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1. UVOD
1.1. Morski biotoksini

Morski biotoksini nastaju u aktivnostima morskih organizama. U morskom okoliSu ih mogu
producirati neke vrste fitoplanktona kao sekundarni metaboliti u organizmima morskih zivotinja.
Njihov naziv ukazuje na toksi¢nost i loSe djelovanje na organizme, medutim nisu za sve organizme
toksi¢ni. Skoljkasi se hrane na “filter feeder” na¢in pri emu filtriraju mikroskopske &estice iz vode.
Ovim nac¢inom prehrane morski biotoksini dospiju u organizam, ali nemaju nikakav negativan
ucinak na njih. Fitoplankton je glavni proizvodac organskih spojeva u oceanu i kljucan je za morski
ekosustav, njegova proliferacija dodatno doprinosi ravnotezi ekosustava mora. Do sada je
otkriveno oko 4000 vrsta fitoplanktona od kojih 300 djeluju Stetno. U odredenim ekoloskim
uvjetima moze do¢i do cvjetanja vrsta, to jest do masovnog razmnozavanja algi, na primjer radi
promjene temperature, slanosti, organskog otpada, utjecaja morskih struja, koli¢ine svjetlosti i to
se uglavnom dogada u ljetnom periodu. Tijekom cvjetanja toksi¢nog fitoplanktona Skoljkasi
filtriraju veéu koli¢inu biotoksina te ih taloze u svom organizmu, najvise u probavnoj zlijezdi.
Konzumacije $koljkasa u kojima je akumulirana odredena koli¢ina biotoksina toksi¢no djeluje na
ptice, sisavce i ljude. Zbog toga za neke vrste biotoksina postoje utvrdene dozvoljene vrijednosti
te se redovno mora pratiti kakvo¢a morske vode da bi se sprijecilo trovanje ili smrtni ishod nakon
konzumacije SkoljkaSa. Takoder, toksi¢nost fitoplanktonske vrste moze varirati u razli¢itim
geografskim podrucjima i u razli¢itim uvjetima okoliSa. Njihova termostabilnost je razlog zbog
kojeg su skoljkasi izvor trovanja prilikom konzumiranja kontaminiranih jedinki (Ujevi¢ i Roje-

Busatto, 2020).

Razlikujemo nekoliko vrsta trovanja Skoljkasima:
e ASP (Amnesic shellfish poisoning)

e PSP (Paralytic shellfish poisoning)

e DSP (Diarrheic shellfish poisoning)

e NSP (Neurotoxic shellfish poisoning)

e AZP (Azaspiracid poisoning)



ASP trovanje uzrokuje toksin koji se naziva domoi¢na kiselina (DA), a proizvode je alge
kremenjasice, Pseudo-nitzschia sp. i Nitzsciha sp. Za PSP trovanje su odgovorni saksitoksini
(STX) koje proizvode dinoflagelati roda Alexandrium. DSP trovanje je uzrokovano razli¢itim
toksinima, najvise okadai¢nom kiselinom (OA) i njenim derivatima dinofizistoksinima (DTX),
pektenotoksinima (PTX) i1 jesotoksininima (YTX) (Ribari¢ i sur., 2012). NSP trovanje je
prouzroceno brevetoksinima (BTX) koje stvaraju dinoflagelati vrste Karenia brevis. AZP trovanje
uzrokuje toksin azaspiracid. Od simptoma svih ovih trovanja veéinski se pojavljuju velika
temperatura, znojenje, povracanje, dijareja, kratkoro¢ni gubitak pamcenja, treskavica, mantanje,
gubitak svijesti, koma ili u najgorem slucaju smrt (Arapov, 2013). Navedeni toksini svrstavaju se
hidrofilne 1 lipofilne, ASP 1 PSP su hidrofilni, a DSP 1 AZP trovanje uzrokuju lipofilni toksini
(Tablica 1) (Ribari¢ i sur., 2012). U lipofilne toksine spadaju cikli¢ni imini pod koje se uvrstavaju
gimnodimini i spirolidi za koje jo$ nije potvrdeno da su Stetni za ljude no testovima na
eksperimentalnim Zivotinjama su pokazali toksi¢no djelovanje jer su uzorkovali uginuce
eksperimentalnih zivotinja nakon primjene niske razine toksina gimnodimina i spirolida

(Munday i sur., 2008).

Tablica 1. Grupe toksina, vrsta trovanja i vrste fitoplanktonktona koji proizvode toksine
simptoma (izvor: Arapov, 2013).
Vrsta uzro¢nika

Grupa toksina Vrsta trovanja

Saksitoksin (STX) Paraliticko trovanje Nekoliko vrsta:
Skoljkama (PSP) Alexandrium
Gymnodinium catenatum
Pyrodinium bahamense
Domoi¢na kiselina (DA) Amnezijsko Pseudo-nitzschia

Okadaicna kiselina (OA),
Dinofizistoksini
(DTX-ovi)
Pektenotoksini (PTXs)
Jesotoksini (YTXSs)

trovanje Skoljkama (PSP)

Dijareti¢no trovanje
Skoljkama (DSP)

Nitzchia navis varingica
Halamphora coffeaeformis
Dinophysis
Phalacroma
Prorocentrum
Dinophysis
Gonyaulax spinifera
Lingulodinium polyedrum
Protoceratium reticulatum



Azaspiracidi (AZAs) Azaspiracidno Azadinium spinosum

trovanje
Skoljkama (AZA)
Brevetoksini Neurotoksi¢no Karenia
trovanje Skoljkama
(NSP)
Ciguatoksini (CTXs) Trovanje ribom Ciguatera Gambierdiscusa
Spirolidi (SPX) Brzodjelujuéi toksin Alexandrium
Gimnodimini (GYM) ostenfeldii (SPXs),
Karenia selliformis (GYM)
*Palitoksini (PLT) / Ostreopsis

*Palitoksini su velike molekule koje imaju hidrofilni i lipofilni dio

1.1.1. Hidrofilni toksini

U hidrofilne toksine spadaju toksini domoic¢na kiselina i njeni derivati te saksitoksin i njegovi
derivati, a koji uzrokuju amnezijsko, odnosno paraliticko trovanje. Trovanje ljudi moZe nastati
konzumacijom kontaminirane morske hrane s toksinima. Domoi¢nu kiselinu mogu proizvoditi
nekoliko vrsta dijatomejskih algi, najceSce iz roda Pseudo-nitzschia. Medutim neke vrste ne
proizvode uvijek domoi¢nu kiselinu, nego u odredenim okoliSnim uvjetima pa te vrste spadaju u
potencijalno toksicne vrste. Uvjeti koji poti€u prisutnost vrsta Pseudo-nitzschia iz podataka
dobijenih provodenjem monitoringa su sniZavanje temperature morske vode i fotoperioda, §to je
potvrdeno pojavom cvjetanja Pseudo-nitzschie u hladnijim dijelovima godine. Domoi¢na kiselina
uzrokuje gubitak pamcenja 1 oStecuje srediSnji Ziv€ani sustav. Blazi simptomi trovanja su
zbunjenost, glavobolja i dezorijentiranost, a tezi gubitak pamcenja i svijesti te stanja kome, a
mogu¢ je 1 smrtni ishod. Domoi¢na kiselina je bila uzrok trovanja veceg broja ljudi na istocnoj
obali otoka princ Edward (Kanada) 1987. godine. Paraliti¢ko trovanje kod Skoljkasa poznato je
vec stolje¢ima i uzrokovano je skupinom toksina poznatom kao saksitoksini (STX). Najveca
proizvodnja saksitoksina dolazi od dinoflagelata roda Alexandrium. Saksitoksini blokiraju
funkciju naponom reguliranih natrijevih kanala na povrSini neurona, Sto sprjeCava prijenos
akcijskog potencijala. Kao rezultat toga, zivéani impulsi se ne prenose, Sto dovodi do paralize.
Simptomi trovanja se pojavljuju 30 minuta od konzumacije. Simpotomi trovanja su parestezija i

trnjenje koje pocinje s ustima, jezikom i licem pa prelaze na vrat, ruke i noge. TeZi simptomi su



nemogucnost razgovjetnog govora, manjak koordinacije pokreta i op¢a slabost. Nakon toga se

moze javiti paraliza diSnog sustava koja moze dovesti do smrti (Ujevi¢ i Roje-Busatto, 2020).

1.1.2. Lipofilni toksini

Lipofilni toksini su: okadai¢na kiselina, pektenotoksini, azaspiracidi, jesotoksini te
gimnodimini i spirolidi koji spadaju u cikli¢ke imine. Navedeni toksini, osim gimnodimina i
spirolida, se nakupljaju u masnom tkivu skoljkasa, najvise u probavnoj Zlijezdi. Brzo se apsorbiraju
u probavnom traktu i odmabh se Sire kroz sva tjelesna tkiva. Toksini okadai¢ne grupe uzrokuju DSP
trovanje (dijareticno trovanje S$koljkasima) inhibiranjem enzima fosfataze 1 i 2A (PP1 i PP2A) pri
¢emu dolazi do dijareje nakon konzumacije Skoljkasa kontaminiranim toksinima iz ove grupe.
Osim dijareje, simptomi dijaretickog trovanja su mu¢nina, abdominalni gréevi i povracanje. Nakon
nekoliko dana (najcesce tri) simptomi nestaju i do sada nisu evidentirane dugotrajne posljedice niti
smrtni slu¢ajevi nakon trovanja toksinima ove grupe. DSP trovanja su opisana prvi put 70-ih
godina proslog stolje¢a u Japanu i Nizozemskoj. U Nizozemskoj je 1995. godine prvi put
evidentirano trovanje azaspiracidima. Azaspiracidno trovanje uzrokuju dinoflagelati iako postoje
naznake da je to samo poveznik na bakterije 1 cijanobakterije. Simptomi AZP trovanja vrlo su
slicni DSP trovanju, to jest pojavljuju se andominalni bolovi, mu¢nina, dijareja i povracanje koji

prolaze kroz nekoliko dana (Ujevi¢ 1 Roje-Busatto, 2020).

