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11..   UUVVOODD  



1. Uvod 

2  

Plodovi mora čine važan dio uravnotežene prehrane zbog brojnih pozitivnih učinaka na 

zdravlje. Karakterizira ih veliki udio lako probavljivih bjelančevina, te niski udio kolesterola i 

masti. Značajan su izvor polinezasićenih masnih kiselina te mnogih drugih mikronutrijenata, 

poput vitamina i minerala (Dong, 2009.; Oehlenschläger, 2012.). Zbog velike nutritivne 
vrijednosti i svjesnosti potrošača o njihovoj dobrobiti za zdravlje, sve je veća potražnja za 

poznatim vrstama, poput školjkaša, ali i manje poznatim jestivim vrstama, kao što su 

mješčićnice (razred plaštenjaka). Mješčićnice odlikuje veliki udio bjelančevina i mala 
kalorijska vrijednost, naročito Microcosmus vrste, a bogati su vitaminima, mineralima i jodom 
(Meenakshi, 2012.; Lambert i sur., 2016.). Zbog specifičnog načina hranidbe (filtracije velikih 

količina vode), ukoliko školjkaši i mješčićnice rastu u moru u kojem su prisutne vrste 
fitoplanktona koji produciraju toksine (morske biotoksine ili fikotoksine), ove vrste u svom 
tkivu nakupljaju fikotoksine, te mogu postati njihovi vektori i izazvati intoksikacije u ljudi ili 
životinja koji se njima hrane (Costa i sur., 2017.). 
Fikotoksine najčešće proizvode dinoflagelati roda Alexandrium, Gymnodinium i Dinophysis, 
te dijatomeje roda Pseudo-nitzchia. Ukoliko uslijed okolišnih i klimatskih uvjeta dođe do 

njihove proliferacije i nakupljanja, mogu imati štetan učinak na okoliš i zdravlje ljudi. Vrsta i 

intenzitet simptoma akutne intoksikacije fikotoksinima ovisi o vrsti i količini unešenog toksina 

te osjetljivosti organizma (Visciano i sur., 2016.). Simptomi su često slični onima koje 

uzrokuju mikrobiološki kontaminanti i ne prepoznaju se kao intoksikacije fikotoksinima, što uz 

neobvezno prijavljivanje epidemiološkim službama doprinosi podcjenjivanju broja 

intoksikacija (O´Mahony, 2018.).  
Fikotoksini su termostabilne molekule koje se prema sindromima koje uzrokuju dijele u 
nekoliko skupina. Domoična kiselina i njeni analozi hidrofilni su neurotoksini, uzrokuju 
sindrom čiji glavni simptom je gubitak kratkoročnog pamćenja, po čemu je ovo trovanje i 

dobilo naziv – engl. Amnesic shellfish poisoning (ASP) (Farabegoli i sur., 2018.). Trovanje 
školjkašima koje uzrokuje paralizu (PSP) uzrokuje skupina hidrofilnih neurotoksina, koju čine 

saksitoksin (STX) i njegovi analozi. STX je jedan od najpotentnijih poznatih neproteinskih 
toksina (Thottumkara i sur., 2014.). Simptomi trovanja mogu biti blagi, ali u težim slučajevima 

mogu uzrokovati smrt (Wiese i sur., 2010.). Skupinu koja uzrokuje probavne smetnje - engl. 
Diarrheic shellfish poisoning (DSP), čine lipofilni spojevi - okadaična kiselina i njeni derivati 

dinofizistoksini, te njihovi esterificirani oblici. Još su se dvije skupine polieterskih spojeva 
ranije svrstavale u DSP skupinu: pektenotoksini (PTX) i jesotoksini (YTX) zbog česte 

supojavnosti, zajedničke ekstrakcije u lipofilnoj frakciji uzoraka i istovremenom određivanju 

biološkim pokusom, međutim, danas je poznato da imaju različite biološke učinke (Reguera i 
Pizzaro, 2008.), te nisu zabilježeni podaci o akutnom toksičnom djelovanju na ljude 
(Farabegoli i sur., 2018.). Azaspiracidno trovanje školjkašima (AZP) po simptomima nalikuje 
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na DSP, a uzrokuju ga azaspiracidi (AZA) koje sačinjava oko 30 analoga. Mehanizam 
djelovanja je još uvijek nepoznat, međutim, dokazana je kardiotoksičnost i citotoksičnost 

(Farabegoli i sur., 2018.). Ciklički imini (CI) su skupina biotoksina za koju je karakteristično 

da sadrže imino skupinu. Otkriveni su među posljednjima te još nema podataka o njihovim 
negativnim učincima na zdravlje ljudi i za njih još uvijek nije utvrđena najveća dopuštena 

količina (NDK). Međutim, poznato je da predstavljaju brzo djelujuće neurotoksine koji 
izazivaju smrt pokusnih životinja vrlo brzo nakon intraperitonealne (i.p.) aplikacije lipofilnog 
ekstrakta (EFSA, 2010.). Uslijed globalnih klimatskih promjena i antropogenog utjecaja, 
učestalost i rasprostranjenost štetnog cvjetanja algi se mijenja (Van Dolah, 2000.; Farabegoli 
i sur., 2018.), što za posljedicu ima veću pojavnost i veći broj vrsta fikotoksina u morskim 

organizmima, čak i u područjima u kojima do sada nisu bili prisutni (Bates i sur., 2018.; Braga 
i sur., 2023.). Profil fikotoksina ovisi o vrsti prisutnog fitoplanktona, vrsti školjkaša i 

specifičnostima lokaliteta, a podložan je promjenama uslijed različite raspoloživosti hranjivih 

tvari tijekom godišnjih doba, klimatskih i antropogenih utjecaja (Bacchiocchi i sur., 2015.; 
Bazzoni i sur., 2016.). 
Akumulacija fikotoksina u plodovima mora predstavlja rizik za potrošače, te je stoga 

ispitivanje njihove pojavnosti i kumulacije u ovim organizmima, kao i ispitivanje izloženosti 

potrošača, neophodno za karakterizaciju rizika koji predstavljaju. U tu svrhu potrebno je 
primjenjivati pouzdane, precizne i suvremene analitičke metode sa što nižim granicama 
detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ), te uključiti u istraživanje što veći broj analoga. Također 

su važna istraživanja supojavnosti fikotoksina zbog njihovog mogućeg sinergističkog ili 
aditivnog učinka u organizmu, ispitivanje utjecaja lokaliteta i godišnjih doba na pojavnost, te 
utvrđivanje razlika u pojavnosti među različitim vrstama.  
S obzirom na malobrojna istraživanja pojavnosti hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina (LT) u 
školjkašima i mješčićnicama podrijetlom iz hrvatskog dijela sjevernog Jadrana, kao jednog 
od značajnih uzgojnih područja u RH, ujedno tijekom dužeg vremenskog razdoblja koje 

