biomarkere izloģenosti, uļinka i osjetljivosti donekle je 

proizvoljna jer se u literaturi mogu pronaĺi i druge vrste klasifikacija, kao ġto je svrstavanje 

biomarkera u sljedeĺe tri klase: biomarkeri obrane, biomarkeri oġteĺenja i biomarkeri 

genotoksiļnosti (Amiard-Triquet i Amiard, 2013). Doista, kategorizacija biomarkera moģe biti 

subjektivna jer su biomarkeri toksiļnosti takoĽer biomarkeri uļinka, dok biomarkeri 

oksidacijskog stresa i staniļni biomarkeri obuhvaĺaju biomarkere izloģenosti i biomarkere 

uļinka (Cossu-Leguille i Vasseur, 2013).   

Biomarkeri su koristan alat u biomonitoringu okoliġnog rizika jer integriraju ġiroku 

lepezu okoliġnih, toksikoloġkih i ekoloġkih ļimbenika koji kontroliraju i moduliraju izloģenost, 

kao i uļinke oneļiġĺujuĺih tvari iz okoliġa (van der Oost i sur., 2003). MeĽutim, treba obratiti 

pozornost na mnoge varijable koje mogu utjecati na biomarkere, a koje nisu povezane s 

oneļiġĺenjem jer mogu imati dodatni utjecaj na razliļite enzimske sustave. Neki primjeri ovih 

varijabli su: zdravlje organizama, spol, dob, metaboliļka aktivnost, migracijsko ponaġanje, 

reproduktivni i razvojni status i gustoĺa populacije, kao i sezona, temperatura okoliġa (van der 

Oost i sur., 2003).   

Opĺenito, najosjetljiviji biomarkeri uļinka su promjene u razinama i aktivnostima enzima 

koji sudjeluju u biotransformaciji, procesu koji je vaģan za organska zagaĽivala, tj. 
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ksenobiotike. Jednom kad ksenobiotik uĽe u organizam on moģe ostati neizmijenjenog 

kemijskog sastava ili podleĺi metabolizmu tj. biotransformaciji, ovisno o stupnju lipofilnosti i 

polarnosti. Biotransformacija obuhvaĺa sve biokemijske procese kojima se ksenobiotici ili 

endogeni spojevi konvertiraju u nove produkte. Konaļni cilj biotransformacije ksenobiotika je 

sprijeļiti njihovo nakupljanje u tkivima do razine toksiļnosti. Sam proces biotransformacije 

sastoji se od dvije faze, faze I i faze II. Faza I se moģe u potpunosti zaobiĺi, ovisno o kemijskom 

sastavu tvari koja ulazi u proces biotransformacije. Razlikuju se dvije glavne vrste enzima 

ukljuļenih u biotransformaciju ksenobiotika: enzimi faze I te enzimi i kofaktori faze II (van der 

Oost i sur., 2003). Enzimi koji su zaduģeni za procese biotransformacije rasprostranjeni su u 

stanicama razliļitih tkiva, a smjeġteni su unutar glatkog endoplazmatskog retikuluma (SER ï 

engl. smooth ER) ili u citosolu stanica. Neki ksenobiotici posjeduju funkcionalne polarne 

skupine (kao ġto su -OH, -SH, -NH2, -COOH) pa mogu direktno uĺi u fazu II biotransformacije. 

Drugi ksenobiotici ulaze najprije u fazu I biotransformacije, u kojoj enzimi faze I na lipofilne 

tvari dodaju polarne skupine (George, 1994). Enzimi i reakcije faze I odgovorni su za 

detoksikaciju i bioaktivaciju toksiļnih tvari. U fazi II se na ksenobiotik veģu velike polarne 

(hidrofilne) molekule (npr. glutation (GSH) ili glukuronska kiselina), koje dodatno poveĺavaju 

polarnost novonastalog konjugiranog spoja i pospjeġuju njegovo izluļivanje (Commandeur i 

sur., 1995). Enzimi faze II mogu igrati vaģnu ulogu u homeostazi, kao i u detoksikaciji i 

uklanjanju mnogih ksenobiotika. Tako se primjerice enzimi iz faze I: superoksid dismutaze 

(SOD), monooksigenaze citokrom P450 (CYP-P450) (Snyder, 2000) i faze II: glutation-S-

transferaza (GST), koriste kao biomarkeri organskih zagaĽivala.  

Jedni od najznaļajnijih biomarkera za ranu procjenu degradacije ekosustava kao 

posljedice zagaĽivala jesu biomarkeri povezani s energijskim metabolizmom, bioenergetikom, 

rastom i reprodukcijom (Mouneyrac i sur., 2013). Ovi biomarkeri ukljuļuju: energijski naboj 

adenilata (engl. adenylate energy charge, AEC), zalihe energije (glikogen, lipidi, proteini), 

raspodjelu staniļne energije (engl. cellular energy allocation, CEA), koncept Ăscope for 

growthñ (SfG) i kondicijske indekse (Slika 14). Pri koriġtenju ovih biomarkera, potrebno je biti 

oprezan, koristiti ih s razumijevanjem te dobro poznavati istraģivani bioloġki model. Naime, 

intrinziļni ļimbenici kao ġto su dob ili reproduktivni status, kao i okoliġni ļimbenici poput 

temperature ili razine kisika, mogu utjecati na odgovor ovih biomarkera (Mouneyrac i sur., 

2013).  

Koriġtenje biomarkera u istraģivanjima oneļiġĺenja okoliġa ukljuļuje praĺenje skupa 

odabranih odgovora na stres na nekoliko razina bioloġke organizacije kako bi se procijenili 
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uļinci subletalnog stresa na organizme, predvidjeli buduĺi trendovi (indikatori ranog 

upozorenja) i stekao uvid u poveznicu izmeĽu stresa i uļinaka na razini zajednice i ekosustava 

(Adams i sur., 1989). Biokemijski biomarkeri (poput enzima) koristan su alat u 

ekotoksikoloġkim istraģivanjima jer mogu identificirati uzroļne mehanizme koji su 

potencijalno odgovorni za uļinke na viġim razinama organizacije (Adams i sur., 1989). 

 

Slika 14. Biomarkeri povezani s energijskim metabolizmom i bioenergetikom, prema razini 

bioloġke organizacije (preuzeto i prilagoĽeno iz Mouneyrac i sur., 2013)  

 

Opĺe je prihvaĺeno da je ekoloġka relevantnost biomarkera obrnuto proporcionalna kriterijima 

kao ġto su osjetljivost i specifiļnost. Bioindikatori koji odraģavaju stanje organizama na niģim 

razinama bioloġke organizacije relativno brzo reagiraju na stres, tj. najosjetljiviji su i imaju 

visoku toksikoloġku vaģnost, ali nisku ekoloġku vaģnost. S druge strane oni koji odraģavaju 

stanje na viġim organizacijskim razinama (npr. populacija, zajednica) sporo reagiraju na stres i 

imaju manju toksikoloġku vaģnost, ali su ekoloġki relevantniji (Adams i sur., 1989) (Slika 15).  

U ovom doktorskom radu koriġteni su sljedeĺi biomarkeri: energijski naboj adenilata, 

biomarkeri oksidacijskog stresa (glutation reduktaza, GR; katalaza, CAT i superoksid 

dismutaza, SOD), biomarker izloģenosti ksenobioticima (glutation-S-transferaza, GST), 

biomarkeri anaerobnog kapaciteta organizma (piruvat kinaza, PK; fosfoenolpiruvat 

karboksikinaza, PEPCK i laktat dehidrogenaza, LDH) u rakuġcima vrste S. ambulans. S. 

ambulans je izabrana kao istraģivani organizam jer je dominantna, ali slabo istraģena vrsta u 

HZ rijeke Save. Prethodna istraģivanja su pokazala da je rijeka Sava izloģena antropogenim 
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pritiscima te su u povrġinskoj i intersticijskoj vodi prisutne poveĺane koncentracije organskih i 

anorganskih zagaĽivala. Kako bi se procijenio utjecaj okoliġnih stresora na ovu vrstu, mjeren 

je energijski naboj adenilata, koji se pokazao kao efikasan biomarker koji pruģa informacije o 

odgovoru na stres na staniļnoj razini. Nadalje, poznato je da izloģenost nizu kemikalija iz 

okoliġa, ukljuļujuĺi pesticide, metale i policikliļke aromatske ugljikovodike (PAH-ove), 

poveĺava razinu staniļnog oksidacijskog stresa u vodenim organizmima. Stoga su u S. 

ambulans mjereni i biomarkeri oksidacijskog stresa te biomarker izloģenosti ksenobioticima. S 

obzirom da S. ambulans nastanjuje HZ u kojoj je koncentracija kisika intersticijske vode niģa 

nego u povrġinskoj vodi, postavilo se pitanje da li u ovim okoliġnim uvjetima kod S. ambulans 

dolazi do prelaska s aerobnog na anaerobni metabolizam te su iz tog razloga mjereni biomarkeri 

anaerobnog kapaciteta organizma. U sljedeĺim poglavljima bit ĺe detaljno opisan svaki od 

koriġtenih biomarkera.  