1.2. Cikli¢ni imini

Cikli¢ki imini (CI) su skupina morskih lipofilnih toksina koje proizvode fitoplanktonske
vrste roda Dinoflagelate. U ciklicke imine spadaju spirolidi (SPX), gimnodimini (GYM),
pinatoksini (PnTXs) i pteriatoksini (PtTXs) koji se pronalaze u $koljkasima i algama. Osim ovih
grupa postoji joS nekoliko njih koji nisu ¢esto spomenuti, a to su prorocentrolidi, spiro-
prorocentrimin, simbioimini 1 portimin. Cikli¢ki imini su brzodjeluju¢i toksini zbog svoje
kemijske strukture (cikliC¢kih prstena) i pokazuju brzo djelovanje kod miSeva prilikom
intraperitonealne primjene. Mogu se povezati sa cvjetanjem algi, kontaminacijom i

neurotoksi¢nosti skoljaka, na primjer Karenia selliformis i Alexandrium ostenfeldii/Alexandrium



peruvianum, koji su u korelaciji s biosintezom gimnodimina (GYM) i spirolida (SPX)

(Bacchiocchi i sur., 2020).

1.2.1. Gimnodimini

Gimnodimini su cikli¢ki imini koji predstavljaju brzo djelujucu toksi¢nu skupinu te je danas
poznato osam spojeva: gimnodimin A, 12-Me-gimnodimin A, gimnodimin B, 12-Me-gimnodimin
B, gimnodimin C, gimnodimin D, 16desMe gimnodimin D i gimnodimin E. Na Novom Zelandu
su 1994. godine izolirani gimnodimin A, B 1 C iz kamenica te su povezani s prisutno$¢u Karenia
selliformis. Gimnodimin 12 metil A, 12 metil B i D nastaju aktivno$¢u dinoflagelata Alexandrium
peruvianum/Alexandrium ostenfeldii. Gimnodimini su molekularno medu najmanjim ¢lanovima
CI obitelji. Nesupstituirani Sesteroclani ciklicki imin jedna je od strukturnih razlika gimnodimina
od drugih CI toksina. Do danas su opisana cetiri ¢lana (Slika 1). Gimnodimini kao 1 drugi ciklicki
imini imaju brzu toksi¢nost kod primjene bioloskog testa na miSevima za testiranje prisutnosti
lipofilnih toksina. Naime, nakon intraperitonealnog injektiranja u organizam misa (kao i kod
oralne primjene), oni uzrokuju pocetak neuroloskih simptoma koji rezultiraju njihovom smréu
nakon nekoliko minuta. Gimnodimin A kao 13 dimetil spirolid C ima visoki afinitet za
acetilkolinske receptore, samo se razlikuju u tome S$to gimnodimin pokazuje reverzibilno
djelovanje, a spirolid ireverzibilno. Iako su navedene skupine toksi¢ne, nemaju sve istu toksicnu
razinu. Odnosno gimnodimin A pokazuje najveci toksi€ni utjecaj pri intraperitonealnoj injekciji
(LD50 96 ug kg™') kod miSeva, dok je dokazano da je manje toksi¢no koristenje sonde (LD50 755
ug kg, a najmanje $tetan pri unosu s hranom (LD50 7500 pg kg'!) (Lamas i sur., 2021). Kada su
prisutni u Skoljkasima u poviSenim vrijednostima izazivaju brzu smrt miSeva i ometaju MBA
(mouse bioassay) za druge lipofilne toksine. To je bio jedan od razloga §to se primjena MBA
zamijenila s LC-MS/MS kao referentnom metodom za analizu lipofilnih toksina u Europskoj Uniji

(Naila i sur., 2012).



Slika 1. Struktura gimnodimina A (izvor:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gymnodimine A.svg).

1.2.2. Spirolidi

Spirolidi su prvi put otkriveni 1995. godine u §koljkama na atlantskoj obali u Novoj Skotskoj
(Kanada) (Cembella i sur., 2000). Danas je poznato 18 razli¢itih SPX analoga koji predstavljaju
najvecu skupinu cikli¢nih imina. Proizvodaci spirolida su dinoflagelati globalno rasprostranjene
vrste Alexandrium ostenfeldii i Alexandrium peruvianum. Brza pojava neuroloskih simptoma
dovodi do uginuc¢a eksperimentalnih Zivotinja ako se primjenjuju intraperitonealno, tj. bioloskim
testom na miSevima. SnaZni su neurotoksini, a dokazano je da se njihovo neurotoksi¢no djelovanje
temelji na inhibiciji nikotinskih i muskarinskih receptora acetilkolina u srediSnjem 1 perifernom
ziv€anom sustavu na neuromuskularnom spoju (Bacchiocchi i sur., 2020). Spirolide dijelimo na
osam velikih podgrupa SPX A, B, C, D, E, F, G i 20-Me-G s dva desmetilna derivata SPX 13-
desMeC deriviranog od SPX C te SPX 13-desMeD deriviranog od SPX D (Slika 2 1 3) (Ciminiello
i sur., 2006). Jedan dio sadrZzi 6,7 bicikli¢ku spiroiminsku jedinicu koja predstavlja farmakofor, a
druga jedinica sadrzi spiroacetalnu ili bis spiroacetalnu skupinu (Gueret i Brimble, 2010). SPX
koji sadrzi dodatnu metilnu skupinu na iminskom prstenu rezistentni su u uvjetima enzimatske
hidrolize u $koljkaSima i mogu predstavljati opasnost za potroSace (Christian i sur., 2008). Kako
bi se procijenio rizik od ciklickih imina i predloZilo okvirno ograni¢enje, Europska Agencija za
sigurnost hrane (EFSA) zatrazila je pribavljanje dodatnih podataka te je za spirolide i predlozila
najvisu dopustenu razinu od 400 pg kg! ukupnih spirolida u mesu $koljkasa (Bacchiocchi i sur.,

2020).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Gymnodimine_A.svg

Slika 3. Struktura spirolida E, F i G (izvor:
https://www.google.com/search?sca_esv=ab02dd2696e7e4b9&q=spirolidi&tbm=isch&source=l

nms&prmd=ivbz&sa=X&ved=2ahUKEw]Vx6KzuJKFAXUwcvEDHVpTA7MQ0pQJeecQICXA
B&biw=1536&bih=695&dpr=1.25#imgrc=15evNBKogMp-ZkM).

1.3. Dosadasnja istrazivanja

1.3.1. Isto¢ni Mediteran

Istrazivanje morskih biotoksina provedeno je tijekom zime, od prosinca 2019. do veljace
2020., u tri obalna grada Libanona: Beirutu (glavni i najve¢i grad), Tripoliju (drugi najveci grad

smjesten na sjeveru) 1 Tyreu (grad na jugu s manjim antropogenim utjecajem). Uzorkovane su


https://www.mdpi.com/2072-6651/8/9/249
https://www.google.com/search?sca_esv=ab02dd2696e7e4b9&q=spirolidi&tbm=isch&source=lnms&prmd=ivbz&sa=X&ved=2ahUKEwjVx6KzuJKFAxUwcvEDHVpTA7MQ0pQJegQICxAB&biw=1536&bih=695&dpr=1.25#imgrc=l5gvNBKgMp-ZkM
https://www.google.com/search?sca_esv=ab02dd2696e7e4b9&q=spirolidi&tbm=isch&source=lnms&prmd=ivbz&sa=X&ved=2ahUKEwjVx6KzuJKFAxUwcvEDHVpTA7MQ0pQJegQICxAB&biw=1536&bih=695&dpr=1.25#imgrc=l5gvNBKgMp-ZkM
https://www.google.com/search?sca_esv=ab02dd2696e7e4b9&q=spirolidi&tbm=isch&source=lnms&prmd=ivbz&sa=X&ved=2ahUKEwjVx6KzuJKFAxUwcvEDHVpTA7MQ0pQJegQICxAB&biw=1536&bih=695&dpr=1.25#imgrc=l5gvNBKgMp-ZkM

Cetiri vrste morskih organizama: puz Phorcus turbinatus, dva Skoljkasa (Patella rustica complex i
Spondylus spinosus) te riba Siganus rivulatus, koje su prikupljene iz morskog okolisa ili kupljene
na trznici. Fizikalno-kemijski parametri, poput temperature povrSine mora, koncentracija fosfata,
nitrata, nitrita i klorofila-a, praceni su svaki mjesec. Fitoplanktonski uzorci su prikupljeni nekoliko

dana nakon uzorkovanja morskih organizama.

Lipofilni toksini (okadai¢na kiselina (OA), dinofizistoksin-1 i -2 (DTX 1, 2), pektenotoksin-1 i -2
(PTX-1, 2), jesotoksini (YTX), azaspiracidi (AZA), gimnodimin (GYM-b), spirolid (SPX),

domoicna kiselina (DA) 1 PSP) analizirani su u homogeniziranim mekim tkivima ispitivanih vrsta.

Istrazivanje je pokazalo da su razine lipofilnih toksina (OA, DTX-1,2, PTX-1,2, YTXs, AZAs) i
hidrofilnih PSP toksina bile ispod granice detekcije (LOD). Medutim, domoi¢na kiselina (DA),
gimnodimin (GYM-b) i spirolid (SPX) otkriveni su u koncentracijama iznad LOD u nekim vrstama

1 podrucjima.

Maseni udjeli gimnodimina bili su iznad granice detekcije (2,36 ug/kg) u 66% uzoraka, s
koncentracijama koje su se kretale od 3,33 pg/kg u ribi S. rivulatus iz Tyrea do 102,9 ng/kg u
Skoljkasu S. spinosus iz Tripolija. Svi uzorci puzeva bili su ispod granice detekcije. Skoljkas S.
spinosus imao je najviSe razine gimnodimina, s prosjekom od 56 = 27 pg/kg u uzorcima iz
Tripolija, Sto je 1,5 puta viSe od prosjeka uzoraka iz Tyrea (36 = 11 pg/kg). Druga vrsta po
kontaminaciji je Skoljka$ P. rustica, s najviSim prosjecnim koncentracijama u Tyreu (26,9 ng/kg),
Beirutu (26,8 pg/kg) i Tripoliju (8,7 pg/kg). Najnize koncentracije zabiljeZene su u tkivu ribe S.
rivulatus 1z Tyrea (3,33 pg/kg).