obuhvaća sva godišnja doba, kao i na činjenicu da do sada nema objavljenih podataka o 
procjeni izloženosti potrošača fikotoksinima u RH, ovo istraživanje predstavlja značajan 

znanstveni doprinos na području sigurnosti hrane i zaštite potrošača. Rijetka su istraživanja 

profila fikotoksina školjkaša s ovog područja uključivala posljednje otkrivene CI te će stoga 
ovo istraživanje dati uvid u njihovu geografsku rasprostranjenost, kao i mogućnosti 

kumulacije u različitim vrstama. Također, malobrojna su istraživanja u kojima se uspoređuje 

profil fikotoksina među različitim vrstama koje potječu s istog područja u prirodnom 
okruženju, za razliku od laboratorijskih istraživanja koja ne mogu oponašati složene prirodne 

uvjete, utječući pritom značajno na pojavnost i kumulaciju fikotoksina u školjkašima.
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2.1. ZNAČAJ PLODOVA MORA U PREHRANI 
Riba i plodovi mora poput rakova, glavonožaca, školjkaša, bodljikaša, plaštenjaka i drugih 

jestivih morskih organizama, osim što su ukusna delicija, čine važan dio uravnotežene 

prehrane zbog brojnih pozitivnih učinaka na zdravlje. Karakterizira ih veliki udio bjelančevina 
sa esencijalnim aminokiselinama koje su lako probavljive zbog malo vezivnog tkiva i mali 
udio masti sa povoljnim sastavom masnih kiselina. Značajan su izvor višestruko nezasićenih 

masnih kiselina (PUFA), naročito vrste koje imaju veći udio masti. Siromašni su kolesterolom 
i sadrže biljne sterole i stanole koji smanjuju njegovu apsorpciju (Dong, 2009.; FAO, 2016.; 
Phillips i sur., 2012.; Rittenschober i sur., 2013.) te mnoge mikronutrijente poput vitamina A, 
D, E, B12, taurina, selena, joda, kalija, cinka, bakra i željeza (Dong, 2009.; Oehlenschläger, 
2012.). Osim što su izvor visokovrijednih nutrijenata i bioaktivnih molekula, konzumiranjem 
plodova mora umanjuje se unos manje zdravih namirnica, te zbog toga imaju dvojako 
povoljno djelovanje na zdravlje (Larsen i sur., 2011.). Mnoge vrste sadrže na tisuće različitih 

bioaktivnih komponenti i sekundarnih metabolita koje iskazuju antibiotsko, antiviralno, 
antiparazitsko, protuupalno, antifibrotično i antikancerogeno djelovanje, te se koriste u 
proizvodnji funkcionalne hrane i dodataka prehrani. Jedan su od značajnijih izvora hrane koja 
može doprinijeti liječenju različitih bolesti (Grienke, 2014.; Suleria, 2015.). Zbog velike 
nutritivne vrijednosti plodova mora i svjesnosti potošača o njihovoj dobrobiti za zdravlje, sve 
je veća potražnja za dobro poznatim vrstama poput školjkaša, ali i manje poznatim jestivim 

vrstama kao što su mješčićnice (razred plaštenjaka). Mješčićnice su pridneni beskralježnjaci 
široko rasprostranjeni u Mediteranu, a koriste se kao hrana još od antičkog doba (Vafidis i 

sur., 2008.). Odlikuje ih veliki udio bjelančevina i mala kalorijska vrijednost, naročito 

Microcosmus vrste, bogati su vitaminima, mineralima i jodom (Lambert i sur., 2016.; 
Meenakshi 2012.). Poput školjkaša, konzumiraju se sirovi ili minimalno procesuirani, bez 
aditiva, što također doprinosi velikoj nutritivnoj vrijednosti ovih vrsta. 
Osim navedenih hranjivih vrijednosti, važan je i ekonomski aspekt uzgoja i izlova morskih 

plodova u priobalnim područjima, kao lako dostupnog i jeftinog izvora hrane, te 
upotpunjavanja turističke ponude proizvodima marikulture tradicionalnim za to područje. 
Zbog povoljnih geomorfoloških i meteoroloških uvjeta na Jadranu (Šarušić, 2000.), 
marikultura je jedna od važnijh gospodarskih grana u Hrvatskoj, a dagnje (Mytilus 
galloprovincialis Lamarck, 1819) i kamenice (Ostrea edulis Linnaeus, 1758) najviše uzgajane 

vrste školjkaša (Matić-Skoko i sur. 2017.). S obzirom na veliki broj uzgajališta u Republici 

Hrvatskoj, školjkaši su namirnica dostupna potrošačima. Ukoliko se uzgajaju u čistom moru, 
te izlovljavaju i stavljaju na tržište u skladu sa dobrom proizvođačkom praksom, poželjni su 

kao dio uravnotežene prehrane. 
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2.2. FIKOTOKSINI 
Dvoljušturni školjkaši i mješčićnice zbog specifičnog načina hranidbe mogu biti uzročnici 

bolesti koje se prenose hranom. Filtrirajući velike količine vode, u njihovom mesu mogu se 

nakupljati anorganske tvari, biokontaminanti poput bakterija, virusa, parazita, te morski 
biotoksini (fikotoksini) ukoliko rastu u moru u kojem su prisutne toksične vrste mikroalgi 
(Oliveira i sur., 2011.; Costa i sur., 2017.; O’Mahony, 2018.). Na taj način postaju njihov 

vektor u prehrambenom lancu i mogu izazvati intoksikacije u ljudi i životinja koji se njima 

hrane (Costa i sur., 2017.). Postoje dokazi da kronično izlaganje školjkaša subletalnim 

koncentracijama toksičnih vrsta fitoplanktona može imati negativni utjecaj na njihovo 

razmnožavanje, rast i brzinu procesa eliminacije fikotoksina, no u ovim organizmima 
fikotoksini ne izazivaju vidljive promjene na temelju kojih bi potrošači mogli posumnjati u 
njihovu zdravstvenu ispravnost (Brown i sur., 2020.). 
Većina algi prisutnih u morskoj i slatkoj vodi neophodne su u održavanju života u vodenim 

ekosistemima jer čine temelj prehrambenog lanca, proizvode kisik i sudjeluju u regulaciji 
atmosferskog ugljičnog dioksida (Glibert i sur., 2018.). Od ukupnog broja poznatih vrsta 
mikroalgi potencijalno je toksično oko njih 140 (Zingone i sur., 2021.). Fikotoksini su 
sekudarni metaboliti mikroalgi koji imaju ulogu obrambenog mehanizma od suparničkih vrsta 

i predatorskih organizama (Pradhan i sur., 2022.). Ukoliko zbog okolišnih i klimatskih uvjeta 

dođe do proliferacije toksičnih mikroalgi i njihovog nakupljanja (tzv. štetno cvjetanje algi – 
HAB, engl. Harmful algal blooms), fikotoksini mogu imati štetan učinak na okoliš i zdravlje 

ljudi, te izazvati ekonomsku štetu u sektoru ribarstva, akvakulture i obalnog turizma (Van 
Dolah, 2000.; Nicolas i sur., 2017.; Díaz i sur., 2019.; Anderson i sur., 2021.), a pojedine 
vrste iskazuju snažno toksično djelovanje čak i kada su prisutne u manjim koncentracijama 