 

 

Slika 15. Razine bioloġkih odgovora organizama na izloģenost zagaĽivalima duģ gradijenta 

vremena odgovora te toksikoloġke i ekoloġke vaģnosti (preuzeto i prilagoĽeno iz Adams i sur., 

1989).  

 

1.9.1. Energijski naboj adenilata    

Energijski metabolizam igra centralnu ulogu u funkcioniranju i opstanku organizama, kao 

i u njihovoj adaptaciji i toleranciji na stres. Slatkovodni organizmi su izloģeni ġirokom rasponu 

okoliġnih stresora ukljuļujuĺi antropogene (oneļiġĺenje vodenih ekosustava metalima, 
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organskim tvarima i sl.) i prirodne (dnevne i sezonske fluktuacije temperature, razina kisika i 

ugljiļnog dioksida) stresore. Okoliġni stresori mogu negativno utjecati na energijsku ravnoteģu 

zbog poveĺane potroġnje energije ili smanjenja metaboliļke energije. Ovakav bioenergijski 

okvir predstavlja temelj za usporedbu fizioloġkih odgovora na razliļite stresore bez obzira na 

njihovu prirodu i pomaģe razlikovati umjereni okoliġni stres, pod kojim populacija moģe 

dugotrajno opstojati, od ekstremnog stresa, koji moģe dovesti do propadanja i izumiranja 

populacije (Sokolova i sur., 2012).  

Energijski naboj adenilata (engl. adenylate energy charge, AEC) se definira kao koliļina 

metaboliļke energije koja je dostupna organizmu iz skupine adeninskih nukleotida. Kako bi se 

procijenio AEC potrebno je uzeti u obzir koncentracije sva tri adeninska nukleotida (adenozin 

monofosfat - AMP, adenozin difosfat - ADP i adenozin trifosfat - ATP), a ovaj koncept "naboja 

adenilata" definirao je joġ 1968. godine Atkinson. Raļuna se kao omjer izmeĽu koncentracija 

nukleotida prema sljedeĺoj jednadģbi: 

AEC = ([ATP]+1/2 [ADP]) / ([ATP]+[ADP]+[AMP]) 

Vrijednosti AEC teoretski variraju izmeĽu 1 i 0 (Shofer i Tjeerdema, 1998). Vrijednost AEC je 

0 ako su energijske zalihe iscrpljene, a svi adenilati pohranjeni u obliku AMP. Nasuprot tome, 

vrijednost AEC je 1 ukoliko je stanica potpuno napunjena energijom, a svi adenilati su 

pohranjeni u obliku ATP (Atkinson, 1968). U ovom doktorskom radu procjena energijskog 

statusa na staniļnoj razini u vrsti S. ambulans provedena je putem mjerenja koncentracija svih 

pojedinaļnih adenilata (AMP, ADP, ATP).  

AEC se obiļno koristi za procjenu metaboliļke energije potencijalno dostupne u ģivom 

organizmu te je koristan pokazatelj zdravlja organizma, odnosno koristi se kao nespecifiļni 

biomarker (Ivanovici, 1980a). U optimalnim uvjetima u kojima je stabilno stanje izmeĽu 

razgradnje i regeneracije ATP-a, AEC vrijednost u organizmu je pribliģno 0,8 (Mouneyrac i 

sur., 2013). AEC vrijednosti prouļavane su u vezi sa sposobnoġĺu organizama da preģive, rastu 

i razmnoģavaju se. Tako je primjerice u odsutnosti stresa (0,75 < AEC < 0,90) stopa rasta visoka 

te je osigurano preģivljavanje i reprodukcija. U uvjetima umjerenog stresa (0,50 < AEC < 0,75), 

preģivljavanje je osigurano, ali stope rasta i reprodukcije imaju tendenciju smanjenja ili 

zaustavljanja. Ozbiljni stresni uvjeti (AEC < 0,50) onemoguĺuju bilo kakvu sposobnost rasta i 

razmnoģavanja i rezultiraju smanjenom vitalnoġĺu, ļak i nakon povratka u optimalne uvjete. 

MeĽutim, zbog niske uļinkovitosti enzima AMP deaminaze, beskraljeģnjaci mogu preģivjeti 

uz manje AEC vrijednosti (0,3-0,4) od kraljeģnjaka (0,5-0,6) (Raffin i Th®bault, 1996). 

Smanjenje AEC ukazuje na to da ģivi organizam na stres reagira potroġnjom energije. Kada je 

stres previsok i organizam se viġe ne moģe s njime nositi, AEC vrijednosti jaļe variraju te dolazi 
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do smrtnosti populacije (Mouneyrac i sur., 2013). Osim prisutnosti kemikalija kao stresora u 

okoliġu, prirodni ļimbenici stresa kao ġto su temperatura, salinitet, osmotski stres, pH i 

koncentracija kisika (anoksija, hipoksija) mogu utjecati na vrijednosti AEC (Ivanovici, 1980b; 

Le Moullac i sur., 2007; Schill i Kºhler, 2004; Shofer i Tjeerdema, 1998; Sylvestre i Le Gal, 

1987; Wijsman, 1976). Reproduktivni ciklus, rast, dostupnost hrane i sezona takoĽer mogu 

utjecati na AEC vrijednosti (Blanco i sur., 2006; Delaporte i sur., 2006; Louis i sur., 2020; 

Schªfer i sur., 2011). Pokazano je kako se AEC smanjuje nakon izlaganja metalima i lipofilnim 

kontaminantima (poput pesticida, polikloriranih bifenila (PCB), ugljikovodika) (Mayer i sur., 

2002). Zbog toga je predloģeno da se AEC koristi kao indeks okoliġnog stresa (Ivanovici, 

1980a).  

MeĽutim, u nekim istraģivanjima AEC uoļena je visoka varijabilnost rezultata, pri ļemu 

su ponekad niske AEC vrijednosti uoļene pri niskim koncentracijama zagaĽivala, a visoke AEC 

vrijednosti pri visokim koncentracijama zagaĽivala. Moguĺe objaġnjenje za ove varijacije 

pruģili su Marazza i sur. (1996), koji su predloģili da u organizmima, koji aktiviraju fizioloġke 

odgovore na neki toksikant, pri ļemu dolazi do velike potroġnje adeninskih nukleotida, postoje 

dva glavna tipa signala: signal tipa I i signal tipa II. U signalu tipa I, organizmi su izloģeni 

subletalnim stresorima, pri ļemu dolazi do smanjenja razine AEC i ATP. U signalu tipa II javlja 

se smrtnost, a odgovori organizama su sloģeni i vrlo diferencirani. Ovo vrijedi na razini 

populacije ili na razini vrste, a ekoloġki najosjetljivije vrste imaju odgovore tipa II (Marazza i 

sur., 1996). 

1.9.2. Metode odreĽivanja adenilata 

Kvantifikacija adenilata ima ġiroku primjenu u fizioloġkim, metaboliļkim i energijskim 

istraģivanjima. Adeninski nukleotidi su do sada izmjereni metodom tekuĺinske kromatografije 

s visokim razluļivanjem (engl. high pressure liquid chromatography, HPLC) u razliļitim 

organizmima poput ġkoljkaġa, jeģinaca, kolutiĺavaca, rakuġaca, riba hrskaviļnjaļa, biljaka, 

algi, bakterija i gljiva (Blanco Lɧpez i sur., 2000; Guida i sur., 2016; Napolitano i Shain, 2005; 

Prado i sur., 2013; Redģoviĺ i sur., 2021; Schªfer i sur., 2011). Osim HPLC metodom, adenilati 

se mogu mjeriti luminometrijskom metodom pomoĺu enzima luciferin-luciferaze (Hampp, 

1985), putem enzimskih metoda (Jaworek D. i Welsch, 1984; Trautschold i sur., 1984) ili 

pomoĺu fluorescencije (Hou i sur., 2005). Nedostaci luminometrijske metode jesu da je ona 

manje selektivna, dugotrajnija i skuplja te se samo ATP moģe mjeriti izravno u ekstraktu tkiva, 

dok se ATP i ADP moraju pretvoriti u ATP i onda mjeriti (Blanco L·pez i sur., 2000; 

Khlyntseva i sur., 2009). TakoĽer, mnogi anorganski ioni smanjuju emisiju sustava luciferin-
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luciferaza zbog interferencije (Khlyntseva i sur., 2009). Enzimske metode su takoĽer dugotrajne 

(D²az Enrich i sur., 1999). Fluorescencijske metode se temelje na pojaļanju ili gaġenju 

fluorescencije, meĽutim one su veĺinom razvijene samo za odreĽivanje ATP-a (Khlyntseva i 

sur., 2009).   