Spirolidi su pronadeni samo u Skoljkasu S. spinosus, s koncentracijama koje variraju od 2,18 do
15,07 pg/kg. Najvece razine spirolida zabiljezene su u kamenicama iz Tyrea, gdje je 67% uzoraka
bilo kontaminirano, dok je 27% uzoraka iz Tripolija pokazalo prisutnost ovog toksina. Prosjecna
koncentracija spirolida u uzorcima iz Tyrea bila je 7,54 £ 5 pg/kg, sto je gotovo dvostruko vise u

odnosu na uzorke iz Tripolija, gdje je prosje¢na koncentracija iznosila 4,05 + 2 pg/kg.



Od fizikalno-kemijskih parametara temperatura i salinitet su bili najvisi u Beirutu, dok je najniza
temperatura zabiljezena u Tyreu. Salinitet u Tyreu i Tripoliju bio je gotovo isti. Koncentracije
hranjivih tvari indicirale su da je ekoloska kvaliteta u sva tri istrazivana podrucja bila ocijenjena
kao 'dobra’. Tripoli je imao najvise razine ortofosfata, a Tyre je imao najviSe koncentracije nitrita,

nitrata i pokazatelja primarne proizvodnje (klorofil-a i feopigment).

U istrazivanom podrucju prisutne su vrste fitoplanktona koje proizvode specificne morske
biotoksine, poput domoi¢ne kiseline, gimnodimina i spirolida (Pseudo-nitzschia spp.,
Gymnodinium spp. i Alexandrium spp.). Najve€a abundancija Gymnodinium spp. i Pseudo-

vvvvv

su dominirali fitoplanktonom u Beirutu i Tripoliju, dok su dijatomeje bile najzastupljenije u Tyreu.

Libanonska obala je znaCajno urbanizirana i podlozna antropogenim utjecajima kao §to su
kanalizacija i1 industrijske aktivnosti, $to dovodi do fenomena poznatog kao 'cvjetanje mora'. U
obalnim podruc¢jima zivi iSe od 70% stanovniStva, a prisutnost luckih postrojenja i ispustanje
otpadnih voda, naro¢ito u blizini Tyrea i Tripolija, znacajno optere¢uju morski okolis. Kao rezultat
tih ¢imbenika, Libanon se suocava s viSim razinama toksina i zauzima 90. mjesto od 163 zemlje

prema Indeksu ekoloskog uc¢inka (EPI) (Marrouchi i sur., 2009).

1.3.2. Druga istraZivanja

U Skoljkasima iz Jonskog i Tirenskog mora evidentirane su male koli¢ine gimnodimina. U
probavnim Zlijezdama Skoljkasa prikupljenim na jugu Sredozemlja, na obali Tunisa (Gulf of
Gabes-Tunisia) razine gimnodimina su bile vece za pet puta od vrijednosti ustanovljene tijekom
istrazivanja provedenog u Libanonu. Medutim, vrijednosti spirolida u uzorcima SkoljkaSa 1
planktona iz Libanonu su vi$e nego u uzorcima iz ostalih drzava Sredozemlja i Jadrana (Marrouchi

i sur., 2009).



Gimnodimin A je naden u Spanjolskoj duz istoéne i zapadne obale u razdoblju od 2017. do 2019.
godine. ZabiljeZene su niske vrijednosti s medijanom 1,3 pg kg™!, a najvisa vrijednost je bila 23,93

ug kg inije Stetna za ljudsko zdravlje (Lamas i sur., 2021).

Istrazivanje u Italiji 2014. i 2015. godine pokazalo je znacajan trend pojave razli¢itih vrste
spirolida, i to u sije¢nju i ozujku s vrijednoséu (29,2 ug kg!). Opadanje slijedi prema ljetnim
mjesecima, dok za gimnodimin A vrijedi suprotno, povecanje u ljetnim mjesecima kad su

vrijednosti bile do 12,1 pug kg™! (Bacchiocchi i sur., 2020).

Kvantitativno istrazivanje primjenom HPLC metode provedeno je u Tunisu, za odredivanje
gimnodimina A i njegove potencijalne toksi¢nosti. Tunis ima obalu dugu 1300 km, a obalno
podru¢je je poznato po ,.cvjetanju mora“. U podru¢ju Golf Gabesa, laguna Boughrara je
evidentirano ,,cvjetanje mora®, a nastalo je uslijed znatnog povecanja broja stanica Gimnodimin
sp. Skoljkasi prikupljeni na tom podruéju su pokazivali pozitivan test na trovanje s posljedicom
pojave probavnih smetnji. Test je proveden na miSevima na kojima su uoceni brzi toksi¢ni ucinci.
Daljnja istrazivanja su pokazala da je gimnodimin A odgovoran za toksi¢nost tuniskih Skoljkasa

¢iji je uzroCnik dinoflagelat koji je kasnije identificiran kao Karenia selliformis (Tablica 2)

(Marrouchi 1 sur., 2009).

Tablica 2. Vrijednosti gimnodimina i spirolida izmjerenih u europskim drZzavama (izvor:

Hassoun i sur., 2021).

Gimnodimini Spirolidi
(ng/kg) (ng/kg)
Acanthocardia Hrvatska 2,65-15,77 0,98-5,90
tuberculate
Callista chione Hrvatska 1,17-6,14 0,65-2,14
Maroko - -
Ruditapes Tunis Zaljev Gabes 460-1290 -
decussatus
Mytilus Hrvatska Sibenski zaljev <DL -
galloprovincialis
Dubrovnik <DL -
Malostonski <DL -

5 zaljev
Spanjolska Zaljevi delta Ebre - -
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Galicija - 1,2-6,9

Katalonija - 2,2-16
Maroko Jama Ouled 5,6 BDL
Ganem
Ostrea edulis Tunis Laguna Bizerte - -
Crassostrea gigas Spanjolska Katalonija - 3,5-6,6
Spondylus Libanon Tripoli 22,64-102,9 2,18-7.,48
spinosus
Tyre 25-51,9 2,38-11,79
Flexopecten Hrvatska - -
proteus
Pecten jacobaeus Hrvatska Sibenski zaljev <DL - -
Phorcus Libanon <DL <DL
turbinatus
Patella rustica Libanon Tripoli 8,7 <DL
complex
Beirut 26,78 <DL
Tyre 26,93 <DL
Siganus rivulatus Libanon Beirut <DL <DL
Tyre 3,33 <DL

1.4. BioloSki test miSa

Bioloski test na miSevima se provodi zbog testiranja toksi¢nosti. Testira se na nacin da
intraperitonealnim injektiranjem ubrizgajemo pripremljeni ekstrakt u tijelo miSa. Nakon
injektiranja dolazi do pojave simptoma toksi¢nosti: hiperaktivnost, skakanje, paralize straZnjih
nogu, dispneje te vrlo brzo do ugibanja. Rezultati su pokazali da su gimnodimini topljivi u
diklorometanu, ali ne i u dietil eteru. Gimnodimin je pokazao najve¢i toksi¢ni utjecaj pri
intraperitonealnoj injekciji (LD50 96 pg kg!) kod miseva, a dokazan je manje toksi¢ni u¢inak pri
koristenju sonde (LD50 755 ug kg'). Znakovi toksi¢nosti nisu primijeéeni kod miseva koji su
dobrovoljno uzimali hranu koja je sadrZavala gimnodimin u koli€¢ini dovoljnoj da se postigne doza
od 7500 mg/kg te je zbog toga najmanje S$tetan ucinak pri unosu s hranom (LD50 7500 pg kg™
(Munday i sur., 2004).

1.5. Svrhai ciljevi rada

Rad se temelji na rezultatima mjerenja gimnodimina i spirolida u $koljkasima iz srednjeg i

juznog Jadrana. Uzorci dagnji i brbavica sakupljani su na devet postaja u Malostonskom,
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Marinskom 1 KaStelanskom zaljevu. Dagnje su prikupljene na uzgajaliStima, dok su brbavice

prirodne populacije iz Kastelanskog zaljeva (postaja Mlinice). Uzorci su se uzimali tijekom tri

godine: 2016., 2017. 1 2022., s frekvencijom 3-5 uzorkovanja mjesecno na svakoj postaji.

Svrha istrazivanja je:

Prikazati koli¢inu nastalih gimnodimina i spirolida u dagnjama 1 brbavicama
Prikazati prostornu i vremensku raspodjelu gimnodimina i spirolida
Usporediti prostornu raspodjelu gimnodimina i spirolida

Usporediti godisnje rezultate

Prikazati laboratorijsku obradu i LC-MS/MS metodu
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2. MATERIJALI I METODE
2.1. Podrudje istraZivanja

Uzrokovanja su obavljena od 4. mjeseca 2016. godine do kraja te godine te tijekom Citave
2021. 1 2022. godine na devet postaja srednjeg Jadrana (Tablica 3). Izlazak na teren je ovisio o
vremenskim prilikama, ali uzorci su uzimani u dovoljnom broju puta, to jest 3-5 puta mjesecno.
Skoljkasi kojima su provjerene razine toksina u tkivu su iz uzgajalista u podru¢ju Malostonskog
zaljeva: Banja, Bistrina, Brijesta, Kanal Usko, Mali Ston i Sutvid, podru¢ju Kastelanskog zaljeva
- Mlinice, Marinskog zaljeva - Stipan Jaz i podruju uséa rijeke Neretve - Skoj (Slika 4).
Za mjerenje masenih udjela toksina uzete su dagnje koje su pri¢vr§éene na pergolarima na svim
podrucjima, osim u Mlinicama gdje su izlovljene brbavice koje Zive ukopane u pijesak. Uzorci s

pergolara su prikupljani s tri razine i uzeto je oko 2 kg Skoljkasa.

Tablica 3. Podrucja istrazivanja po kontrolnim tockama.