(Glibert i sur., 2018.). Štetno cvjetanje algi prirodna je pojava zabilježena i u povijesnim 
zapisima. Jedan od prvih koji govori o trovanju ljudi fikotoksinima uslijed konzumacije 
školjkaša datira iz 1793. god., a nagađa se da je pojava „krvave“ rijeke u Egiptu opisana u 

Bibliji bila posljedica štetnog cvjetanja algi (Hallegraeff, 1993.). Štetno cvjetanje algi je 

nepredvidiva globalna pojava na koju utječu prirodni čimbenici, poput klimatskih i 
hidrografskih uvjeta (promjene meteoroloških uvjeta, temperature, prozirnosti, turbulencije i 
saliniteta vode, te koncentracije nutrijenata), ali i antropogeni čimbenici, poput prijenosa 
mikroalgi s jednog područja na drugo putem balastnih voda plovila (Smayda, 2007.), 
povećanja populacije, industrijalizacije i poljoprivrede u priobalnom području (Ferreira i sur., 
2011.). 
S obzirom na štetno djelovanje, mikroalge se mogu podijeliti u tri skupine. Netoksične vrste 

koje promjenom boje, pojavom pjene i smanjivanjem udjela otopljenog kisika u vodi uzrokuju 
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povećanje mortaliteta riba i negativno utječu na rekreacijsku vrijednost u priobalnim 

područjima, vrste koje uzrokuju fizička oštećenja i toksičnost u riba, ali ne i ljudi, te vrste koje 
proizvode toksine koji u ljudi i životinja mogu uzrokovati različite sindrome uslijed 

konzumacije plodova mora koji ih sadrže (Díaz i sur., 2019.), a neki od njih su među 

najsnažnijim poznatim toksinima (Glibert i sur., 2018.). Pored akutne toksičnosti, pojedini 
fikotoksini već u malim koncentracijama pokazuju mutageno i toksično djelovanje u 

organizmu, dok su neki i tumor promotori (Manerio i sur., 2008.; Kumar i sur., 2009.; Saeed i 
sur., 2017.; Farabegoli i sur., 2018.). 
Fikotoksine najčešće proizvode dinoflagelati roda Alexandrium, Gymnodinium, Dinophysis, 
Protoperidinium, Protoceratium, Karenia, Gambierdiscus, Ostreopsis te dijatomeje roda 
Pseudo-nitzchia (Ciminiello i sur., 2009.). Fikotoksini su termostabilne, uglavnom 
neproteinske molekule, malih do vrlo velikih molekulskih masa, raspona od otprilike 300 do 
3500 Da. Čine ih različite kemijske komponente, poput alkaloida, cikličkih peptida, polietera, 
imina, te heterocikličkih aminokiselina (Sharma i sur., 2014.). Prema topljivosti dijele se na 
one topljive u vodi i na one topljive u mastima. Prema kemijskoj strukturi dijele se u više 
skupina: azaspiracidi (AZA), okadaična kiselina (OA) i dinofizistoksini (DTX), pektenotoksini 
(PTX), jesotoksini (YTX), ciklički imini (CI), domoična kiselina (DA), paralitički toksini (PST) i 
brevetoksini (BTX) (Ciminiello i sur., 2009.; Farabegoli i sur., 2018.). Za razliku od prethodno 
navedenih, ciguatoksini (CTX) i palitoksini (PlTX) su skupina fikotoksina čiji vektor nisu 
organizmi koji se hrane filtracijom, već najčešće ribe i rakovi (Ciminiello i sur., 2009.; Tubaro i 
sur., 2011.; Farabegoli i sur., 2018.), te stoga nisu uključeni u ovo istraživanje, kao ni BTXs, 
čija je pojavnost ograničena uglavnom na područje Floride, Meksičkog zaljeva i Novog 

Zelanda (Amzil i sur., 2021.).  

2.2.1. Domoična kiselina 
Domoična kiselina izolirana je prvi put 1958. god. iz crvene alge Chondria armata (Takemoto 
i Daigo, 1958.), koja se u Japanu tradicionalno koristila za liječenje lišajeva i kao insekticid 
(Higa i Kuniyoshi, 2000.; La Barre i sur., 2014.). Prouzročila je amnezijsko trovanje 

školjkašima (ASP) nakon konzumacije dagnji 1987. god. u kanadskoj pokrajini Prince 
Edward Island, od kojeg je umrlo četvero, a oboljelo više od stotinu ljudi (Tasker, 2021.). 
Domoična kiselina je hidrofilna aminokiselina (Tasker, 2021.). Njenu strukturu čine 2,3,4 
trisupstituirani pirolidinski prsten sa imino skupinom, tri karboksilne skupine zahvaljujući 

kojima molekula ima veliki ionizacijski potencijal i topivost, te elektronski bogata konjugirana 
dvostruka veza koja je ključna za njenu biološku aktivnost. Do sada je otkriveno i opisano 
osam izomera (izodomoična kiselina A – H), C5`epimer (epi-domoična kiselina) (Slika 1) i 
dva laktona (La Barre i sur., 2014.). Domoična kiselina je umjereno termostabilna molekula 
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te se ne uništava kuhanjem, već prelazi u C5`epimer koji je jednako toksičan, dok izlaganjem 
UV zračenju dolazi do fotodegradacije u manje toksične izomere i dekarboksilirane derivate 
(Quilliam, 2003.a; Bouillon i sur., 2008.). 

 
Slika 1 Struktura molekule DA i njenog epimera (FAO, 2004.) 

Domoičnu kiselinu i većinu njenih izomera proizvode crvene alge (Rhodophyta). Izolirani su 
iz algi vrsta Chondria armata (Maeda i sur., 1986.; Zaman i sur., 1997.), Chondria baileyana 
(Laycock i sur., 1989.), Alsidium corallinum (Impellizzeri i sur., 1975.), Amansia glomerata, 
Digenea simplex i Vidalia obtusiloba (Sato i sur., 1996.). Značajan izvor također čine 

dijatomeje - alge kremenjašice. To su jednostanične, eukariotske alge za koje je svojstveno 

da im je ljušturica koja se sastoji iz dva dijela (valve) izgrađena od silicijevog dioksida. 