Uobiļajene kromatografske metode koje se koriste za odreĽivanje nukleotida ukljuļuju 

tekuĺinsku kromatografiju obrnutih faza (engl. reversed phase HPLC, RP-HPLC) ili tekuĺinsku 

kromatografiju temeljenu na hidrofilnim interakcijama (engl. hydrophilic interaction HPLC, 

HILIC-HPLC) (Prado i sur., 2013; Logotheti i sur., 2018). Ove metode su mnogo brģe, 

preciznije, osjetljivije i omoguĺuju istovremeno odreĽivanje i kvantifikaciju viġe nukleotida 

odjednom (D²az Enrich i sur., 1999). One omoguĺuju odreĽivanje ne samo nukleotida, veĺ i 

nukleozida, duġiļnih baza, kreatin fosfata itd. (Khlyntseva i sur., 2009).  

Nukleotidi se mogu razdvojiti i kvantificirati tekuĺinskom kromatografijom obrnutih faza 

(RP-HPLC), koja se temelji na razlikama u polarnosti, buduĺi da nukleotidi imaju dva razliļita 

podruļja: negativno nabijenu fosfatnu skupinu, ovisnu o pH, i ribozu, manje polarnu (Blanco 

Lɧpez i sur., 2000). Stacionarna faza se sastoji od silika gela na koji su kovalentno vezane 

oktadecil silan (engl. octadecylsilane, ODS) skupine. Molekule se zadrģavaju na stacionarnoj 

fazi ovisno o njihovim hidrofobnim svojstvima. Polarni dio molekula veģe se za stacionarnu 

fazu, dok se nepolarni dio lako eluira. Analiti se odvajaju na koloni ovisno o polarnosti te se 

eluiraju najprije najpolarnije tvari. Glavni ļimbenici ukljuļeni u odvajanja na koloni su: udio 

organskih modifikatora, temperatura, koncentracija soli u mobilnoj fazi, pH i duljina lanca 

ugljikovodika vezanog za silika gel u stacionarnoj fazi (Blanco L·pez i sur., 2000). Za 

odreĽivanje nukleotida RP-HPLC moģe se koristiti izokratna ili gradijentna elucija. Adenilati 

se mjere u ultraljubiļastom (UV) podruļju spektra na valnoj duljini od 260 nm.  

Osim RP-HPLC, u odreĽivanju adenilata ļesto se koristi i kromatografija ionskih parova 

s reverznom fazom, IP-RP-HPLC (engl. ion pair reversed phase HPLC). U kromatografiji 

ionskih parova moĺ eluiranja pokretne faze moģe se modificirati dodavanjem reagensa koji 

tvore ionske parove s ionom u otopini. Na taj naļin nastoje se stvoriti neutralne kemijske vrste 

u pokretnoj fazi koje stupaju u interakciju s nepolarnom nepokretnom fazom. Najļeġĺe koriġteni 

i najuļinkovitiji reagens koji tvori ionske parove je tetrabutilamonij (TBA). Prednost ove 

tehnike je ġiroki raspon parametara koji se mogu prilagoditi za optimizaciju metode odvajanja, 

ukljuļujuĺi koncentraciju organskog modifikatora u mobilnoj fazi, vrstu i koncentraciju pufera 

u mobilnoj fazi te vrstu i koncentraciju protuiona (engl. counter-ions). Izbor protuiona ovisi o 

otopljenim tvarima koje treba odvojiti, ali opĺenito se za odvajanje kiselina u mobilnu fazu 

dodaje hidrofobna organska baza (Blanco L·pez i sur., 2000). Obiļno se koristi detekcija u 
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ultraljubiļastom (UV) podruļju spektra buduĺi da omoguĺava mjerenje veĺine nemodificiranih 

nukleotida, nukleozida i baza s dobrom osjetljivoġĺu, odgovarajuĺom za kvantitativno 

odreĽivanje nukleotida u veĺini ekstrakata tkiva. MeĽutim, pokazno je kako je fluorescentna 

detekcija najosjetljivija, posebno za mnoge nukleozide i baze u tkivnim ekstraktima i cikliļke 

nukleotide u fizioloġkim tekuĺinama (Titok i sur., 1995).  

Toļno odreĽivanje AEC u tkivima takoĽer ovisi o postupku ekstrakcije nukleotida s 

obzirom da se promjene u razinama adeninskih nukleotida odvijaju vrlo brzo ukoliko se ATP-

aze ne inaktiviraju odmah (zur Nedden i sur., 2009). TakoĽer, vrlo je vaģan pH otopine za 

ekstrakciju nukleotida jer je poznato kako su pirofosfatne veze nestabilne pri niskim pH 

vrijednostima (Cruz Portela i sur., 2002).  

Zbog razliļitog bioloġkog sastava i metaboliļkih procesa, distribucija adenilata nakon 

ekstrakcije i analize varira izmeĽu razliļitih vrsta i tkiva. Stoga je u naġem radu od odluļujuĺeg 

znaļaja bilo razviti analitiļku i ekstrakcijsku metodu koja je specifiļna za rakuġce.  

1.9.3. Biomarkeri oksidacijskog stresa (glutation reduktaza, GR; katalaza, CAT i 

superoksid dismutaza, SOD) 

Oksidacijski stres se definira kao poremeĺaj u ravnoteģi izmeĽu stvaranja (ili nastajanja) 

reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) i antioksidacijske obrane 

organizma, ġto moģe dovesti do oġteĺenja tkiva (Betteridge, 2000). Toksiļnost kisika (engl. 

oxygen toxicity) definira se kao nastajanje ġtetnih uļinaka uzrokovanih citotoksiļnim ROS-

ovima, koji se takoĽer nazivaju i reaktivni kisikovi meĽuprodukti (engl. reactive oxygen 

intermediates, ROI), slobodni kisikovi radikali ili oksiradikali (Di Giulio i sur., 1989). Produkti 

redukcije molekularnog kisika su superoksidni anionski radikal (O2
- ǒ), vodikov peroksid 

(H2O2) i hidroksilni radikal (OH
ǒ). Oni mogu reagirati sa staniļnim makromolekulama, ġto 

moģe dovesti do inaktivacije enzima, lipidne peroksidacije, oksidacije proteina, oġteĺenja DNA 

te naposljetku do staniļne smrti (Winston i Di Giulio, 1991).  

Postoje endogeni i egzogeni putovi za proizvodnju ROS-ova. Endogeni ROS-ovi nastaju 

prirodno tijekom staniļnog aerobnog metabolizma kao rezultat djelomiļne redukcije kisika u 

vodu pri ļemu je kisik konaļni akceptor elektrona u mitohondrijskom lancu prijenosa elektrona, 

no takoĽer mogu nastati i egzogenim putem zbog oneļiġĺenja okoliġa tijekom metabolizma 

odreĽenih ksenobiotika (Ahmed, 2005; Livingstone i sur., 1990). Osim toga, ROS-ovi mogu 

nastati u tijelu kao odgovor na elektromagnetsko zraļenje iz okoliġa ili mogu potjecati od 

oksidirajuĺih zagaĽivala kao ġto su ozon i duġikov dioksid (Betteridge, 2000). Dvije glavne 

skupine zagaĽivala, metali i organska zagaĽivala, su povezani s proizvodnjom ROS-ova te 
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mogu naruġiti antioksidacijski obrambeni sustav organizma i druge metaboliļke putove, 

uzrokujuĺi oksidacijski stres (Gusso-Choueri i sur., 2015; Sabatini i sur., 2009; Winston i Di 

Giulio, 1991). Metali utjeļu na oksidacijski stres jer njihovo izravno vezanje na aktivno mjesto 

enzima inaktivira veĺinu antioksidcijskih sustava (Lushchak, 2011; Fr²as-Espericueta i sur., 

2022). Nadalje, metali mogu inducirati ili inhibirati antioksidacijske enzime, ovisno o vrsti 

metala, njegovoj koncentraciji i vremenu izlaganja (Fr²as-Espericueta i sur., 2022). Osim toga, 

u vodenim ekosustavima, okoliġni ļimbenici poput otopljenog kisika i temperature utjeļu na 

oksidacijske procese (Glippa i sur., 2018).  