Tocka uzorkovanja Naziv mjesta

1 Mali Ston
Banja
Bistrina
Kanal Usko
Brijesta
Sutvid

A Ut A WD
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Slika 4. Podrugdja istrazivanja po kontrolnim tockama u Malostonskom zaljevu.

2.1.1. Malostonski zaljev

Malostonski zaljev je smjeSten u juznom dijelu Jadranskog mora, kraj PeljeSca 1 nastavlja
se na Neretvanski kanal. DuZina zaljeva iznosi 28 km, s prosjecnom dubinom od 15 m i najve¢om
29 m te najvece Sirine 6,1 km (Slika 5) (Anonimus, 2023). Zasticen je od utjecaja valova te je zbog
blizine rijeke Neretve, voda bocata. Utjecaj slatkovodne rijeke Neretve na vanjski i srednji dio
zaljeva jaci je nego na unutarnji dio, osobito tijekom razdoblja s ve¢im rijecnim vodostajem 1
snaznijim zapadnim vjetrovima. Takoder, brojne slatkovodne rijeke ponornice izviru u zaljevu, Sto
utjece na ekoloske 1 hidrofizicke uvjete unutar zaljeva. Iz tog razloga se u ovom zaljevu uzgajaju
najkvalitetniji Skoljkasi u Hrvatskoj poput dagnji i kamenica (Slika 6) (Anonimus, 2013).
Proizvodno podrucje ovog zaljeva podijeljeno je na 12 zona za dagnje i 6 zona za kamenice. Na
temelju koncentracije hranjivih soli 1 koli¢ine fitoplanktona, zaljev se moZe opisati kao prirodno
umjereno eutrofiziran ekosustav. Malostonski zaljev 1983. godine je zaSti¢en kao poseban rezervat
prirode. Vrijednosti temperature mora zabiljeZene u viSegodiSnjem monitoringu bile su u rasponu
od 12 do 29 °C, a primijec¢eno je formiranje termokline u ljetnim mjesecima (lipanj, srpanj i

kolovoz). NajniZe srednje vrijednosti slanosti su izmjerene u uvalama Bistrina 1 Kuta zbog
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postojanja izvora slatke vode. U proljece je naglaSen utjecaj rijeke Neretve. Pracenje koncentracije
hranjivih soli u Malostonskom zaljevu pokazalo je varijacije, s najviSim koncentracijama
zabiljezenim u godinama 2012., 2015. 1 2016. U suprotnosti, nize koncentracije su zabiljeZene u
godinama 2011., 2014., 2017. i 2018. Posebno treba napomenuti da su u 2012. i 2015. godini
takoder zabiljeZeni smanjeni saliniteti, Sto sugerira povecani dotok hranjivih tvari kroz rijeku
Neretvu, vrulje ili oborinsko ispiranje strmih obala Malostonskog zaljev (Ministarstvo

gospodarstva i odrzivog razvoja, 2022).

| i

Slika 5. Malostonski zaljev (izvor: https://www.morski.hr/krece-izrada-plana-upravljanja-za-

podrucje-malostonskog-kanala/).
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e, 4

Slika 6. Uzgoj dagnji na pergolaru (izvor: https://www.juzni.hr/tag/malostonski-zaljev.html).

Tablica 4. Podrucja istrazivanja u Kastelanskom i Marinskom zaljevu.

Tocka uzorkovanja Naziv mjesta
7 Mlinice
8 Stipan Jaz

Slika 7. Podrugje istrazivanja po kontrolnim tockama u Kastelanskom i Marinskom zaljevu.
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2.1.2. Kastelanski zaljev

Kastelanski zaljev je najveci poluzatvoreni zaljev na srednjem dijelu Jadrana. Sa sjeverne
strane mu se nalazi sedam Kastela, Split na istoénoj, Trogir na zapadnoj i Ciovo na juznoj strani
(Slika 8). Ukupna povrsina zaljeva je 61 km?, duZina 14,8 km, §irina 6,6 km a srednja dubina oko
23 m (najveca 56m). Dubina se povecava od sjeverne obale prema jugu; u srediSnjem dijelu zaljeva
prosjec¢na dubina je izmedu 30 i 50 m, dok maksimalna dubina iznosi 56 m. Dno Kastelanskog
zaljeva karakterizira blago nagnute ili ravne povrSine, prekrivene muljem i sitnim pijeskom
(Anonimus, 2020). Kastelanski zaljev je potopljena depresija koja je nastala u slojevima flisnih
lapora i pjeS¢enjaca (Anonimus, 2013). Zaljev se takoder nalazi u podrucju koje je proslo kroz
urbanizaciju, poljoprivrednu djelatnost i1 nekadaS$nju industrijsku aktivnost, s prisutnim
ispustanjem komunalnih otpadnih voda, otjecanjem iz poljoprivrede i ostatkom nekadaSnjeg
industrijskog otpada. Postaja Mlinice sadrzi 12 izvora koji formiraju jezero iz kojeg istjeCe rijeka
Rika koja se ulijeva u more oblikujuéi pjes¢anu lagunu. Osim Mlinica uzorkovano podrucje
zahvaca i Stipan Jaz (Marinski zaljev) (Tablica 4 i Slika 7). NajviSe temperature povr$ine mora
prevladavaju u kolovozu, a maksimalne temperature u dubini u listopadu. Za vrijeme zime more
se zaleduje, narocito isto¢ni dio zaljeva, gdje je slanofa mora manja. Maksimalni salinitet
povrsinskog sloja vode u kolovozu iznosi 38,19 %o, dok minimalni salinitet u prosincu i sijecnju
moze pasti na 28,17 %o. Salinitet se znatno mijenja, a zimi je najslanija voda u sredini zaljeva. U
blizini Kastelanske obale i sjeverne obale otoka Ciova, voda je manje slana. Rijeka Jadro te
podmorski 1 drugi izvori zna¢ajno utjeCu na salinitet ovog dijela zaljeva. U sredini zaljeva,
nasuprot mjestima Arbanija i Slatina, dvije podmorske vrulje ispustaju slatku vodu, ¢ije djelovanje
ljeti nije primjetno, kada je salinitet u zaljevu najvisi. Uz sjevernu obalu poluotoka Marjana nalaze

se 1zvori bocate vode, koja sadrzi sumporovodik 1 sumporne bakterije (Anonimus, 2020).
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Slika 8. Kastelanski zaljev (izvor: https://www.portal.hr/kastela/map).

2.1.3. Marinski zaljev

Marinski zaljev je smjeSten na zapadu Splitsko-dalmatinske Zupanije (Slika 9). Najvece
mjesto na obali je Marina po kojoj je zaljev dobio ime. U blizini se nalaze naselja Seget Vranjica
i Poljica, smjeStena na sjevernoj obali zaljeva. Duzina zaljeva je 5,5 km, a najveca Sirina mu je
1,36 km. Marinski zaljev nema otoka, a od najvecih uvala je poznato uzgojno podrucje Stipan Jaz.
Najveca dubina iznosi 33 m, prosjec¢na 23 m, a povrsina iznosi 200x300 m. Podrucje je konstantno
opskrbljeno slatkom vodom iz mnogih vrulja tijekom cijele godine, a u njemu se uzgajaju dagnje.
Prema postoje¢em prostornom planu, ovo podrucje je predvideno za marikulturu. Vece uvale
ukljucuju: Stipan-Jaz, Poljica, Pralis¢e, Velika Borovica, Bakakarac, a manje uvale su Fangara,

Mala Borovica i Sv. Luka (Anonimus, 2016).
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Slika 9. Marinski zaljev (izvor:
https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2008 08 91 2907.html).

2.1.4. Postupak pripreme uzoraka mekog tkiva Skoljkasa za odredivanje gimnodimina i

spirolida na LC-MS/MS

Meko tkivo skoljkasa odvoji se od ljusture i ukloni se meduljusturna tekuc¢ina. Odvaze se
100 g mekog tkiva 1 homogenizira u mikseru tri minute na brzini do 22000 o./min. Homogenizirano
tkivo moze se Cuvati nekoliko tjedana na temperaturi od —10°C.

Odvaze se 2,0000 + 0,05 g homogeniziranog mekog tkiva Skoljkasa. Otopinom metanola
ekstrahiraju se gimnodimini i spirolidi iz tkiva skoljkasa, tako da se doda 9 mL metanola. Nakon
2 minute vorteksiranja pri maksimalnoj brzini uzorak se centrifugira 10 min pri 4500 o./min.
Otopina se odvoji od taloga u plasticnu posudu volumena 50 mL. Ekstrakcija s 9 mL metanola
ponovi se jo$ jednom. Nakon dodatka 9 mL otopine metanola na talog, uzorak se homogenizira
ultraturaksom te centrifugira 10 min pri 4500 o./min. Otopina se dodaje metanolskom ekstraktu
koji je izoliran nakon prve ekstrakcije. Za postizanje kona¢nog volumena od 20 mL dodaje se
metanol. Za mjerenja gimnodimina 1 spirolida potrebno je filtrirati metanolski ekstrakt (metanol

kompatibilan filter promjera pora 0,2 um) u vijalicu.
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2.1.5. Uyvjeti rada na tekuéinskom kromatografu

. C18 kolona za kromatografiju na reverznoj fazi 50 x 2,1 mm, veli¢ine Cestica 2,7 pm, (npr.
Poroshell C18)
. temperatura kolone: 30°C
. brzina protoka mobilnih faza: 0,3 mL/min
. volumen injektiratiranja: 2 pL
. volumni udjeli mobilnih faza za mjerenja u pozitivnom modu:
Udio A Udio B Vrijeme (min)
90 % 10 % 0
20 % 80 % 4
20 % 80 % 6
90 % 10 % 6,5
90 % 10 % 11

2.2. LC-M/MS metoda

LC-MS/MS metoda (liquid chromatography - mass spectrometry), u prijevodu tekuc¢inska
kromatografija - spektrometrija mase, gdje je LC dio naziva koji oznacuje instrument kojim se
odjeljuju molekule primjenom tekucinske kromatografije, a MS dio naziva koji oznaCava
instrument koji generira ione. LC-MS je instrument koji razdvaja 1 detektira ione u plinovitom
stanju na temelju omjera mase 1 naboja (Slika 10). Ovaj uredaj koristi teku¢insku kromatografiju
za odvajanje uzoraka 1 spektrometriju mase za njihovu detekciju, kombinirajuéi visoku sposobnost
razdvajanja teku¢inskom kromatografijom s velikom osjetljivoS¢u spektrometrije mase (Zeng

Ying, 2022).