Sadrže pigmente i većina vrsta je fotosintetska, te osim što su važan dio hranidbenog lanca, 
značajnu ulogu imaju u kruženju ugljika u prirodi. Razmnožavaju se vegetativno i spolno, a u 

nepovoljnim uvjetima stvaraju ciste koje padaju na dno i mogu se ponovno aktivirati u 
povoljnim uvjetima (Jones, 2013.). Nalazimo ih u svim vodama (Cameron, 2013.), u 
oceanima i morima prisutne su od polarnih do tropskih područja, no najbrojnije su u hladnim 

do umjerenim morima (Jones, 2013.). Većina vrsta je planktonska (Tan i sur., 2016.), nalaze 
se u bentosu, mulju, te pričvršćene za različite supstrate u priobalju (Jones, 2013.). DA 
proizvode dijatomeje roda Pseudo-nitzschia od kojih je najmanje 26 vrsta toksično (Bates i 
sur., 2018.), ali i Nitzschia vrste (Kotaki i sur., 2000.; Tan i sur., 2016.). Prethodno 
spomenuto, prvo zabilježeno trovanje DA prouzročila je toksična vrsta Pseudo-nitzschia 
multiseries (Bates i sur., 1989.). Na pojavnost DA utječu različiti biotički i okolišni čimbenici, 
od kojih su značajniji stadij razvojnog ciklusa dijatomeja (Fehling i sur., 2004.; Trainer i sur., 
2009.), temperatura i salinitet vode (Bates, 1998.; Zhu i sur., 2017.), izloženost sunčevom 

zračenju (Bates 1998., Pan i sur., 1998.; Thorel i sur., 2014.), prisustvo određenih bakterija 
(Kodama i sur. 2006.; Kobayashi i sur., 2009.) te sadržaj nutrijenata (Anderson i sur., 2008.; 
Lelong i sur., 2012.). 
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2.2.2. Akutna toksičnost domoične kiseline 
Domoična kiselina pripada skupini kainoida - neurološki aktivnih neproteinogenih 

aminokiselina čiji predstavnik je neurotoksin kainska kiselina (KA). Obje su analozi 
glutaminske kiseline, važnog ekscitatornog neurotransmitera u središnjem živčanom sustavu 

sisavaca. Zbog strukturne sličnosti vežu se na slične vrste receptora u mozgu - glutamatne 
receptore (Tasker, 2016.). Izomeri DA pokazuju značajno manju toksičnost od same DA i 

njenog epimera, no Sawant i sur. (2008.) su u istraživanju potencijala izomera na glodavcima 
ustanovili da DA Iso-A ima približno jednak potencijal kada se ubrizga direktno u 

hipokampus.  
Pretpostavka je da je neurotoksični učinak DA posljedica djelovanja na ionotropne AMPA 
(alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionska kiselina) i kainatne receptore, te u 
većim dozama indirektno na NMDA (N–metil–D–aspartat) receptore (Costa i sur., 2014.). 
Posljedica djelovanja DA na navedene glutamatne receptore je oslobađanje endogenog 

glutamata, koji uzrokuje povećanje koncentracije intracelularnog Ca2+ u neuronima, što 

dovodi do njihovog oštećenja i neurotoksičnosti (Pulido, 2008.). Degeneracija neurona 
izazvana djelovanjem DA ovisi o dozi (Giordano i sur., 2007.), a osim na neurone, DA utječe 

i na funkciju drugih vrsta stanica u SŽS (Ross i sur., 2000.). 
Budući se u mozgu i hipokampusu nalazi velik broj glutamatnih receptora, neurotoksično 

djelovanje DA očituje se izazivanjem neuroloških napada i kognitivnom disfunkcijom (Pulido, 
2008.). Izaziva oštećenja određenih regija hipokampusa i talamusa koje se dovode u vezu s 
pamćenjem, što za posljedicu ima gubitak kratkoročnog pamćenja, karakterističan simptom 
po kojem je trovanje DA dobilo ime Amnesic shellfish poisoning (ASP). Osim za SŽS, DA je 

toksična i za periferni živčani sustav, a uz neurološke javljaju se i simptomi od strane 

probavnog sustava. Uz gubitak pamćenja, trovanje DA izaziva simptome poput glavobolje, 
konvulzija, dezorijentiranosti, zbunjenosti, promjena u ponašanju, mučnine, povraćanja, 

grčeva u probavnom sustavu, proljeva, gastrointestinalnog krvarenja, aritmije, nestabilnosti 
krvnog tlaka i oštećenja oka (Todd, 1993.). U težim slučajevima trovanja javljaju se 

konvulzije i koma, a moguć je i smrtni ishod (Perl i sur., 1990.). 
Temeljem podataka prikupljenih nakon trovanja više od stotinu ljudi DA 1987. god. u Kanadi, 
utvrđeno je da vrsta i težina simptoma ovise o količini unešenog fikotoksina te o osjetljivosti 
organizma. Većina oboljelih bili su stariji muškarci s postojećim komorbiditetima. Osobe koje 
su konzumacijom školjkaša unijele veću količinu DA imale su teže simptome. Proljev u 
mlađih osoba i gubitak pamćenja kod starijih osoba su simptomi povezani s dobi oboljelih. 
Od najtežih bolesnika većina ih je bila starija od 65 godina s kroničnim bolestima poput 
hipertenzije, šećerne bolesti i kronične bubrežne bolesti. Pretpostavlja se da osim doze, dobi 
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i osjetljivosti organizma na apsorpciju, izlučivanje i prolazak kroz krvno-moždanu barijeru do 

receptora, na toksični učinak utječe i vrsta hrane konzumirane zajedno sa kontaminiranim 

školjkašima (Todd, 1993.). Utvrđeno je da je integritet krvno-moždane barijere i 

funkcionalnost bubrega smanjena u vrlo mladih i vrlo starih životinjskih organizama, što 

može objasniti veći broj slučajeva u starijih ljudi, ujedno s težim simptomima (Kerr i sur., 
2002.). 
Istraživanja toksičnosti DA na nečovjekolikim primatima i glodavcima pokazala su slične 

patohistološke učinke i učinke na ponašanje neovisno o putu ulaska u organizam. U ljudi se 
unos DA odvija isključivo oralnim putem (Costa i sur., 2014.). Apsorpcija iz probavnog trakta 
je slaba, a bioraspoloživost iznosi tek oko 10%. Ne postoje podaci o biotransformaciji DA u 
bilo kojoj vrsti (Doucette i Tasker, 2008.). S obzirom na hidrofilnost molekule i ionizacijsko 
stanje (tri negativna i jedan pozitivan naboj) pri fiziološkom pH od 7,4 (Walter i sur., 1992.), 
vezanje na proteine plazme je zanemarivo (Jing i sur., 2018.), kao i transcelularna 
permeabilnost (Kimura i sur., 2011.), te se DA najčešće iz tijela izlučuje nepromijenjena.  