Organizmi se mogu prilagoditi poveĺanju proizvodnje ROS-ova zahvaljujuĺi 

obrambenim sustavima, koji inhibiraju stvaranje oksiradikala  (Livingstone, 2003). Ovi 

obrambeni sustavi ukljuļuju antioksidacijske enzime i neenzimske antioksidanse. U vaģne 

antioksidacijske enzime spadaju superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation 

reduktaza (GR), dok neenzimski odgovori ukljuļuju spojeve niske molekularne teģine, poput 

glutationa (GSH), askorbinske kiseline i tokoferola (Fr²as-Espericueta i sur., 2022). Aktivnosti 

antioksidacijskih enzima, koji brane organizam od ROS-ova, kljuļne su u detoksikaciji radikala 

jer ih pretvaraju u nereaktivne molekule (van der Oost i sur., 2003). Buduĺi da antioksidacijski 

enzimi imaju odluļujuĺu ulogu u odrģavanju redoks homeostaze u tkivima, promjene u 

njihovim koncentracijama koriste se kao nespecifiļni biomarkeri u biomonitoringu za mjerenje 

izloģenosti i bioloġkih uļinaka oneļiġĺenja vode (Valavanidis i sur., 2006). Informacije o 

sezonskim varijacijama biomarkera u organizmima su vaģne za ispravno praĺenje 

antropogenog utjecaja i zagaĽivala na vodene okoliġe (Sroda i Cossu-Leguille, 2011). 

Kod rakova, proizvodnja ROS-ova je veĺa u organima s visokim metaboliļkim i 

detoksikacijskim funkcijama kao ġto je hepatopankreas (Pan i sur., 2011). Razliļiti stresori iz 

okoliġa, poput promjena u temperaturi i salinitetu, dovode do oksidacijskog stresa kod rakova 

(Freire i sur., 2012) te se stoga koriste razliļiti antioksidansi kao biomarkeri. Kod rakuġca 

Gammarus roeseli Gervais, 1835, pokazano je kako postoje sezonske varijacije u 

oksidacijskom stresu i antioksidacijskim odgovorima (Sroda i Cossu-Leguille, 2011). Ove 

sezonske varijacije mogu biti povezane s reproduktivnim ciklusom, prehranom i dobi 

(Livingstone, 2001). Pokazano je kako su aktivnosti enzima SOD, CAT i GST izmijenjene kod 

brojnih vrsta rakova izloģenim metalima poput Cu, Cd, Hg, Zn, Ni, Pb, Ag i Cr (Fr²as-

Espericueta i sur., 2022).    

Literaturni podaci o aktivnostima pojedinih enzima bit ĺe prikazani u nastavku za rakove 

(Crustacea) i ġkoljkaġe (Bivalvia), kao najļeġĺe koriġtene indikatorske organizme. Ġkoljkaġi, 
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kao sedentarni organizmi, zauzimaju sliļna bentoska staniġta pa podaci o njihovoj enzimskoj 

aktivnosti mogu takoĽer biti relevantni za usporedbu.  

 

Superoksid dismutaze (SOD) su skupina metaloenzima koji kataliziraju pretvorbu reaktivnih 

superoksidnih aniona (O2
- ǒ) u vodikov peroksid (H2O2), koji je takoĽer vaģan ROS (van der 

Oost i sur., 2003). SOD katalizira sljedeĺu reakciju: 

 2O2
-ǒ + 2H+ ᶒ H2O2 + O2   

Nakon toga enzim katalaza uklanja H2O2 reakcijom disproporcioniranja na vodu i molekulski 

kisik. Smatra se da enzimi skupine SOD imaju kljuļnu ulogu antioksidansa, ġto dokazuje i 

njihova prisutnost u svim aerobnim organizmima (Stegeman i sur., 1992). Oni spadaju u prvu 

liniju obrane enzimskoga zaġtitnog sustava te su ukljuļeni u fazu I metabolizma ksenobiotika. 

Na temelju metalnog kofaktora koji sadrģe, ovi metaloenzimi se mogu klasificirati u ļetiri 

skupine: FeSOD, MnSOD, CuZnSOD i NiSOD. Prisutni metalni ioni promjenom svog 

oksidacijskog stanja osiguravaju funkciju enzima. Sve ļetiri skupine mogu se naĺi u 

prokariotima, dok se kod eukariota FeSOD moģe naĺi u kloroplastima, MnSOD se obiļno 

nalazi u mitohondrijima, a moģe se naĺi i u peroksisomima, no CuZnSOD je obiļno 

najzastupljenija i moģe se naĺi u kloroplastima, citosolu i izvanstaniļnom prostoru (Abreu i 

Cabelli, 2010). Veĺina metoda za mjerenje aktivnosti SOD su neizravni testovi u kojima se 

kemikalija koja djeluje kao Ăļistaļñ (engl. scavenger) natjeļe s endogenom SOD za O2
- ǒ 

(Marklund i Marklund, 1974). 

Istraģivanja u deseteronoģnim rakovima su pokazala kako izloģenost bakru rezultira znaļajnim 

poveĺanjem aktivnosti SOD (Brouwer i Brouwer, 1998). TakoĽer, uoļena je poveĺana 

aktivnost SOD pri niskim koncentracijama metala i kraĺem vremenu izlaganja, meĽutim pri 

viġim koncentracijama metala i duģem vremenu izlaganja njezina aktivnost je inhibirana (Fr²as-

Espericueta i sur., 2022). Aktivnost SOD bila je poveĺana u hiporeiļkim zajednicama 

beskraljeģnjaka (rakova, maloļetinaġa, obliĺa, liļinki kukaca, grinja, kolnjaka i puģeva) na 

lokacijama s viġim koncentracijama Pb u intersticijskoj vodi (12,8-69,4 mg L-1) u odnosu na 

niģe koncentracije Pb (3,8 mg L-1) (Moldovan i sur., 2011). Snaģne korelacije izmeĽu aktivnosti 

SOD u hiporeiļkim zajednicama beskraljeģnjaka i kemijskih ļimbenika (koncentracije Pb i 

kemijske potroġnje kisika, KPKKMnO4) pokazale su da enzimi oksidacijskog stresa mogu biti 

osjetljivi pokazatelji kemijskog oneļiġĺenja u HZ i mogu se koristiti u praĺenju oneļiġĺenja 

(Moldovan i sur., 2011). U laboratorijskom izlaganju vrste raġljoticalca (Cladocera) Daphnia 
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magna Straus, 1820, uoļeno je da su niske koncentracije Cd i Zn poveĺale aktivnost SOD, dok 

su viġe koncentracije dovele do inhibicije SOD (Fan i sur., 2009). U istom laboratorijskom 

istraģivanju uoļeno je da indukcija SOD aktivnosti ovisi o stanju organizma, fizioloġkom 

statusu i sposobnosti detoksikacije (Fan i sur., 2009).    

  

Katalaze (CAT) su enzimi koji kataliziraju H2O2 u vodu putem sljedeĺe reakcije:  

2H2O2 ᶒ 2H2O + O2   

U prisutnosti reduciranog ģeljeza (Fe2+), Fentonova reakcija uļinkovito pretvara H2O2 u 

hidroksilne radikale pa katalaza ima kljuļnu antioksidacijsku ulogu u sprjeļavanju stvaranja 

ovih ROS-ova (Regoli i Giuliani, 2014). Smanjena aktivnost CAT ukazuje da je organizam 

potencijalno izloģen vrlo visokim razinama ROS-ova, ġto dovodi do oksidacijskih oġteĺenja 

glavnih staniļnih komponenti. Buduĺi da su katalaze lokalizirane u peroksisomima veĺine 

stanica i ukljuļene u metabolizam masnih kiselina, ļesto je teġko protumaļiti promjene u 

njihovim aktivnostima (Stegeman i sur., 1992). Unutar potkoljena rakova (Crustacea), aktivnost 

enzima CAT je do sada izmjerena, primjerice, u deseteronoģnim rakovima (Brouwer i Brouwer, 

1998) te u raġljoticalcima (Barata i sur., 2005a). Izloģenost raġljoticalaca toksiļnim tvarima 

(kinonima) i pesticidima dovela je do poveĺane aktivnosti CAT, dok je izloģenost visokim 

koncentracijama Cd dovela do smanjene aktivnosti CAT (Barata i sur., 2005a). Kod 

deseteronoģnog raka Callinectes sapidus Rathbun, 1896, dugotrajna izloģenost bakru nije 

znaļajno utjecala na aktivnost CAT, iako je aktivnost CAT bila malo viġa u izloģenim nego u 

kontrolnim jedinkama (Brouwer i Brouwer, 1998). Kod deseteronoģnog raka Callinectes 

amnicola (de Rochebrune, 1883), koji nastanjuje lagunu koja je izloģena industrijskim 

otpadnim vodama, doġlo je do poveĺanja aktivnosti CAT (Jerome i sur., 2017). Wang i sur. 