2.2.1. Primjena i princip rada

U LC-MS sustavu, nakon §to uzorak napusti kromatografski dio, odvaja se od mobilne faze
1 podlijeze ionizaciji. Zatim se ionski fragmenti razdvajaju prema masenim brojevima pomocu

analizatora mase, a rezultati se biljeze na detektoru. LC-MS Koristi prednosti obje metode:
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kromatografsku i masenu, spajajuci izvanrednu sposobnost kromatografske metode za razdvajanje
sloZzenih uzoraka s visokom selektivno$¢u masene spektrometrije. LC-MS takoder pruza podatke
o relativnoj molekulskoj masi i1 strukturi molekula. Ova metoda se koristi u farmaceutskim
analizama, analizama hrane 1 ispitivanjima okoliSa. Nakon §to se uzorak razdvaja teku¢inskom
kromatografijom, svaka komponenta se ionizira u izvoru iona, stvaraju¢i ione s odredenim
nabojem 1 razli¢itim masenim brojevima, koji zatim ulaze u detektor masenog spektrometra.
Spektri mase se generiraju prema omjeru mase i naboja, a kvalitativni 1 kvantitativni rezultati

uzorka mogu se dobiti analizom masenih spektara (Zeng Ying, 2022).

2.2.2. Prednosti koriStenja

Osim $to omogucuje analizu vrlo polarnih i termicki nestabilnih spojeva koji nisu pogodni
za analizu plinskom kromatografijom - masenom spektrometrijom (GC-MS), LC-MS nudi 1
sljedeée prednosti:

a) MS omogucuje detekciju gotovo svih spojeva, Sto olakSava analizu spojeva koji su
termicki nestabilni.

b) Iako smjesa moZda nije potpuno razdvojena na kromatogramu, MS pruZa izuzetnu
sposobnost odvajanja 1 moZe generirati kromatograme za obje, kvalitativnu i
kvantitativnu analizu.

¢) Kvalitativna analiza pruza pouzdane rezultate, pri ¢emu se istovremeno dobivaju
podaci o molekulskoj masi i strukturi svake komponente.

d) Granica detekcije je vrlo niska, MS se odlikuje visokom osjetljivos¢u, a sposobnost
detekcije moze se znacajno poboljsati koriStenjem metode detekcije odabranih iona
(SIM).

e) Analize se provode brzo zbog koristenja kolone uskog promjera u tekucinskoj
kromatografiji, Sto skracuje vrijeme analize i poboljSava uc¢inkovitost odvajanja

f) Visoka razina automatizacije (Zeng Ying, 2022).
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Slika 10. LC-MS instrument.

2.2.3. Sustav Kklasifikacije

Tekucéinska kromatografija-masena spektrometrija obi¢no se klasificira prema dva glavna
sustava: jedan se temelji na vrsti ionskog izvora spektrometra mase, dok se drugi usredotocuje na

vrstu analizatora mase u spektrometru mase (Tablica 5) (Zeng Ying, 2022).

Tablica 5. Vrste sustava LC-MS metode (izvor: https://antiteck.com/ht/%C5%A 1to-je-lc-

ms/#htoc-what-1s-Ic-ms).

Klasifikacijska perspektiva LC - MS naziv

Izvor iona Ionizacija elektrosprejom (ESI)
Kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku
(APCI)
Fotoionizacija pri atmosferskom tlaku (APPI)

Analizator mase Matri¢na laserska desorpcija s ionizacijom
(MALDI)
Kvadrupolni  teku¢inski  kromatograf -
spektrometar mase
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Tekucinska kromatografija s ionskim trapom -
spektrometar mase

TecCaj vremena tekucinske kromatografije -
spektrometar mase (TOF)

Fourierova  transformacija ~u  masenoj
spektrometriji

2.3. MassHunter program

Kvantifikaciju LC-MS/MS mjerenja sam radila uz pomo¢ programa MassHunter koji je
namijenjen za funkcioniranje LC-MS/MS instrumenta ¢iji je proizvoda¢ Agilent Technologies.
Program sadrzi tri dijela:

1. Agilent MassHunter Workstation Data Acquisition, obavlja prikupljanje podataka koji
nastaju tijekom mjerenja u LC-MS/MS sustavu, rukovodi 1 kontrolira rad sastavnica
sustava: autouzorkiva€, kvaterna pumpa, termostatirani odjeljak za kolonu 1 maseni
spektrometar,

2. Agilent MassHunter Qualitative Analysis, obavlja kvalitativhu analizu podataka
prikupljenih tijekom mjerenja u Agilent MassHunter Workstation Data Acquisition

3. Agilent MassHunter Quantitative Analysis, obavlja kvantitativhu analizu podataka

prikupljenih tijekom mjerenja u Agilent MassHunter Workstation Data Acquisition.

Ostali potrebni podaci su: ,,data file* odnosno broj uzoraka, finalna koncentracija, ukupni volumen
(koji je uvijek 20 mL), masa (g), maseni udjeli - ug/kg (dobiveno iz formule: finalna koncentracija
xkona¢ni volumen/masa uzorka). Dobiveni maseni udjeli GYM i SPX pojasniti ¢e sezonsku

raspodjelu razina GYM i SPX i prostornu raspodjelu u istrazivanim podruc¢jima (Zeng Ying, 2022).

23



3. REZULTATI

Uzorci su uzeti s devet postaja iz Malostonskog, Marinskog 1 Kastelanskog zaljeva kako bi se
ustanovile razine toksina gimnodimina i spirolida u populacijama dagnja i brbavica (Mlinice).
Prikupljanja skoljkasa obavljena su 3 - 5 puta mjesecno na nacin da se s pergolara skidaju dagnje
s tri razine u koli¢ini oko 2 kg $koljkasa. Skoljkasi bi se oprali nakon vadenja iz mora te su doneseni
na laboratorijsku obradu. Odredivanje GYM 1 SPX obavljeno je LC-MS/MS metodom i
MassHunter program za graficki prikaz podataka.

Podaci iz MassHuntera su uneseni u excel program na nacin da stupci u excel programu prikazuju
devet postaja u tri godine: 2016., 2017. 1 2022. godini po danima i mjesecima, finalnu
koncentraciju (ng/mL), kona¢ni volumen (mL) i masu uzorka (g). Iz formule finalna koncentracija

* volumen / masa dobivamo pg/kg koji predstavlja maseni udio toksina u uzorku (Tablica 6).

pg/kg = ng/mL * ml/g

3.2. Gimnodimini

U Tablici 6. su navedeni podaci iz MassHunter programa koji su koristeni za izracun

masenih udjela gimnodimina u analiziranim uzorcima Skoljkasa.

Tablica 6. Skraceni tabli¢ni prikaz u excel programu za gimnodimine (GYM).

Data File final conc. volumen masa m.udio datum
ng/mL mL g ng/kg
Stipan Jaz B1 134-16.d 0,2217 20 2,0019 22145 7.4.2016.
Stipan Jaz B1 001-17-r001.d 0,6965 20 2,002 6,9579 4.1.2017.
Kanal Usko Bl 001.d 0,4577 20 2,003  4,5701 5.1.2022.

3.2.3. Raspodjela gimnodimina na postaji Banje u 2016., 2017. i 2022. godini

Gimnodimini su mjereni na postaji Banja, na podru¢ju Malostonskog zaljeva koji se nalazi u

juznom dijelu Jadrana. U 2016. godini mjerenja su se provodila od 4. mjeseca do kraja te godine.
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Uzorkovanja u vrijeme 2017. godine su se provodila tijekom cijele godine, svih 12 mjeseci, dok u
razdoblju 2022. godine mjerenja za rujan nisu radena radi loSih vremenskih uvjeta. 1z rezultata za
tri godine uocava se skok vrijednosti tijekom ljetnih mjeseci, posebice osmog i devetog mjeseca.
Nize vrijednosti prevladavaju tijekom zimskih mjeseci (Slika 11). Najniza vrijednost gimnodimina
promatraju¢i 2016., 2017. 1 2022. godinu dobivena je u 4. mjesecu 2016. godine dok je najvisa
vrijednost dobivena u 8. mjesecu 2016., a srednja vrijednost iznosi 7,2118 pg/kg (Tablica 7).

Banja 2016., 2017., 2022.
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Slika 11. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji
Banja.

Tablica 7. Vrijednosti gimnodimina na postaji Banja za 2016., 2017. 1 2022. godinu.

NajniZi maseni udio  Najvisi maseni udio Srednja vrijednost

0,0136 pg/ke 61,6615 pg/ke 72118 pglkg

3.2.4. Raspodjela gimnodimina na postaji Bistrina u 2016., 2017. i 2022. godini

Bistrina je postaja unutar Malostonskog zaljeva, smjeStena u blizini postaje Banja. Mjerenja
su obavljena kroz cijele tri godine, to jest 3 - 5 puta u mjesecu. Uzorkovanje je obavljeno kako je
navedeno za postaju Banje. Mjerenja pokazuju, kao i za postaju Banja, porast vrijednosti u ljetnim

mjesecima (Slika 12). U Bistrini poviSene vrijednosti su zabiljeZene u 6. mjesecu i traju do 9.
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mjeseca, odnosno do pocetka jeseni. Najniza, najvisa srednja vrijednost za tri godine su iznosile
priblizno vrijednostima kao i za Banju (Tablica 8). Najnize vrijednosti prevladavaju u 4. mjesecu

2022. godine, najvise u 9. mjesecu 2016. godine.

Bistrina 2016., 2017. 1 2022.
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Slika 12. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji

Bistrina.

Tablica 8. Vrijednosti gimnodimina na postaji Bistrine 2016., 2017. 1 2022. godinu.