Apsorbirana DA vrlo brzo se uklanja iz seruma bubrežnim klirensom, prvenstveno 

glomerularnom filtracijom (Costa i sur., 2014.), što objašnjava zašto su osobe sa smanjenom 

bubrežnom funkcijom osjetljivije na njeno toksično djelovanje. Krvno-moždana barijera slabo 

je propusna za DA, ali u pojedinim strukturama SŽS kao što je area postrema u produljenoj 
moždini, ta barijera nedostaje, te je ulazak puno lakši. Budući se area postrema povezuje s 

kontrolom refleksa povraćanja, povraćanje kao jedan od češćih simptoma trovanja DA može 

se objasniti oštećenjem ovog dijela SŽS. Domoična kiselina može izazvati oštećenje fetusa 

budući prolazi placentarnu barijeru. Istraživanjem na štakorima pronađena je u mozgu fetusa 
i amnionskoj tekućini (Maucher-Fuquay i sur., 2012.). Posebno zabrinjavajuće je da je 

eliminacija iz fetalne plazme dvostruko sporija nego iz majčine, te da dolazi do recirkulacije 
između fetusa i amnionske tekućine (Maucher-Fuquay i sur., 2012.b; Shum i sur., 2020.). 
Također, DA se izlučuje majčinim mlijekom. 

2.2.3.Kronična toksičnost domoične kiseline 
Domoična kiselina osim u ljudi, izaziva trovanje i u drugih životinjskih vrsta poput morskih 

ptica i morskih lavova, ukoliko se hrane sitnom ribom ili drugim morskim organizmima koji 
sadrže DA. Osjetljivost na toksično djelovanje DA različito je među vrstama. Ljudi su 

osjetljiviji od glodavaca na toksični učinak DA unešene oralnim putem, dok se procjenjuje 
približno jednaka osjetljivost u odnosu na morske lavove. Stoga oni predstavljaju prikladnu 
vrstu za ispitivanje toksičnog učinka ovog fikotoksina u ljudi. Zbog slabe apsorpcije i brze 
eliminacije DA se ne kumulira u organizmu, no ipak postoji zabrinutost zbog kumulativne 
toksičnosti uslijed dužeg izlaganja niskim koncentracijama (Costa i sur., 2014.). Upravo su 
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istraživanja na morskim lavovima, uginulih od posljedica dugotrajnog izlaganja DA, vrlo 
važna za procjenu rizika i mogućeg kroničnog toksičnog učinka u ljudi. Istraživanje kliničkog 

učinka subletalne kronične izloženosti morskih lavova DA u prirodnom okruženju rezultiralo 
je pojavom simptoma poput neuroloških napada, letargije, gubitka apetita, trzanja mišića, 

blefarospazma te promjenama u ponašanju (Goldstein i sur., 2008.). Od histoloških promjena 

uočavaju se lezije u hipokampusu i parahipokampalnom girusu te atrofija. Navedene 
promjene češće se primjećuju u mlađih jedinki, što govori u prilog tome da je nezreli SŽS 

osjetljiviji na toksični učinak DA. Grattan i sur. (2018.) u istraživanju ponašanja nativnih 
amerikanaca koji tradicionalno učestalo konzumiraju britvaste školjke, ustanovili su 
povezanost problema u svakodnevnoj memoriji i čestog konzumiranja školjkaša koji su 

sadržavali nisku koncentraciju DA, dok Levin i sur. (2010.) u istraživanju provedenom na 
morskim lavovima i morskim vidrama ukazuju na moguće imunomodulatorsko djelovanje DA, 
zbog čega organizam postaje osljetljiviji na oportunističke infekcije nakon izlaganja 

subletalnim dozama. 

2.2.4.Akumulacija domoične kiseline u školjkašima 
Dvoljušturni školjkaši i mješčićnice kumuliraju DA u svom tkivu direktno, filtracijom morske 
vode u kojoj se nalazi fitoplankton koji ju proizvodi (FAO, 2004.). Bioakumulacija u ovim 
organizmima je primarni vektor intoksikacije ljudi s DA (Tasker, 2016.). Najčešći proučavani 
vektori su školjkaši poput dagnji, britvastih školjaka, češljača, kamenica (Amzil i sur., 2001.; 
Vale i Sampayo, 2001.; James i sur., 2005.; Farabegoli i sur., 2018.), no DA je detektirana i u 
drugim morskim organizmima poput rakova, sitne plave ribe (EFSA, 2009.a), hobotnica, sipa 
(Lopes i sur., 2013.), planktonskih rakova, planktivorne ribe (Saeed i sur., 2017.) i 
mješčićnica (López-Rivera i sur., 2009.; Kvrgić i sur., 2022.). Najvećim dijelom kumulira se u 
probavnoj žlijezdi školjkaša, u kojima ne izaziva akutne toksične učinke kao u sisavaca, za 
što još uvijek ne postoji znanstveno objašnjenje. Pretpostavlja se da bi razlog mogla biti 
razlika u strukturi kainatnih receptora na koje se DA veže, u odnosu na one u sisavaca ili to 
što se u školjkašima DA ne apsorbira iz probanog trakta (Doucette i Tasker, 2008.). Razlog 
bi mogao biti i nepostojanje transportnih proteina za DA budući da je ona zbog tri karboksilne 
skupine cviter ion, te ne može slobodno proći kroz staničnu membranu (Mauriz i Blanco, 
2010.). Iako se čini da DA nije toksična za školjkaše, ipak iskazuje određene štetne učinke u 
dagnjama, češljačama i kamenicama, poput oštećenja DNA (Dizer i sur., 2001.), disfunkcije 
mitohondrija, oksidativnog stresa (Ventoso i sur., 2019.), promjena u hemolimfi, acidoze, 
hipoksije, zatvaranja ljušture (Jones i sur., 1995.a), promjena hemocita (Jones i sur., 
1995.b), negativnog učinka na razvoj larvi (Liu i sur., 2007.) i odraslih jedinki, te na njihovo 
preživljavanje (Liu i sur., 2008.). 
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Među vrstama školjkaša koji kumuliraju DA postoje razlike u pojavnosti i koncentraciji ovog 
fikotoksina u njihovom tkivu, čak i kada rastu na istom području i izložene su istim okolišnim 

uvjetima (Takata i sur., 2009.; Picot i sur., 2012.; Bouchouicha-Smida i sur., 2015.; Ujević i 
sur., 2019.), što se može objasniti različitom apsorpcijom i brzinom depuracije DA (Blanco i 
sur., 2021.). Pojedine vrste školjkaša, poput dagnji (Novaczek i sur., 1992.; Blanco i sur., 
2002.), koritnica (Álvarez i sur., 2015.) i češljača (Álvarez i sur., 2020.) eliminiraju DA brzo iz 
svog tkiva, dok se u drugim vrstama dugo zadržava i sporo eliminira iz tkiva, kao npr. u 
velikim kapicama (Blanco i sur., 2002.) i britvastim školjkama (Trainer i Bill, 2004.). 
Rasprostranjenost toksičnih Pseudo-nitzschia vrsta u morima je globalna. Nakon prve 
izolacije iz crvenih algi u Japanu 1958. (Takemoto i Daigo, 1958.). i prvog zabilježenog 