(2012) su primijetili da su aktivnosti CAT i SOD inhibirane u bijeloj kozici Litopenaeus 

vannamei (Boone, 1931) prikupljenoj na lokacijama koje su kontaminirane metalima. Bazalne 

koncentracije CAT izmjerene su u razliļitim skupinama slatkovodnih beskraljeģnjaka 

(dvokrilaca (Diptera), obalļara (Plecoptera), tulara (Trichoptera), vodencvjetova, 

(Ephemeroptera), vretenaca (Odonata), rakova (Crustacea) i kolutiĺavaca (Annelida)) te su 

pokazale specifiļnu aktivnost u rasponu od 4 do 100 U mg-1 i sezonsku varijabilnost (Berra i 

sur., 2004). Poveĺana aktivnost CAT uoļena je kod joġ jedne vrste beskraljeģnjaka, 

slatkovodnih ġkoljkaġa (Bivalvia) nakon 30 dana kaveznog izlaganja na oneļiġĺenoj postaji 
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(poviġene koncentracije metala i organskih zagaĽivala), u odnosu na referentnu (Cossu i sur., 

1997).  

U ovom istraģivanju aktivnost CAT u S. ambulans je odreĽena spektrofotometrijski pri 340 nm 

prema Claiborne-u (1985), pri ļemu se prati koliļina razgraĽenog H2O2.  

 

Glutation reduktaze (GR) su vaģne u odrģavanju homeostaze omjera ukupnog (engl. total 

glutathione, TGSH) i oksidiranog glutationa (TGSH/GSSG) u uvjetima oksidacijskog stresa 

(Winston i Di Giulio, 1991). GR katalizira transformaciju oksidiranog disulfidnog oblika 

glutationa (GSSG) u reducirani oblik (GSH), uz popratnu oksidaciju NADPH u NADP+ 

(Mannervik, 1999). Enzimska reakcija glasi: 

GSSG + NADPH + H+ ᶒ 2GSH + NADP+   

Ovaj enzim ima kljuļnu ulogu u odrģavanju pravilnog redoks stanja glutationa, koji je vaģan 

kao kofaktor nekoliko antioksidacijskih enzima (Regoli i sur., 2002). Aktivnost GR moģe se 

mjeriti spektrofotometrijski praĺenjem smanjenja razine NADPH (Worthington i Rosemeyer, 

1974).  

Kod vrste deseteronoģnog raka Scylla serrata (Forsk¬l, 1775) uoļena je sezonska 

razlika u aktivnosti GR, pri ļemu je u miġiĺu najviġa aktivnost bila zimi u odnosu na kiġnu 

sezonu (Paital i Chainy, 2013). Moguĺe je kako su viġi salinitet i niģe koncentracije kisika (u 

odnosu na kiġnu sezonu) utjecale na visoku razinu ROS-ova i oksidacijskog stresa te su 

posljediļno uoļene poviġene aktivnosti GR. TakoĽer, uoļene su i razlike u aktivnosti GR 

izmeĽu muģjaka i ģenki, koje mogu biti povezane s razlikama u hormonima zbog presvlaļenja 

ģenki nakon parenja (Paital i Chainy, 2013). Aktivnost GR mjerena je i u dva deseteronoģna 

raka (Aristeus antennatus (Risso, 1816) i Nephrops norvegicus (Linnaeus, 1758)) te je uoļeno 

kako je u jesen aktivnost GR viġa kod vrste N. norvegicus, iako je ova vrsta manje aktivna u 

odnosu na A. antennatus pa samim time ima i niģu metaboliļku aktivnost (Ant· i sur., 2009). 

Kod vrste deseteronoģnog estuarijskog raka Carcinus maenas (Linnaeus, 1758) izloģenog 7 

dana u laboratoriju razliļitim razinama saliniteta u rasponu od 4 do 45 psu (salinitet vode u 

estuariju gdje su uzorkovani rakovi je bio 14 psu) uoļeno je da je GR aktivnost u probavnoj 

ģlijezdi varirala u odnosu na izloģenost salinitetu i razini oneļiġĺenja. Rakovi su prikupljeni na 

dvije lokacije, jednoj koja je oneļiġĺena teġkim metalima i PAH-ovima te visokim 

koncentracijama nitrita, nitrata i fosfata te drugoj koja je bila blago oneļiġĺena.  Najveĺe GR 
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aktivnosti izmjerene su kod rakova izloģenih salinitetima 8 i 25 psu, pri ļemu je aktivnost bila 

viġa u rakovima sa zagaĽene lokacije, no ne znaļajno (Rodrigues i sur., 2012).  

Osim kod rakova, GR aktivnost je mjerena i u ġkoljkaġima. Poviġena aktivnost GR 

zabiljeģena je kod ġkoljkaġa izloģenih metalima i organskim zagaĽivalima u sedimentu (Mart²n-

D²az i sur., 2007). Kavezna izlaganja ġkoljkaġa pokazala su da se koncentracija GR nakon 15 

dana izlaganja smanjila za 80 % kod ġkoljkaġa prebaļenih na najzagaĽenija mjesta, u usporedbi 

s kontrolom. Inhibicija ovih enzima poklapala se s lipidnom peroksidacijom, poveĺanom 

koncentracijom malondialdehida i visokom koncentracijom organskog oneļiġĺenja (Cossu i 

sur., 1997). 

Aktivnost GR u S. ambulans odreĽena je spektrofotometrijski pri 340 nm prema metodi 

koju su opisali Mavis i Stellwagen (1968). Metoda se temelji na oksidaciji ɓ-nikotinamid adenin 

dinukleotid fosfata (ɓ-NADPH) u prisutnosti oksidiranog oblika glutationa (GSSG).  

 

1.9.4.  Biomarkeri izloģenosti ksenobioticima (glutation-S-transferaza, GST) 

Konjugaciju elektrofilnih spojeva sa -SH skupinom GSH kataliziraju glutation S-

transferaze (GST), multigenska superporodica dimernih, multifunkcionalnih enzima, primarno 

topljivih u vodi (van der Oost i sur., 2003). Ovi enzimi neutraliziraju elektrofilna mjesta 

zagaĽivala, ļine ih topljivijima u vodi i manje toksiļnima, ļime se omoguĺuje lakġe izluļivanje 

iz stanice nakon daljnjeg metabolizma (Berra i sur., 2004). Enzimska reakcija je prikazana 

sljedeĺom formulom: 

2GSH + H2O2 ᶒ GSSG + ROH + H2O   

GST ima vaģnu ulogu u unutarstaniļnom transportu (molekula hem, bilirubin i ģuļne kiseline), 

biosintezi hormona (npr. testosterona i progesterona), a njegova najvaģnija uloga je obrana od 

oksidacijskog oġteĺenja i peroksidacijskih proizvoda DNA i lipida (George, 1994). Inducirana 

ekspresija GST je evolucijski odgovor stanica za zaġtitu od kemijske toksiļnosti i oksidacijskog 

stresa, a njihova sveprisutnost u razliļitim organizmima poput bakterija, ģivotinja i biljaka 

ukazuje na njihovu fizioloġku vaģnost. TakoĽer, GST reguliraju odrģavanje staniļnog 

antioksidansa glutationa (GSH) u razliļitim staniļnim odjeljcima (Raza, 2011). Ukljuļene su u 

staniļnu detoksikaciju endogenih toksiļnih metabolita, superoksidnih radikala i egzogenih 

toksiļnih kemikalija (Zimniak, 2006).  