NajniZi maseni udio  Najvi$i maseni udio Srednja vrijednost

0,0394 pg/ke 65,6159 pg/ke 7,5367 ng/ke

3.2.5. Raspodjela gimnodimina na postaji Brijesta u 2016., 2017. i 2022. godini

Brijesta je smjeStena u svjeverozapadnom dijelu Malostonskog zaljeva i udaljena je od Banje
i Bistrine. Uzorkovanje SkoljkaSa je prema istom obrascu kao i za prethodne dvije postaje.
PoviSenje vrijednosti zabiljezeno je u 6. mjesecu s najviSim vrijednostima u 9 mjesecu. NiZe
vrijednosti zabiljeZene su u 3. mjesecu (Slika 13). Usporedujuci godine najnizi maseni udjeli

prevladavaju u 4. mjesecu 2016. godine, a najvisi u 9. mjesecu 2016. godine (Tablica 9).
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Brijesta 2016., 2017. 1 2022.
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Slika 13. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji

Brijesta.

Tablica 9. Vrijednosti gimnodimina na postaji Brijesta 2016., 2017. 1 2022. godinu.

Najnizi maseni udio  Najvisi maseni udio Srednja vrijednost

0,0793 pg/ke 60,3750 pg/ke 6,9925 pg/ke

3.2.6. Raspodjela gimnodimina na postaji Kanal Usko u 2016., 2017. i 2022. godini

Kanal Usko je dobio ime po svome poloZaju u Malostonskom zaljevu, to jest nalazi se u uskom
prolazu medu postajama Banje, Bistrine i Malog Stona. Vrijednosti mjerene u ovom kanalu ne
razlikuju se od prethodno opisanih postaja. Odnosno, visi maseni udjeli su u toplijim razdobljima
godina, vrhunac je u 9. mjesecu, a nizi maseni udjeli u hladnijim dobima (Slika 14). Srednja
vrijednost iznosi 7,8121 pg/kg, najnizi maseni udio je 0,0841 i najvisi 75,0102 pg/kg (Tablica
10).
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Slika 14. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji

Kanal Usko.

Tablica 10. Vrijednosti gimnodimina na postaji Kanal Usko 2016., 2017. i 2022. godinu.

Najnizi maseni udio  Najvisi maseni udio  Srednja vrijednost

0,0841 pg/kg 75,0102 pg/kg 7,8121 ng/kg

3.2.7. Raspodjela gimnodimina na postaji Mali Ston u 2016., 2017. i 2022. godini

Mali Ston je dobio ime po Malostonskom zaljevu u kojem se prostire u jugoistocnom dijelu .
Analiza gimnodimina pokazuje istu raspodjelu kao i u ostalim dijelovima Malostonskog zaljeva.
U zimskim mjesecima maseni udjeli ne prelaze 28 pg/kg, a u ljetnim mjesecima vrhunac dolazi u
9. mjesecu (Slika 15). Usporedba po godinama pokazuje da je najniZa vrijednost zabiljeZena u 5.
mjesecu 2017. godine, a najviSa u 9. mjesecu 2016. godine. Srednja vrijednost svih godina iznosi

6,7882 ng/kg (Tablica 11).
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Slika 15. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Malog
Stona.

Tablica 11. Vrijednosti gimnodimina na postaji Malog Stona 2016., 2017. 1 2022. godinu.

Najnizi maseni udio Najvisi maseni udio Srednja vrijednost

0,0435 pg/kg 71,7076 pg/kg 6,7882 ng/kg

3.2.8. Raspodjela gimnodimina na postaji Mlinice u 2016., 2017. i 2022. godini

Podrucje Mlinice nalazi se u Kastelanskom zaljevu, koji je u srednjem Jadranu te je jedino
podrucje u kojem se prikupljaju brbavice umjesto dagnji. Mlinice su jedino podrucje koje se
razlikuje od drugih postaja uzorkovanja jer tijekom cijele godine ne pokazuje velike razlike u
mjerenjima. U 8. 1 9. mjesecu pokazuju, kao i podaci za ostale, poviSene vrijednosti (Slika 16).
Najvisi maseni udio iznosi 58,8327 pg/kg. Najnizi maseni udio zabiljezen je 4. mjesecu 2022.

godine (Tablica 12).
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Slika 16. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Mlinice.

Tablica 12. Vrijednosti gimnodimina na postaji Mlinica 2016., 2017. 1 2022. godinu.

Najnizi maseni udio  Najvisi maseni udio Srednja vrijednost

0,1096 pg/kg 58,8327 ng/kg 7,6665 ng/kg

3.2.9. Raspodjela gimnodimina na postaji Stipan Jaz u 2016., 2017. i 2022. godini

Stipan Jaz pripada podrucju Marinskog zaljeva, takoder u srednjem dijelu Jadrana, kao i
postaja Mlinice. Rezultati mjerenja pokazuju visoke masene udjele u 6., 8. 1 9. mjesecu. U 6.
mjesecu maseni udjeli su do 40 pg/kg, au 8.19. mjesecu preko 50 ug/kg (Slika 17). NajviSi maseni
udio zabiljeZen je u 9. mjesecu 2016. godine (Tablica 13).
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Slika 17. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Stipan
Jaz.

Tablica 13. Vrijednosti gimnodimina na postaji Stipan Jaz 2016., 2017. i 2022. godinu.

Najnizi maseni udio  Najvi$i maseni udio  Srednja vrijednost

0,0315 pg/kg 55,8081 pg/kg 7,1152 ng/kg

3.2.10. Raspodjela gimnodimina na postaji Sutvid u 2016., 2017. i 2022. godini

U sjeverozapadnom dijelu Malostonskog zaljeva nalazi se uzgajaliSte Sutvid. Rast masenih
udjela gimnodimina donosi toplije vrijeme, a posebno u 9. mjesecu 2016. godine, kada su
izmjereni najvisi maseni udjeli (Slika 18), dok u zimskim periodima prevladavaju niZi maseni
udjeli gimnodimina te je najniZi maseni udio zabiljeZen u 4. mjesecu 2022. godine. NiZi maseni

udjeli zabiljezeni su u 3. mjesecu dok su najvisi u 9. mjesecu (Tablica 14).
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Slika 18. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Sutvid.
Tablica 14. Vrijednosti gimnodimina na postaji Sutvid 2016., 2017. 1 2022. godinu.

Najnizi maseni udio ~ Najvis$i maseni udio Srednja vrijednost

0,0097 ng/kg 68,6811 ng/kg 8,3408 ug/kg

3.2.11. Raspodjela gimnodimina na postaji ékoj u 2016., 2017. i 2022. godini

U podruéju uséa rijeke Neretve se nalazi postaja Skoj. Na postaji Skoj uzorkovanja su
radena u razdoblju 4.-12. mjeseca 2016. godine, u 2017. godini izostaju mjerenja 2., 3. 1 4. mjeseca,
a u 2022. godini je uzorkovano tijekom 6., 7. 1 8. mjeseca (Slika 19). Od 6. do 9. mjeseca
prevladavaju viSi maseni udjeli. Najnizi maseni udio je zabiljeZen u 4. mjesecu 2016. godine, a
najvisi, nesto visi nego u ostalim podrucjima, iznosi 82,9446 pug/kg, prikazan na slici u 9. mjesecu

(Tablica 15).
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Slika 19. Raspodjela vrijednosti gimnodimina tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Skoj.

Tablica 15. Vrijednosti gimnodimina na postaji Skoj 2016., 2017. i 2022. godinu.

Najnizi maseni udio  Najvis$i maseni udio Srednja vrijednost

0,0631 pg/kg 82,9446 pg/kg 13,2453 png/kg

3.3. Spirolidi

U Tablici 16. su navedeni podaci iz MassHunter programa koji su koriSteni za izracun

masenih udjela spirolida u analiziranim uzorcima Skoljkasa.

Tablica 16. Skraceni tabli¢ni prikaz u excel programu za spirolide (SPX).

volumen masa
Final Conc. mL g ug/kg datum
Stipan Jaz B1 0,0287 20 2,0019 0,2867 7.4.2016.
Mlinice B1 0,0428 20 2,0037 0,4270 7.4.2016.

Skoj B1 0,0016 20 2,0016 0,0155 7.4.2016.




3.3.3. Raspodjela spirolida na podruéju Malostonskog zaljeva u 2016., 2017. i 2022. godini

Podrucje Malostonskog zaljeva obuhvaca podrucja - uzgajalista: Banja, Bistrina, Brijesta,
Kanal Usko, Mali Ston i Sutvid. Sva navedena podruc¢ja smjestena su u juznom dijelu Jadrana, u
Dubrovacko - neretvanskoj Zupaniji. Mjerenja su se obavljena za uzorke dagnji prikupljenih od 4.
mjeseca 2016. godine, tijekom 2017. godinu te u 2022. godini nema mjerenja za 9. mjesec. U svim
podru¢jima se uzgajaju dagnje koje pokazuju tijekom 2016., 2017. i 2022. godine priblizno
jednake vrijednosti mjerenja masenih udjela spirolida u tkivu Skoljkasa. Naspram gimnodimina
koji pokazuju vise vrijednosti u toplijim mjesecima, spirolidi su za sva istrazivana podrucja
ujednacenih masenih udjela, uz povisene masene udjele u 7., 8.1 9. mjesecu. (slika 20, 21, 22, 23,
24125). Postaja Brijesta pokazuje najvisu vrijednost spirolida u 7. mjesecu 2016. godine, a najnizu
postaja Sutvid. Srednji maseni udjeli spirolida su najvisi na podrucju Brijeste, a najnizi u Banji

(Tablica 17).
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Slika 20. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Banja.
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Slika 21. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Bistrina.
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Slika 22. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Brijesta.
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Kanal Usko 2016., 2017. 1 2022.
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Slika 23. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Kanal Usko.

Mali Ston 2016., 2017. 1 2022.
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Slika 24. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Mali Ston.
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Slika 25. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Sutvid.

Tablica 17. Najnizi, najvisi maseni udio i srednja vrijednost spirolida (ug/kg) za 2016., 2017. i

2022. godinu na postajama Malostonskog zaljeva.