trovanja ljudi s DA u Kanadi 1987. god. (Tasker, 2021.) te uvođenja monitoringa, DA je 
detektirana u školjkašima izlovljenim u mnogim svjetskim morima. Pronađena je u 
Sjedinjenim Američkim Državama (Walz i sur., 1994.), Novom Zelandu (Rhodes i sur., 
1998.), Australiji (Malhi i sur., 2014.), Maleziji (Suriyanti i Usup, 2015.), Africi (Blanco i sur., 
2010.; Kelchner i sur., 2021.), Irskoj (James i sur., 2005.), Škotskoj (Hess i sur., 2001.), 
Portugalu i Francuskoj (Vale i sur., 2001.), Španjolskoj (Blanco i sur., 2021.b), na Mediteranu 
(Amzil i sur., 2001.; Ciminiello i sur., 2005.; Kaniou-Grigoriadou i sur., 2005.; Rijal Leblad, 
2013.; Dursun, 2021.). U Jadranskom moru pojavila se 2000. god. na talijanskoj obali 
sjevernog Jadrana (Ciminiello i sur., 2005.). U hrvatskom dijelu prvi put je detektirana 2005. 
god., također u sjevernom Jadranu (Ljubešić i sur., 2011.), zatim 2006. god. u srednjem 
Jadranu, te 2007. i 2008. god. ponovno u sjevernom dijelu (Ujević i sur., 2010.). Od tada se u 
Jadranskom moru pojavljivala sporadično, u koncentracijama značajno manjim od najveće 

dopuštene količine (Pistocchi i sur., 2012.; Ujević i sur., 2019.; Kvrgić i sur., 2022.). 

2.2.5. Toksini koji uzrokuju paralitičko trovanje (PST) 
PST su skupina globalno rasprostranjenih hidrofilnih, potentnih neurotoksina koji uslijed 
konzumacije plodova mora koji ih sadrže uzrokuju paralitičko trovanje - PSP (engl. Paralytic 
shellfish poisoning) riba, ptica, sisavaca i ljudi, koje je često i smrtonosno (Halstead i 
Schantz, 1984.). Prvi identificirani PST otkriven je u školjkašu Saxidomus giganteus 1957. 
god. (Schantz i sur., 1957.) prema kojoj je dobio ime saksitoksin (STX), a cijela skupina PST 
u pošlosti je nazivana skupinom saksitoksina. STX je jedan od najpotentnijih poznatih 
neproteinskih toksina (Thottumkara i sur., 2014.), koji je kao potencijalni bojni otrov naveden 
u listi Organizacije za zabranu kemijskog oružja (OPCW) (Wang, 2008.). Već je doza od 
otprilike 1 mg unesena oralno smrtonosna za ljude (Wiese i sur., 2010.). Tijekom stoljeća, u 

medicinskoj literaturi postoje pisani tragovi o njegovom toksičnom učinku. Prvo trovanje PST 
zabilježeno je 1798. god. nakon konzumacije školjkaša na području kanadske obale 
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Britanske kolumbije, a iz tog doba postoje i zapisi o sezonskoj toksičnosti školjkaša u 
priobalnom području Aljaske (Thottumkara i sur., 2014.). U posljednjih nekoliko desetljeća 

PST proširili se se na mnoga nova područja, a veliki problem predstavlja činjenica da se 
trovanja ovim fikotoksinom pojavljuju sporadično i nepredvidivo (Van Dolah, 2000.; Anderson 
i sur., 2002; Vale, 2022.). 
Posebnost ove skupine toksina je pojavnost u slanim, ali i slatkim vodama. U slatkim vodama 
proizvodi ih nekoliko rodova cijanobakterija (Wiese i sur., 2010.), dok ih u morima proizvode 
dinoflagelati (Cusick i Sayler, 2013.). Dinoflagelati su jednostanični protisti koji imaju 

značajnu ekološku ulogu u slatkovodnim i morskim staništima. Poznato je oko 2000 vrsta od 
kojih se većina nalazi u morima (Orr i sur., 2013.). PST proizvodi otprilike desetak toksičnih 

Alexandrium vrsta, najčešće A. tamarense, A. fundyense i A. catanella te vrste Gymnodinium 
catenatum i Pyrodinium baharense (Shumway, 1990.; Shumway, 1995.). Niti jedna vrsta 
dinoflagelata koja proizvodi PST ne proizvodi sve derivate STX, a na profil toksina u njima 
(vrstu i koncentraciju) utječu geografski položaj i okolišni uvjeti (Anderson i sur., 1994.). 
Pojavnost ove skupine fikotoksina zabilježena je u mnogim vrstama morskih organizama čak 

i u slučaju odsutnosti dinoflagelata, što uz podatak o njihovoj širokoj rasprostranjenosti 
ukazuje na moguće postojanje i drugih proizvođača PST, poput pojedinih vrsta bakterija koje 
su prisutne u morima (Sakamoto i sur., 1992.). 
Saksitoksin je alkaloid koji u svojoj molekuli sadrži tetrahidropurinski prsten (Raposo i sur., 
2020.). Poznato je najmanje 58 strukturno sličnih spojeva koji pripadaju skupini PST, od kojih 
je više od 30 analoga STX (Wiese i sur., 2010.; Wu i sur., 2019.). Svim PST zajednički je 

tetrahidropurinski prsten sa supstituentima R1-R4 na C6, C11 i N1 položaju (Raposo i sur., 
2020.) (Slika 2). 

 
Slika 2 Opća struktura molekule PST (Raposo i sur., 2020). 
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Zbog dvije gvanidinske skupine u strukturi, ovi spojevi su izrazito polarni. U kiselim uvjetima 
su stabilni, dok u alkalnim uvjetima lako oksidiraju (Wu i sur., 2019.). Izuzetak su analozi N-
sulfokarbamoil podskupine koji pri visokoj temperaturi i u kiselom mediju (pH < 4) podliježu 

hidrolizi i prelaze u odgovarajuće analoge iz skupine karbamata (Van Egmond i sur., 2004.). 
Promjene pH i temperature mogu potaknuti interkonverziju među analozima, što za 

posljedicu može imati povećanje ili smanjenje toksičnosti (Leal i Cristiano, 2022.a). U 
organizmu, PST se apsorbiraju u različitim organima različitim intenzitetom, no najviše u 

probavnim organima, nakon čega slijedi distribucija u ostale organe i tkiva (Andres i sur., 
2019.; García i sur., 2004.). Nakon apsorpcije, PST su podložni reakcijama biokonverzije 
koje se razlikuju među vrstama (Shimizu i Yoshioka, 1981.; Bricelj i sur., 1991.; Gessner i 
sur.,1997.; Bricelj i Shumway, 1998.; Ding i sur., 2017.; Oyaneder-Terrazas i sur., 2022.). 
Osim promjene toksičnosti, moguće je nastajanje novih analoga PST uslijed biokonverzije, 
koji ne mogu nastati u organizmima koji ih inače proizvode (Raposo i sur., 2020.). 
Apsorpcija, biokonverzija i eliminacija PST u pojedinim vrstama ovise o mnogim 
čimbenicima, od kojih su najznačajniji specifičnost metabolizma vrste i molekularna struktura 