GST je izravno ukljuļen u obranu organizama od zagaĽivala, a njegova aktivnost se 

koristi kao biomarker izloģenosti u okoliġnim istraģivanjima jer je inducirana organskim 
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ksenobioticima (organskim zagaĽivalima, polikloriranim bifenilima, organokloriranim 

pesticidima) s obzirom da je ukljuļen u fazu II metabolizma ksenobiotika (Cossu-Leguille i 

Vasseur, 2013). GST se rutinski koristi kao biokemijski biomarker u biomonitoringu kvalitete 

okoliġa (Cajaraville i sur., 2000; Dam§sio i sur., 2007) i vodenih organizama (E. B. Ribeiro i 

sur., 2020). Osim toga, GST se koristi i kao biomarker antioksidacijskog kapaciteta organizma 

te ukazuje na metaboliļku aktivnost organizma (Jemec i sur., 2017). Opĺenito se pretpostavlja 

da viġi metabolizam dovodi do veĺe proizvodnje ROS-ova i rezultira veĺim GST aktivnostima 

(Lushchak, 2011). MeĽutim, pokazano je kako su GST aktivnosti takoĽer poviġene u uvjetima 

hipoksije i metaboliļke depresije (Lawniczak i sur., 2013). Ukoliko je aktivnost GST smanjena, 

organizam je potencijalno izloģen vrlo visokim razinama ROS-ova, ġto dovodi do oksidacijskih 

oġteĺenja glavnih staniļnih komponenti, poput lipida, proteina i DNA (Halliwell i Gutteridge, 

1999).    

Okoliġni ļimbenici, poput temperature, intenziteta svjetlosti, koncentracije otopljenog 

kisika i dostupnosti hrane, kao i znaļajke ģivotnog ciklusa utjeļu na GST aktivnost rakova 

(Lushchak, 2011; Lawniczak i sur., 2013; Hervant i sur., 1997; Jemec i sur., 2010; Glippa i sur., 

2018). Jemec i sur. (2017) usporedili su aktivnosti GST blisko povezanih ġpiljskih i povrġinskih 

slatkovodnih vrsta jednakonoģnih rakova A. aquaticus (Isopoda, Crustacea). Populacija koja 

nastanjuje ġpilje je imala znaļajno niģe aktivnosti GST u usporedbi s povrġinskim populacijama 

ove vrste, ġto ukazuje na niģu lokomotornu i metaboliļku aktivnost ġpiljskih populacija. 

TakoĽer, povrġinske populacije imale su jasne sezonske varijacije GST aktivnosti, dok su one 

bile manje izraģene u ġpiljskoj populaciji, moguĺe zbog stabilnih okoliġnih uvjeta u podzemlju. 

Aktivnost GST enzima moģe se koristiti kao biomarker koji ukazuje na obranu od oksidacijskog 

oġteĺenja i proizvoda peroksidacije DNA i lipida, do kojih dolazi zbog izloģenosti zagaĽivalima 

iz okoliġa (Tlili i sur., 2010). Primjerice, GST aktivnosti bile su poviġene u deseteronoģnom 

raku Minuca rapax (Smith, 1870) na postajama koje su bile kroniļno izloģene industrijskim i 

komunalnim otpadnim vodama (Capparelli i sur., 2019).   

U najveĺem broju istraģivanja okoliġa ukupna GST aktivnost odreĽuje se pomoĺu 

umjetnog supstrata 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) (Habig i sur., 1974), a ta metoda je 

primijenjena i u ovom istraģivanju na S. ambulans. 

1.9.5. Biomarkeri anaerobnog kapaciteta organizma (piruvat kinaza, PK; 

fosfoenolpiruvat karboksikinaza, PEPCK i laktat dehidrogenaza, LDH) 

Podzemni rakovi obiļno se suoļavaju s hipoksijom u razdobljima kada je razina vode 

niska (Danielopol i sur., 1992). Za razliku od nadzemnih rakova, hipogejske vrste koje stalno 
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naseljavaju podzemne vode nisu u moguĺnosti izbjeĺi anaerobne uvjete migrirajuĺi u vode 

bogate kisikom. Stoga podzemne vrste moraju razviti biokemijske, fizioloġke i bihevioralne 

prilagodbe na dugotrajnu hipoksiju (Hervant i sur., 1996). Hipoksija i anoksija dovode do 

metaboliļke depresije zbog prelaska s aerobne na anaerobnu proizvodnju energije ġto dovodi 

do niģeg prinosa ATP-a po jedinici glukoze (De Zwaan i sur., 1991). Ovaj prelazak odvija se 

na kraju glikolize.   

Prethodna istraģivanja pokazala su da hipogejski rakuġac N. rhenorhodanensis, moģe 

preģivjeti duga razdoblja ekstremne hipoksije, u usporedbi s blisko srodnom epigejskom vrstom 

G. fossarum. N. rhenorhodanensis je razvio prilagodbe na hipoksiju, poput velike koliļine 

pohranjenog glikogena i arginin fosfata, smanjene brzine metabolizma tijekom hipoksije, 

smanjenjem razine aktivnosti, ventilacije (pomicanje pleopoda) i glikolize (Hervant i sur., 

1995). Sliļno, komparativno istraģivanje metaboliļkog odgovora na hipoksiju kod hipogejske 

vrste rakuġca N. virei i epigejskog jednakonoģnog raka A. aquaticus pokazalo je kako N. virei 

ima velike koliļine pohranjenog glikogena i arginin fosfata u odnosu prema A. aquaticus 

(Hervant i sur., 1996).  

Pokazano je kako biomarkeri povezani s energijskim metabolizmom (poput PK, PEPCK 

i LDH) mogu biti korisni alati za procjenu fizioloġkog stresa (Sokolova i sur., 2012; Lacroix i 

sur., 2015). Naime, zagaĽenje moģe izravno i/ili neizravno utjecati na energijski metabolizam 

putem naruġavanja puteva za proizvodnju ATP-a i poveĺanih metaboliļkih troġkova (Sokolova 

i sur., 2012). Istraģivanja aktivnosti enzima PK, PEPCK i LDH u podzemnim organizmima su 

ograniļena na svega nekoliko radova, koji su navedeni u nastavku.     

Piruvat kinaza (PK) je kljuļni enzim u proizvodnji staniļne energije koji katalizira posljednju 

fazu glikolize, ireverzibilnu pretvorbu fosfoenolpiruvata (PEP) u piruvat, pri ļemu dolazi do 

prijenosa fosforilnih skupina s PEP na ADP (Cameselle i sur., 1980; Chandel, 2021) (Slika 16). 

Ova reakcija odvija se u aerobnim uvjetima, a glasi: PEP + ADP + H+ ᶒ piruvat + ATP (Nelson 

i Cox, 2004). Za aktivnost enzima PK potrebni su K+ te ili Mg2+ ili Mn2+ ioni. 

Aktivnosti enzima PK i PEPCK izmjerene su u tri vrste hipogejskih rakova (N. virei, N. 

rhenorhodanensis i Stenasellus virei Dollfus, 1897) i dvije vrste epigejskih rakova (G. fossarum 

i A. aquaticus). Pokazano je kako su razine aktivnosti enzima PK dva puta manje kod 

hipogejskih vrsta nego kod epigejske vrste (Hervant, 1996). Osim u rakovima, pokazano je 

kako je aktivnost PK inhibirana u uvjetima hipoksije i kod ġkoljkaġa, kamenice Crassostrea 

gigas (Thunberg, 1793) (Le Moullac i sur., 2007). Ova vrsta je, kao i rakuġci, u svom okoliġu 
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povremeno izloģena anoksiji, a s obzirom da je sedentarni organizam takoĽer ne moģe migrirati 

iz okoliġa.  