Banja Bistrina Brijesta Kanal Mali Ston Sutvid
Usko
NajniZi maseni 0,0041 0,0083 0,0140 0,0040 0,0029 0,0000
udio
Najvisi maseni 15,0014 14,7834 15,8911 14,7429 14,6520 14,9032
udio
Srednja vrijednost 00,6441 0,6703 0,7548 0,7195 0,6804 0,7529

3.3.4. Raspodjela spirolida na podru¢ju Kastelanskog zaljeva — Mlinice u 2016., 2017. i

2022. godini

Mlinice su postaja u Kastelanskom zaljevu (srednja Dalmacija) i jedina je postaja u kojoj

su se za uzorke uzimale brbavice, a ne dagnje kao u ostalim podru¢jima. Mlinice pokazuju drukcije

masene udjele od zabiljeZzenih na ostalim postajama. Druga uzgajaliSta prikazuju jednoliku

raspodjelu vrijednosti spirolida, dok Mlinice pokazuju poviSene masene udjele tijekom cijele

godine (Slika 26). Najvis$i maseni udio je zabiljeZzen u 9. mjesecu 2016. godine, a najnizi u 4.

mjesecu 2022. godine (Tablica 18).
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Slika 26. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Mlinice.

Tablica 18. Vrijednosti spirolida na postaji Mlinice 2016., 2017. 1 2022. godinu

Najnizi maseni udio Najvisi maseni udio Srednja vrijednost
0,0073 pg/kg 17,9537 ng/kg 3,2430 pg/kg

3.3.5. Raspodjela spirolida na podrucju Marinskog zaljeva — Stipan Jaz u 2016., 2017. i
2022. godini

Stipan Jaz je postaja smjeStena u Marinskom zaljevu koji je u srednjem dijelu Jadrana.
Mjerenja spirolida pokazuju niZze masene udjele tijekom cijele godine s pojedinim izuzecima (Slika
27). Nekoliko masenih udjela je viSe i zabiljezeni suu 1., 2., 3., 5., 6., 7., 8. 1 9. mjesecu. Najvisi

maseni udio je zabiljezen u 8. mjesecu, a najnizi u 7. mjesecu. (Tablica 19).
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Stipan Jaz 2016., 2017. 1 2022.
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Slika 27. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Stipan Jaz.

Tablica 19. Vrijednosti spirolida na postaji Stipan Jaz 2016., 2017. 1 2022. godinu.

Najnizi maseni udio Najvisi maseni udio Srednja vrijednost

0,0053 pg/kg 15,4931 png/kg 1,3976 pg/kg

3.3.6. Raspodjela spirolida na postaji Skoj u 2016., 2017. i 2022. godini

Skoj se nalazi u podru¢ju uiéa rijeke Neretve te je jedina postaja koja se nalazi na tom
podrucju. Dagnje su prikupljene od 4. mjeseca 2016. godine, u 2017. izostaju uzorci za 2., 3.1 4.
mjesec, dok u 2022. postoje samo za 6., 7. i 8. mjesec. Koli¢ine spirolida su vrlo niske s ponekim
viSim vrijednostima. Raspodjela spirolida je tijekom cijele godine jednolicna osim u 7., 8.1 9.
mjesecu gdje je zabiljeZena poneka visa vrijednost (Slika 28). Najnizi maseni udio je zabiljeZen u

7. mjesecu 2017. godine, a najvisi u 8. mjesecu 2016. godine (Tablica 20).
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Slika 28. Raspodjela vrijednosti spirolida tijekom tri godine u 12 mjeseci na postaji Skoj.

Tablica 20. Vrijednosti spirolida na postaji Skoj 2016., 2017. i 2022. godinu.

Najnizi maseni udio ~ Najvisi maseni udio Srednja vrijednost

0,0042 pg/ke 14,7942 pg/kg 0,8616 pg/ke

3.4. GodiSnja raspodjela gimnodimina po postajama

Usporedujuci 2016., 2017. 1 2022. godinu najnize vrijednosti masenih udjela GYM po
godini, su u uzorcima razli€itih postaja uzorkovanja (Tablice 21 — 23). Tako je za 2016. godinu
najnizi maseni udio izmjeren u uzorku s postaje Banja (Tablica 21), 2017. godine u Malom Stonu
(Tablica 22) te u 2022. godini u Sutvidu (Tablica 23). Maksimum razine gimnodimina se primjetno
razlikuju povezujuc¢i 2016., 2017. 1 2022. godinu. Maksimum je tako pronaden 2016. godine u
postaji Skoj gdje je iznosio 82,9447 ug/kg (Tablica 21), dok je 2017. godine najvisa vrijednost
evidentirana u Mlinicama (Tablica 22), a 2022. godine u Kanal Uskom (Tablica 23). Promatrajuci
srednje vrijednost u tablici vidimo da je najviSa bila u 2016. godini (Tablica 21),au 2017.12022.
godini se nisu bitno razlikovale (Tablica 22 i 23). Srednje vrijednosti za 2016. g. bile su u rasponu
15,7025 - 23,7773 ng/kg, sto je za 5 - 7 puta vise od srednjih vrijednosti za 2017. g. (2,5293 -
4,3204 ng/kg) i za 2022. g. (2,1216 - 4,3155 pg/kg).
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Tablica 21. Prikaz najniZe, najviSe 1 srednje vrijednosti gimnodimina u 2016. godini po

postajama (podebljane najniza 1 najvisa vrijednost).

2016. Banja Bistrina Brijesta Kanal Mali Mlinice Stipan Sutvid Skoj
Usko Ston Jaz

Najniza vrijednost  0,0136 0,0480 1,1769 0,0841 0,0707 0,6350 0,0315 0,6018 0,0631
(ng/kg)

Najvisa vrijednost 61,6615 65,6159 60,3750 75,0102 71,7076 58,8327 55,8081 68,6811 82,9447
(ng/kg)

Srednja vrijednost 18,600 19,4054 17,4255 19,7540 17,8312 15,7025 16,2453 21,3404 23,7773
(ng/kg)

Tablica 22. Prikaz najnize, najvise i srednje vrijednosti gimnodimina u 2017. godini po

postajama (podebljane najniza i najvisa vrijednost).

2017. Banja Bistrina ~ Brijesta Kanal Mali Mlinice Stipan Sutvid Skoj
Usko Ston Jaz

Najniza vrijednost ~ 0,1040 0,2324 0,1020 0,0890 0,0435 0,1266 0,2936 0,1116 0,2073
(ng/kg)

Najvisa vrijednost 12,7259 11,7640 30,2248 13,1343 11,7611 27,4227 17,2483 15,3013 10,1201
(ng/kg)

Srednja vrijednost ~ 2,6397 2,7670 3,3283 2,7800 2,5293 4,3204 3,1592 3,0381 2,8817
(ng/kg)

Tablica 23. Prikaz najniZe, najvise i srednje vrijednosti gimnodimina u 2022. godini po

postajama (podebljane najniza 1 najvisa vrijednost).

2022. Banja Bistrina Brijesta Kanal Mali Mlinice Stipan Sutvid Skoj
Usko Ston Jaz

Najniza vrijednost  0,0938 0,0394 0,0793 0,1987 0,0478 0,1096 0,0505 0,0097 0,1810
(ug/kg)

Najvisa vrijednost 37,6259 39,8288 12,8018 53,5787 21,4243 14,8056 17,0031 18,2780 9,3505
(ug/kg)

Srednja vrijednost ~ 2,9541 2,8156 2,1216 3,6317 2,1820 4,3155 3,5564 3,0053 4,5113
(ug/kg)

3.5. GodiSnja raspodjela spirolida po postajama

Najnizi maseni udjeli spirolida 2016. godini je izmjeren u uzorku iz Malog Stona (Tablica

24), 2022. godine iz Mlinica (Tablica 26), a 2017. godine iz Sutvida (Tablica 25) gdje je su

evidentirane vrijednosti SPX ispod LOD nug/kg. Najvisi maseni udjeli se nisu mnogo razlikovali
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medu postajama (Tablica 24, 25, 26), a najvisi za sve tri godine su za postaju Mlinice, na kojoj su
sakupljani uzorci brbavica (V. verrucosa) iz prirodnih populacija. Srednje vrijednosti su takoder,
bile vrlo slicne za sve postaje osim za Mlinice, gdje su evidentirane najvise srednje vrijednosti
SPX za sve istrazivane godine te ukazuje na znacajniju akumulaciju SPX u brbavicama u odnosu
na akumulaciju u dagnjama. Srednje vrijednosti za 2016. godinu bez rezultata za Mlinice (2016.;
3,2948 ug/kg, 2017.;2,4729 ng/kg12022.; 3,8446 pg/kg) su bile urasponu 1,3239 - 1,9066 ng/kg,
Sto je za 4 - 9 puta viSe od srednjih vrijednosti za 2017. godinu (0,1470 - 0,4817 pg/kg) i za 2022.
godinu (0,5379-0,7576 ug/kg). Raspodjela spirolida po godinama na svim postajama odgovara
raspodjeli gimnodimina, osim za uzorke s postaje Mlinice. Prema rezultatima mjerenja prirodne

populacije brbavica znacajnije akumuliraju spirolide od populacija dagnji iz uzgoja.

Tablica 24. Prikaz najnize, najvise i srednje vrijednosti spirolida u 2016. godini po

postajama (podebljane najniZe 1 najvisa vrijednost).

2016. Banja Bistrina Brijesta Kanal Mali Mlinice Stipan Sutvid Skoj
Usko Ston Jaz

Najniza vrijednost ~ 0,0539 0,0149 0,0451 0,0204 0,0029 0,4270 0,0280 0,0489 0,0155
(nglkg)

Najvisa vrijednost 15,0014 14,7834 15,8911 14,7429 14,6520 17,9537 15,4931 14,9032 14,7942
(ng/ke)

srednja vrijednost ~ 1,3239 1,4394 1,5548 1,4103 1,4498 3,5948 1,9066 1,6614 1,3777
(ng/ke)

Tablica 25. Prikaz najniZe, najvise 1 srednje vrijednosti spirolida u 2017. godini po

postajama (podebljane najniZe i najvisa vrijednost).