toksina. Poznato je više od četrdeset različitih reakcija biokonverzije od kojih se najveći broj 

odvija u školjkašima, manje u dinoflagelatima koji ih proizvode, te u ljudi (Leal i Cristiano, 
2022.a). Najčešće su to reakcije epimerizacije, hidrolize, eliminacije, redukcije, oksidacije, 
sulfacije, desulfacije, hidroksilacije i glukuronidacije (Smith i sur., 2001.; Choi i sur., 2003.; Yu 
i sur., 2007.; García i sur., 2010.; Li i sur., 2012.a; Bricelj i sur., 2014.; Quilliam i sur., 2017.; 
Leal i Cristiano, 2022.a). Većina ih je posredovana enzimima poput karbamoilaza (Medina-
Elizalde i sur., 2018.), sulfokarbamoilaza (Cho i sur., 2008.), sulfotransferaza (Yoshida i sur., 
2002.), UDPGT i NADPH oksidazama (García i sur., 2009.; García i sur., 2010.), glutationom 
kao reducensom (Sakamoto i sur., 2000.), ali i enzimatskom aktivnošću koja potječe od 

pojedinih vrsta bakterija (Smith i sur., 2001.; Donovan i sur., 2008.).  
S obzirom na supstitucijsku skupinu R4, dijele se u više podskupina koje se razlikuju po 
toksičnosti (navedeni prema padajućoj vrijednosti) (Tablica 1): karbamoil, dekarbamoil i N-
sulfokarbamoil toksine (EFSA, 2009.b). Također su identificirani i opisani analozi s 
hidrobenzoatom, sulfatiranim benzoatom i acetatom kao R4 supstitucijskom skupinom, no 
njihova pojavnost je rjeđa, a toksičnost je utvrđena samo za neke od njih (Raposo i sur., 
2020.). Među posljednje otkrivenima su M analozi koji pripadaju karbamoil i N-sulfokarbamoil 
podskupinama, a razlikuju se od ostalih po prisutnosti jedne ili dvije hidroksilne skupine na 
C11 položaju (Leal i Cristiano, 2022.a). Uz dekarbamoil M analoge do sada je opisano 
dvanaest M analoga (M1-M12) (Dell'Aversano i sur., 2008.; Li i sur., 2012.a; Ding i sur., 
2017.; Quilliam i sur., 2017.; Qiu i sur., 2018.). 
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2.2.6. Akutna toksičnost PST 
Toksično djelovanje STX i njegovih analoga očituje se u reverzibilnoj opstrukciji naponsko 
reguliranih natrijevih kanala na membrani neurona (Choudhary i sur., 2002.). Opstrukcija 
kanala sprječava ulazak Na+ iona u stanicu i širenje akcijskog potencijala kroz membrane 
stanica živčanog sustava i mišićnih stanica, što dovodi do neuro-muskularne paralize 
(Durán-Riveroll i Cembella, 2017.; Leal i Cristiano, 2022.a). Iako je opisana interakcija STX i 
sa Ca2+ i K+ naponsko reguliranim kanalima, najznačajnija je njegova interakcija sa Na+ 
ionskim kanalima (Su i sur., 2003.; Wang i sur., 2003.; Leal i Cristiano, 2022.a). Interakcija 
ostalih toksina iz skupine PST sa naponsko reguliranim natrijevim kanalima je ista, ali se 
razlikuje prema afinitetu za ionske kanale (Kao i Walker, 1982.). 
S obzirom na različit toksični potencijal analoga, sama kvantifikacija pojedinih analoga nije 
dovoljna da bi se utvrdila sukladnost analiziranih školjkaša sa zakonodavstvom propisanim 
najvećim dopuštenim količinama. Potrebno je znati relativnu toksičnost analoga u odnosu na 

referentni toksin skupine, tzv. faktor ekvivalentne toksičnosti (TEF, engl. Toxicity Equivalency 
Factor), koji je definiran kao omjer toksičnosti komponente neke kemijske skupine s istim 
načinom djelovanja, u odnosu na referentni toksin iste skupine (Botana i sur., 2010.). U 
Tablici 1 prikazani su PST uključeni u ovo istraživanje, s pripadajućim supstitucijskim 

skupinama i utvrđenim faktorom ekvivalentne toksičnosti (TEF). Trenutno referentne, 
vrijednosti TEF navedene u Tablici 1, predložene od strane CONTAM (engl. Contaminants 
in the Food Chain) panela (EFSA, 2009.b), temelje se uglavnom na podacima o akutnoj 
toksičnosti dobivenim biopokusom na miševima nakon intraperitonealne aplikacije.  Međutim, 
budući da je prirodni put intoksikacije kod ljudi oralni put, potrebno je u procjeni toksičnosti  
uzeti u obzir podatke o toksičnosti nakon oralne ingestije. Posljednja revizija TEF-a analoga 
iz skupine PST provedena od strane Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO) i Svjetske 
zdravstvene organizacije (WHO), uz prethodno spomenute, uključuje prvenstveno podatke 

prikupljene u slučajevima trovanja ljudi, ali i in vitro podatke (FAO i WHO, 2016.), čime su 

određene objektivnije vrijednosti.   
Tablica 1 PST s karakterističnim supstitucijskim skupinama i faktorom ekvivalentne 

toksičnosti  (modificirano iz Raposo i sur., 2020.) 
Toksin R1 R2 R3 R4 TEF 

STX H H H -OCONH2 (karbamoil) 1,0 
NEO OH H H 1,0 
GTX1 OH H -OSO3- 1,0 
GTX2 H -OSO3- H 0,4 
GTX3 H H -OSO3- 0,6 
GTX4 OH -OSO3- H 0,7 
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dcSTX H H H -OH  

 (dekarbamoil) 

1,0 
dcGTX2 H -OSO3- H 0,2 
dcGTX3 H H -OSO3- 0,4 

C1 (GTX8) H -OSO3- H -OCONHSO3  

 (N-sulfokarbamoil) 