 

Slika 16. Prikaz deset koraka glikolize; PK katalizira posljednju 10. fazu glikolize (preuzeto i 

prilagoĽeno iz Chandel, 2021) 

 

Aktivnost PK u S. ambulans odreĽena je spektrofotometrijski prema metodi koju su opisali 

Simpfendºrfer i sur. (1995), pri ļemu su praĺene su promjene u apsorbanciji NAD(P)H na 340 

nm.  
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Fosfoenolpiruvat karboksikinaza (PEPCK) ukljuļena je u glukoneogenezu i u anaerobne 

putove proizvodnje energije katalizirajuĺi reverzibilnu dekarboksilaciju i fosforilaciju 

oksaloacetata u PEP. Reakcija dekarboksilacije omoguĺuje sintezu glukoze i glikogena iz 

prekursora koji nisu heksoza (npr. piruvat) (De Zwaan i Van Marrewijk, 1973; Matte i sur., 

1997). U citoplazmi, oksaloacetat se pretvara u PEP prema sljedeĺoj reakciji: oksaloacetat + 

GTP ė PEP + CO2 + GDP. Osim u citoplazmi, ova reakcija odvija se i u mitohondrijima 

pomoĺu mitohondrijskog izoenzima PEPCK (Slika 17). Obrnuta reakcija, od PEP-a do 

oksaloacetata, omoguĺuje usmjeravanje glikolize prema mitohondrijskim anaerobnim 

putovima u hipoksiļnim i anoksiļnim uvjetima, natjeļuĺi se s PK (Greenway i Storey, 1999).   

 

Slika 17. Pretvorba oksaloacetata u PEP u citoplazmi i mitohondriju putem citosolne i 

mitohondrijske PEPCK (preuzeto i prilagoĽeno iz Nelson i Cox, 2004)  
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U anaerobnim uvjetima, piruvat se ne moģe oksidirati tako da se pretvara u alanin. Kada se to 

dogodi, PEP uglavnom postaje supstrat za PEPCK, pridonoseĺi stvaranju sukcinata (anion 

jantarne kiseline, C4H4O4
-2) (Zammit i Newsholmet, 1978). Enzimi PEPCK se tradicionalno 

klasificiraju prema specifiļnosti nukleotida na ATP-ovisne PEPCK, koje se nalaze u 

prokariotima i biljkama te na GTP-ovisne PEPCK, koje se nalaze u sisavcima i mnogim drugim 

eukariotima (Utter i Kolenbrander, 1972). Za optimalnu aktivnost PEPCK potreban je drugi 

metalni ion (poput Mn2+, Co2+, Ca2+), uz onaj koji je povezan s nukleotidom (Mg2+) (Matte i 

sur., 1997).   

Kod rakuġaca (Amphipoda) i jednakonoģnih rakova (Isopoda) visoka razina PEPCK 

kod hipogejskih vrsta ukazala je na nisku glikolitiļku aktivnost i visoku aktivnost u putu 

glukoneogeneze, dok je suprotno pokazano kod epigejskih vrsta (Hervant, 1996). Istraģivanja 

enzima PEPCK u rakovima su rijetka pa su u nastavku prikazani rezultati aktivnosti PEPCK 

kod drugih organizama pronaĽenih u literaturi, poput ġkoljkaġa. Pokazano je kako se aktivnost 

PEPCK koristi kao biomarker anaerobnog metabolizma ġkoljkaġa izloģenih dugotrajnom 

zagrijavanju. Kod ġkoljkaġa koji nisu tolerantni na poveĺanje temperature moģe doĺi do 

oġteĺenja mitohondrija, ġto u konaļnici dovodi do smanjenja aerobnog kapaciteta pri poviġenim 

temperaturama (Falfushynska i sur., 2016). TakoĽer, pokazano je kako temperatura ima utjecaj 

na anaerobni kapacitet ġkoljkaġa C. gigas. Ova vrsta ima manju sposobnost da preģivi 

anaerobiozu (hipoksiju) na viġim temperaturama u odnosu na niģe, odnosno ima najniģi 

anaerobni potencijal pri viġim temperaturama (Le Moullac i sur., 2007). Kod ġkoljkaġa Mytilus 

spp. izloģenih antropogenom zagaĽenju uoļena je poveĺana aktivnost PEPCK u odnosu na 

referentnu postaju, ukazujuĺi na poveĺanu glukoneogenezu i koordinirani odgovor na kemijski 

inducirani staniļni stres (Lacroix i sur., 2015). Veĺe aktivnosti PEPCK takoĽer mogu dovesti 

do poveĺanog anaerobnog metabolizma u organizmima Mytilus spp. (Lacroix i sur., 2015).  

U ovom radu, aktivnost PEPCK u S. ambulans odreĽena je spektrofotometrijski pri 340 nm 

prema metodi koju su opisali Simpfendºrfer i sur. (1995), pri ļemu su praĺene su promjene u 

apsorbanciji NADPH.  

PK/PEPCK omjer koristi se u istraģivanjima kao pokazatelj aerobnog/anaerobnog 

kapaciteta organizma. Naime, PK i PEPCK djeluju kao metaboliļki prekidaļ kanalizirajuĺi 

glikolitiļke supstrate (PEP) na aerobnu (PK) ili anaerobnu (PEPCK) proizvodnju ATP-a u 

mitohondrijima (De Vooys, 1980; Le Moullac i sur., 2007; Van Hellemond i sur., 2003). 

Znaļajno smanjenje omjera PK/PEPCK ukazuje na smanjenje aerobnog kapaciteta za 

proizvodnju ATP-a i aktivaciju anaerobnih putova tj. veĺi anaerobni kapacitet (de Vooys, 1980; 

Simpfendºrfer i sur., 1995; Sokolova i Pºrtner, 2001; van Hellemond i sur., 2003). Primjerice, 
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kod ġkoljkaġa Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819, poviġenje temperature dovelo je do 

smanjenog omjera PK/PEPCK u jesen i ljeto, u odnosu na zimu. 

  

Laktat dehidrogenaza (LDH) je enzim koji u anaerobnim uvjetima katalizira redukciju 

piruvata u laktat. Najpoznatiji i najistraģeniji anaerobni put je laktatni put, kojeg karakterizira 

krajnji produkt laktat. Glikolizom se molekula glukoze razgraĽuje do piruvata, molekule od 3-

C atoma. U ovim uvjetima piruvat se reducira do laktata te prihvaĺa elektrone s NADH pa 

nastaje NAD+: piruvat + NADH + H+ 
ė Laktat + NAD+ (Livingstone, 1983). Aktivnost LDH 

u miġiĺima ili u cijelom tijelu organizama koriġtena je kao pokazatelj moguĺih utjecaja na 

mehanizme proizvodnje energije izazvane kemijskim stresom (De Coen i sur., 2001). Poznato 

je da se LDH aktivira kada je potrebna dodatna energija za detoksikacijske procese ili kada je 

organizam izloģen hipoksiji (Long i sur., 2003; Wu i Lam, 1997). Visoka aktivnost LDH kod 

hipogejskih rakova ukazala je na vezanu fermentaciju glikogena i glutamata tijekom 

anaerobioze (ukazuje na nedovoljan aerobni kapacitet), pri ļemu nastaju laktat i alanin kao 

krajnji produkti (Hervant, 1996). Pokazano je kako je kod deseteronoģnih rakova C. maenas 

koji su bili eksperimentalno izloģeni Zn (0; 1,84; 3,71; 7,39 i 14,79 mg L-1) i Hg (0; 0,09; 0,19; 

0,37 i 0,74 mg L-1) (96h) doġlo do znaļajno poveĺane aktivnosti LDH, ġto ukazuje na 

interferenciju s putovima proizvodnje energije i na poveĺanje anaerobnog puta proizvodnje 

energije pod utjecajem ovih metala (Elumalai i sur., 2007). Ribeiro i sur. (1999) uoļili su kako 

je kod jednakonoģnog raka Porcellio dilatatus Brandt, 1831, izloģenom insekticidima doġlo do 

znaļajnog smanjenja aktivnosti LDH. Kod slatkovodnih ġkoljkaġa, izloģenost dugotrajnom 

akutnom zagrijavanju nije imalo znaļajnog utjecaja na aktivnost LDH (Falfushynska i sur., 

2016). 

Aktivnost LDH u S. ambulans odreĽena je spektrofotometrijski pri 340 nm prema 

Bergmeyer-u i sur. (1965), kontinuiranim praĺenjem oksidacijske reakcije s D-laktatom kao 

supstratom. 
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1.10. Ciljevi i svrha rada 

Osnovni cilj ovog istraģivanja je doprinijeti boljem razumijevanju fizioloġkih procesa i 

promjena na staniļnom i populacijskom nivou u slatkovodnim rakuġcima koji nastanjuju 

ekosustave ovisne o podzemnim vodama. Istraģivanje je provedeno na primjeru stigofilne vrste 

Synurella ambulans (F. M¿ller, 1846) u ekotonu izmeĽu povrġinskog vodotoka i podzemnih 

voda koji se naziva hiporeiļka zona (HZ). Ciljane promjene praĺene su u svrhu utvrĽivanja 

posljedica ekoekspozomskih utjecaja okoliġnih stresora (kemijskog zagaĽenja i abiotiļkih 

promjena) u hiporeiļkoj zoni rijeke Save kod urbanih podruļja. U skladu s tim, definirani su 

specifiļni ciljevi ove disertacije: 

 C1. istraģiti energijski naboj adenilata kao potencijalni fizioloġki biomarker odgovora 

organizma na okoliġni stres 

C2. ispitati utjecaj ispusta otpadnih voda na oksidacijski stres i anaerobni kapacitet  

C3. procijeniti utjecaj izloģenosti metalima i njihovu bioakumulaciju u rakuġcima 

C4. analizirati dinamiku populacija vrste S. ambulans s obzirom na hidroloġke i ekoloġke 

parametre u koritu rijeke Save.   