2017. Banja  Bistrina Brijesta Kanal Mali Mlinice Stipan Sutvid Skoj
Usko Ston Jaz

Najniza vrijednost  0,0041 0,0083 0,0140 0,0040 0,0189 0,0800 0,0053 0,0000 0,0042
(nglkg)

Najvisa vrijednost  0,6137  0,5470 2,3110 1,4202 1,0041 15,7237 3,2704 1,0522 1,5241
(nglkg)

srednja vrijednost  0,1569 0,1470 0,2253 0,1934 0,2139 2,4729 0,4817 0,1659 0,3213
(ngrkg)
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Tablica 26. Prikaz najniZe, najviSe 1 srednje vrijednosti spirolida u 2022. godini po

postajama (podebljane najniZe 1 najvisa vrijednost).

2022. Banja  Bistrina Brijesta Kanal Mali Mlinice Stipan Sutvid Skoj
Usko Ston Jaz

Najniza vrijednost 00,0221 0,0097 0,0149 0,0158 0,0449 0,0073 0,0173 0,0555 0,1600
(ng/ke)

Najvisa vrijednost  2,8874  3,1182 3,6352 3,6563 1,7968 12,6494 11,8109 2,6413 1,0285
(ng/kg)

srednja vrijednost ~ 0,6461  0,6216 0,6742 0,7576 0,5651 3,8446 2,0387 0,6526 0,5379
(ngrkg)

43



RASPRAVA

Gimnodimini i spirolidi spadaju u cikli¢ke imine (morski lipofilni toksini) koje proizvode
fitoplanktonske vrste roda Dinoflagelate. Gimnodimine proizvode vrste Karenia selliformis,
Alexandrium peruvianum i Alexandrium ostenfeldii. Spirolide produciraju vrste Alexandrium
ostenfeldii i Alexandrium peruvianum (Cembella, 2008). Sve navedene vrste su povezane sa
cvjetanjem mora, fenomenom koji obuhva¢a masovno razmnozavanje algi ili cijanobakterija.
Povecan unos hranjivih tvari, posebno fosfata, uzrokuje rast potrosnje kisika, Sto moze dovesti do
smrti sisavaca. Cvjetanje mora se najces¢e dogada ljeti i pocetkom jeseni, najcesée zbog povecane
eutrofikacije. Zbog toga rezultati uzorkovanja u ljetnim mjesecima 2016., 2017. 1 2022. godine
prikazuju vise razine gimnodimina i spirolida. Takoder visi skok vrijednosti opisanih toksina moze
biti i zbog zZivotnog ciklusa dagnji i brbavica. Poznato je da se dagnje (Mytilus galloprovincialis)
mrijeste dva puta godiSnje, u jesen i proljece. M. Galloprovincialis raste brzo te doseze svoju
prosjecnu veli¢inu ve¢ u ovoj godini, brbavica (Venus verrucosa) se mrijesti u proljece 1 ljeto te
joj treba da dostigne komercijalnu veli¢inu najmanje dvi godine (Anonimus, 2012). Veli¢ina
dagnji i brbavica koje su se u radu koristile kao uzorkovane vrste takoder je djelovala na ishode
rezultata. Odnosno ovisno o tome koja je veli¢ina jedinke bila u zadanom trenutku ovisio je i
maseni udio toksina gimnodimina i spirolida.

Svrha ovog rada je bila prikazati raspodjelu masenih udjela gimnodimina i spirolida u srednjem
1 juZznom Jadranu u devet odredenih postaja unutar tri godine, 3 - 5 puta tjedno. Istrazivanje je
pokazalo porast vrijednosti gimnodimina i spirolida u ljetnim mjesecima naspram zimskih mjeseci.
Na postaji Mlinice se sakupljala brbavica kao eksperimentalni organizam dok se u ostalim
postajama koristila dagnja. Vrijednosti gimnodimina su u 2016., 2017. i 2022. godini pokazale
porast u ljetnim mjesecima Sto moze biti zbog povecanja broj morskih algi koje proizvode
gimnodimine. Uocava se isti trend opadanja i porasta vrijednosti, ali usporedujuci godine jasno je
dase pojavljuju neke razlike u visini vrijednosti. Najvi§i maksimum je dosegao vrijednost 82,9447
ug/kg u 2016. godini na postaji Skoj (Slika 19) koja se nalazi u blizini uca rijeke Neretve.
Prikazuju¢i 2017. 1 2022. godinu rezultati pokazuju nizi maksimum - 27,4227 ug/kg u 2017.
(Tablica 22) godini i u 2022. - 53,5787 pg/kg (Tablica 23). Sto se ti¢e minimuma, svoju vrijednost
je dosegao u 2022. godini s vrijednos$¢u 0,0097 ug/kg u postaji Sutvid (Tablica 23). U 2016. i

2017. godini najnize vrijednosti su izmjerene na postajama Banja i Mali Ston (Tablica 21 i 22).
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Srednje vrijednosti su bile najvise u 2016. godini, a u ostale dvije godine za 5-7 puta nize, i to za
2017. g. (2,5293 - 4,3204 pg/kg) te za 2022. g. (2,1216 - 4,3155 ng/kg) (Tablice 21, 22 i 23).
Istrazivanje je pokazalo da su vrijednosti gimnodimina bile najviSe u 2016. godini, a najnize u
2022. godini. S druge strane vrijednosti spirolida su pokazale nize masene udjele u uzorcima nego
Sto su bile vrijednosti gimnodimina. U uzgajaliS§tima Malostonskog zaljeva 1 us¢a rijeke Neretve,
to jest postajama Banja, Bistrina, Brijesta, Kanal Usko, Mali Ston, Sutvid i gkoj u sve tri
istrazivane godine vrijednosti spirolida su nize od vrijednosti gimnodimina, uz pojedinacne
povisene vrijednosti, zabiljezene uglavnom u 7., 8. 1 9. mjesecu (Slika 20, 21, 22, 23, 24, 251 28).
Na postajama Mlinice i Stipan Jaz su izmjereni viS§i maseni udjeli nego u uzorcima iz
Malostonskog zaljeva (Slika 26 1 27). Maksimum je u 2016. godini kao $to je to evidentirano i za
gimnodimine. Maksimum je zabiljezen u Mlinicama u Kastelanskom zaljevu s vrijedno$¢u od
17,9537 pg/kg u 2016. godini, ali isto tako i u 2017. 1 2022. godini (Tablica 24, 25 i 26). Minimum
je najvisi u 2017. godini u postaji Sutvid gdje je bio ispod granice detekcije (Tablica 25). U 2016.
12022. godini je iznosio iznad granice detekcije u postajama Mali Ston 1 Mlinice (Tablica 24 1 26).
Srednja vrijednost za sve tri godine je bila priblizno jednaka. Svi ovi rezultati mjerenja toksina
mogu se objasniti iz viSe razloga koji dovode do pojave nastanka toksina: oneciS¢enje mora
prirodnim putem, to jest morskim cvjetanjem, ljudskim djelovanjem, unos kemikalija u vodu,
mijenjanjem temperature vode, vrste koriStenih eksperimentalnih organizama koja imaju razli¢itu
koncentraciju toksina u sebi, razli¢itu veliinu koristenih organizama i poloZaj uzgajalista.

Iako nije dokazano da su gimnodimini i spirolidi toksi¢ni za ljude Europska Agencija za
sigurnost hrane (EFSA) zatrazila je pribavljanje dodatnih podataka te je za spirolide predlozila
najvisu dopustenu razinu od 400 pg-kg-1 ukupnih spirolida u mesu S$koljkasa (Bacchiocchi i sur.,
2020). Rezultati istrazivanja nisu pokazali visoke vrijednosti gimnodimina 1 spirolida niti Stetni

utjecaj na ljudsko zdravlje.
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ZAKLJUCCI

Gimnodimini i spirolidi su cikli¢ni imini koji spadaju u toksine nastale od dinoflagelata (Ujevié¢
i sur., 2020). Pripadaju grupi brzodjelujucih toksina koji unutar nekoliko minuta uzrokuju ugibanje
eksperimentalnih miseva. Istrazivanje se provodilo u devet postaja u srednjem i juznom Jadranu
tijekom 2016., 2017. i 2022. godine na nacin da su sakupljene dagnje i brbavice te je prac¢ena
koli¢ina gimnodimina i spirolida. Uzorkovani organizmi su se laboratorijski obradivali metodom
LC-MS/MS kojom su dobiveni maseni udijeli gimnodimina i spirolida u uzorku. Zakljucci su
sljedeci:

e Maseni udjeli gimnodimina (raspon srednjih vrijednosti 2,126 - 23,7773 pg/kg) su visi od
spirolida (raspon srednjih vrijednosti < LOD - 3,8446 ug/kg.

e Maseni udjeli gimnodimina su 5 - 7 puta visi u uzorcima dagnji iz uzgajalista i prirodnih
populacija brbavica iz 2016. g. od masenih udjela u uzorcima iz 2017. 1 2022.

e Dagnje iz uzgajalista i brbavice iz prirodnih populacija akumuliraju slicne razine
gimnodimina.

e Razine gimnodimina u dagnjama iz razli¢itih podrucja (Malostonski zaljev, Marinski
zaljev i usce rijeke Neretve) su slicne.

e Maseni udjeli spirolida su 4 - 9 puta visi u uzorcima iz 2016. g. od masenih udjela u
uzorcima iz 2017. 1 2022., osim za uzorke brbavica iz Mlinica (Kastelanski zaljev).

e Dagnje iz uzgajaliSta akumuliraju nize razine spirolida od brbavica iz prirodnih
populacija (Mlinice, KaStelanski zaljev).

e Razine spirolida u dagnjama iz podruc¢ja Malostonskog zaljeva (raspon srednjih
vrijednosti 0,1470 - 1,6614 pg/kg) i us¢a rijeke Neretve (raspon srednjih vrijednosti
0,3213 - 1,3777) pg/kg su slicne, dok su u dagnjama iz Marinskog zaljeva poviSene
(raspon srednjih vrijednosti 0,4817 - 2,0387 ug/kg).
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