1.11. Hipoteze istraģivanja 

U skladu s ciljevima istraģivanja (C1 ï C4) definirane su i testirane sljedeĺe hipoteze (H1 

ï H4):  

H1. Komunalne otpadne vode i otpadne vode farmaceutske industrije utjeļu na smanjenje 

energijskog naboj adenilata te na poveĺanje oksidacijskog stresa i anaerobnog kapaciteta vrste 

S. ambulans. 

H2. Poveĺanje akumulacije metala i promjene u razinama biomarkera u jedinkama vrste S. 

ambulans javljaju se kao posljedica antropogenog utjecaja u odnosu na jedinke s referentne 

postaje. 

H3. Vrsta S. ambulans na temelju uļinkovite akumulacije metala predstavlja potencijalni 

bioindikatorski organizam izloģenosti metalima. 

H4. Populacijska dinamika i vertikalne migracije polupodzemnih rakuġaca vrste S. ambulans 

uvjetovane su ekohidroloġkim utjecajem te koliļinom dostupne hrane.  



 2. Kratak pregled doktorske disertacije 

 

78 
 

2. KRATAK PREGLED DOKTORSKE DISERTACIJE 

Ovaj doktorski rad objedinjuje ļetiri objavljena znanstvena rada (publikacije pod rednim 

brojevima 1-4) i jedan znanstveni rad u pripremi (Prilog 1) u kojima se interpretiraju i 

adresiraju sve postavljene hipoteze i ciljevi istraģivanja.  

Publikacije u kojima je ispunjen prvi cilj jesu pod brojem 2 i 3. Drugi cilj obuhvaĺen je u 

Prilogu 1, dok ispunjenju treĺeg cilja doprinosi publikacija pod brojem 1. Publikacija u kojoj 

je ispunjen ļetvrti cilj nalazi se pod brojem 4.   

Prvi cilj: Kako bi se mogao detaljno istraģiti energijski naboj adenilata u vrsti S. ambulans kao 

potencijalni fizioloġki biomarker odgovora organizma na okoliġni stres (publikacija pod 

rednim brojem 3), bilo je potrebno prethodno razviti, odnosno modificirati kromatografsku 

metodu IP-RP-HPLC za mjerenje adeninskih nukleotida na drugoj vrsti rakuġca, G. fossarum 

(publikacija pod rednim brojem 2). U publikaciji pod rednim brojem 2 prikazana je nova 

metoda za kvalitativno i kvantitativno odreĽivanje adeninskih nukleotida (AMP, ADP, ATP) u 

rakuġcu G. fossarum putem tekuĺinske kromatografije ionskih parova s reverznom fazom (IP-

RP-HPLC). Pokazano je kako kalcificirani egzoskelet rakuġca ima utjecaj na uvjete ekstrakcije 

nukleotida te je stoga potrebno prilagoditi omjer otopine za homogenizaciju i neutralizaciju 

homogenata. Publikacija pod rednim brojem 3 daje uvid u energijski status vrste S. ambulans 

putem kvantifikacije adeninskih nukleotida te uvid u potencijal energijskog naboja adenilata 

kao fizioloġkog biomarkera opĺeg stresa u hiporeiļkoj zoni tijekom ļetiri sezone na dvije 

lokacije s razliļitim intenzitetom okoliġnog i antropogenog stresa. Uoļeno je kako se vrijednosti 

energijskog naboja adenilata razlikuju u populacijama S. ambulans, pri ļemu su niģe vrijednosti 

zabiljeģene u populacijama nizvodno od ispusta komunalnih i industrijskih otpadnih voda, u 

odnosu na populacije uzvodno od ispusta.  

Drugi cilj: Rezultati prikazani u radu u Prilogu 1 predstavljaju detaljan pregled utjecaja ispusta 

komunalnih i industrijskih otpadnih voda na biomarkere oksidacijskog stresa i izloģenosti 

ksenobioticima te na anaerobni kapacitet u vrsti S. ambulans iz hiporeiļke zone. Istraģivanje je 

provedeno tijekom dvije sezone, kasno ljeto i proljeĺe, kao razdobljima uzorkovanja nakon 

niskog (kasno ljeto) i visokog (proljeĺe) protoka rijeke Save. Uoļeno je kako su aktivnosti 

biomarkera antioksidativne obrane organizma (enzimi CAT i GR) te biomarkera izloģenosti 

ksenobioticima (enzim GST) bile viġe na lokacijama nizvodno od ispusta UPOV-a u odnosu na 

populaciju s uzvodne lokacije. Aktivnosti biomarkera aerobnog/anaerobnog metabolizma (PK, 

PEPCK i LDH) pokazale su da populacije koje se nalaze nizvodno od ispusta otpadnih voda 
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imaju veĺu ovisnost o anaerobnim putovima i veĺu sposobnost toleriranja niģih koncentracija 

kisika. TakoĽer, pokazano je kako na aktivnost antioksidativnih i metaboliļkih enzima te 

enzima ukljuļenog u biotransformaciju ksenobiotika u S. ambulans utjeļu sezonske promjene 

abiotiļkih ļimbenika, poput temperature intersticijske vode, hidroloġkih uvjeta (vodostaj i 

protok) u rijeci Savi, koncentracije otopljenog kisika i zasiĺenja kisikom.   

Treĺi cilj: Izloģenost metalima (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Rb, Sn, Zn, Ca, K, Mg i 

Na) i njihova akumulacija u vrsti S. ambulans iz hiporeiļke zone rijeke Save istraģena je u 

publikaciji pod rednim brojem 1. Pokazano je kako je ova vrsta dobar bioindikatorski 

organizam kroniļne izloģenosti metalima u hiporeiļkoj zoni s obzirom da je akumulirala metale 

iz okoliġa, ļak i onda kada koncentracije metala u intersticijskoj vodi i sedimentu iz hiporeiļke 

zone nisu bile viġe od standarda kvalitete okoliġa. Kako bi se istraģili ļimbenici koji utjeļu na 

bioakumulaciju metala u S. ambulans izmjereni su sljedeĺi ļimbenici u intersticijskoj vodi: 

razina izloģenosti metalima, tj. koncentracije otopljenih metala u tragovima, koncentracije 

otopljenih makroelemenata (Na, Mg, K, Ca), elektriļna provodnost, zasiĺenost O2, pH i 

otopljeni organski ugljik. Osim toga, u sedimentu su uzeti u obzir ļimbenici: ukupne 

koncentracije metala u finoj frakciji sedimenta i sadrģaj ukupnog organskog ugljika.   

Ļetvrti cilj: Znaļajke ģivotnog ciklusa i dinamika populacija vrste S. ambulans s obzirom na 

hidroloġke i ekoloġke parametre u koritu rijeke Save istraģene su u publikaciji pod brojem 4. 

U radu su odreĽeni kljuļni parametri populacije S. ambulans, ukljuļujuĺi stope rasta i smrtnosti, 

koristeĺi podatke o distribuciji frekvencije duģine, utvrĽene su vremenske i prostorne razlike u 

dinamici populacije i reproduktivnim strategijama na dvije lokacije uzorkovanja u hiporeiļkoj 

zoni rijeke Save te je analiziran moguĺi utjecaj okoliġnih ļimbenika na populacijske parametre. 

Rezultati su pokazali kako su ģenke imale veĺu duljinu tijela od muģjaka te da su muģjaci u 

veĺini sezona bili znatno brojniji od ģenki. Tijekom istraģivanog razdoblja u trajanju od jedne 

godine uoļene su najmanje ļetiri kohorte. Pokazano je kako su temperatura, koncentracija 

kisika i koliļina organske tvari najvaģniji okoliġni ļimbenici koji utjeļu na ģivotni ciklus S. 

ambulans.  
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Publikacija I 
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