0,1 
C2 (epiGTX8) H H -OSO3- 
GTX5 (B1) H H H 0,1 

 
Toksini iz skupine PST uzrokuju paralitičko trovanje školjkašima – PSP (Paralytic shellfish 
poisoning). Vrsta i težina simptoma ovisi o količini unešenog toksina, a simptomi se javljaju u 
kratkom vremenu od intoksikacije, najčešće unutar 30 minuta.  U blagim slučajevima trovanja 

simptomi započinju parestezijom u području usne šupljine, koja se može širiti prema vratu i 

rukama, te prema nogama i stopalima. Javljaju se glavobolja, mučnina i povraćanje. U 

slučaju teže intoksikacije parestezija prelazi u obamrlost, što dovodi do otežanog izvođenja 

voljnih pokreta, opće slabosti, osjećaja lebdenja, tahikardije, poteškoća u disanju i govoru. U 
najtežim slučajevima dolazi do mišićne paralize i gušenja, a smrt nastupa zbog gušenja 

uslijed respiratorne paralize i kolapsa srčanožilnog sustava, najčešće unutar dvanaest sati 
(Prakash i sur., 1971.). Antidota nema, liječenje je simptomatsko, te se potiče što brža 

eliminacija toksina davanjem tekućine, a u težim slučajevima pruža se respiratorna potpora. 
Ukoliko oboljeli preživi osamnaest sati, moguć je potpuni oporavak (FAO, 2004.). 
Nakon apsorpcije iz probavnog trakta, PST se distribuiraju krvlju (Llewellyn i sur., 2002.) u 
ostale organe i tkiva. Post-mortem pregledom žrtava detektirani su u organima probavnog 
sustava, bubrezima, srcu, plućima, štitnjači, nadbubrežnoj žlijezdi, mozgu i cerebrospinalnoj 

tekućini (García i sur., 2004.). Kao što je ranije navedeno, u organizmu PST prolaze 
biotransformaciju u različitim tkivima, a pretpostavlja se da ona započinje već u crijevima. 
Izlučuju se iz tijela najvećim dijelom mokraćom (Llewellyn i sur., 2002.), ali i stolicom (García 
i sur., 2004.). Biokonverzija je također značajna za detoksifikaciju. Npr. glukuronidacijom 
toksina nastaju hidrofilni glukuronidi koji se mogu, u odnosu na njihovu slobodnu formu, 
lakše izlučiti iz organizma (García i sur., 2009.). Količina PST koja je toksična ili smrtonosna 
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za ljude individualno je vrlo različita i ovisi o osjetljivosti organizma (FAO, 2004.), a djeca su 
osjetljivija od odraslih (Rodrigue i sur., 1990.). 

2.2.7. Kronična toksičnost PST 
Nema mnogo istraživanja kronične toksičnosti PST, naročito u ljudi (Vilariño i sur., 2018.). 
Iako objavljena istraživanja ne ukazuju na postojanje ozbiljnijih posljedica izlaganja sisavaca 
subletalnim dozama (Zepeda i sur., 2014.), uočene su određene promjene koje ti toksini 

uzrokuju, poput umanjene učinkovitosti mehanizama obrane od oksidativnog stresa (Hong i 
sur., 2003.; Ramos i sur., 2014.), oštećenja DNA koja upućuju na apoptozu (da Silva i sur., 
2011.), promjena enzima uključenih u metaboliziranje toksina (Hong i sur., 2003.) te štetnih 

promjena ponašanja (Diehl i sur., 2016.). U istraživanju provedenom na ribama, Costa i sur. 
(2012.) uočili su moguću genotoksičnost PST. Iako navedena istraživanja ukazuju na 

potencijalnu kroničnu toksičnost, moguće je i da prethodna izloženost ovim fikotoksinima 
umanjuje osjetljivost na njihovo akutno toksično djelovanje tijekom kasnije izloženosti 

(Prakash i sur., 1971.; EFSA, 2009.b). 

2.2.8. Kumulacija PST u školjkašima 
Bioakumulacija PST u školjkašima i drugim morskim organizmima uzrok je nekoliko tisuća 

slučajeva PSP godišnje, naročito u siromašnim priobalnim područjima (Benjamin i Suarez, 
2016.). Najčešći vektori su dvoljušturni školjkaši, no detektirani su i u drugim morskim 
organizmima, kao što su plaštenjaci (Roje-Busato i Ujević, 2014.; Ben-Gigirey i sur., 2020.), 
bodljikaši (Silva i sur., 2018.), rakovi (Llewellyn i sur., 2002.), puževi (Choi i sur., 2006.; Silva 
i sur., 2018.) i ribe (Cembella i sur., 2002.; Costa i sur., 2010.), s time da su od navedenih 
vrsta školjkaši i puževi najčešće kontaminirani (Oyaneder Terrazas i sur., 2017.). Unos i 
brzina depuracije ovih fikotoksina razlikuju se među vrstama. U nekim vrstama PST 
zadržavaju se danima (npr. Mytilus vrste), dok su u nekima prisutni mjesecima (npr. 
Placopecten magellanicus i Spondylus squamosus), a primijećena je i razlika u brzini 
depuracije među analozima ove skupine u istoj vrsti školjkaša (Bricelj i Shumway, 1998.; Li i 
sur., 2005.; Kwong i sur., 2006.; Montojo i sur., 2006.; Turner i sur., 2014.). Nakon 
apsorpcije, PST se distribuiraju u ostala tkiva. Zastupljenost u tkivima također ovisi o vrsti, no 
općenito kod školjkaša najveći udio nalazi se u probavnim organima (Oyaneder Terrazas i 
sur., 2017.). 
Iako PST izazivaju određene štetne učinke u školjkaša (Hégaret i sur., 2012.; Astuya i sur., 
2015.; Castrec i sur., 2020.), ti učinci su značajno manji u odnosu na toksično djelovanje koje 
izazivaju u sisavaca. Jedan od mogućih razloga je nalaz da se neuromuskularni impulsi u 
školjkaša provode najvećim dijelom putem naponsko ovisnih Ca2+ kanala, za koje se PST 
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vežu manjim afinitetom u odnosu na Na+ kanale (Kao, 1993.; Leal i Cristiano, 2022.a). Drugi 
mogući razlog je mutacija reziduuma aminokiselina u strukturi Na+ ionskih kanala pojedinih 
vrsta školjkaša, što umanjuje mogućnost vezivanja PST na receptore (Bricelj i sur., 2005.). 
Među vrstama školjkaša postoje velike razlike u osjetljivosti prema PST. Vrste koje nisu 
osjetljive na njihov toksični učinak mogu u kratkom vremenskom razdoblju kumulirati vrlo 
visoke koncentracije toksina. Uočena je i genetska adaptacija pojedinih vrsta na PST kao 

posljedica opetovane izloženosti. Nasuprot njima, pojedine osjetljive vrste posjeduju 
mehanizme kojima se zaustavlja ingestija toksičnog fitoplanktona, poput zatvaranja ljuštura, 
te stoga kumuliraju manje količine toksina (Shumway i Cucci, 1987.; Bricelj i sur., 1990.; 
MacQuarrie i Bricelj, 2008.; Navarro i sur., 2011.; Tan i Ransangan, 2015.).  
Pojavnost PST je globalna, detektirani su u morima diljem svijeta, uključujući područje južne 
(García i sur., 2004.), srednje (Callejas i sur., 2015.) i sjeverne Amerike, Afrike (CDC, 2011.; 
Popkiss i sur., 1979.), Oceanije (Ching i sur., 2015.), Europe (Rodrigues i sur, 2012.; Silva i 
sur., 2013.; Karlson i sur., 2021.; Rodríguez-Cabo i sur., 2021.) i Mediterana (Vale i sur., 
2008.; Kacem i sur., 2015.), uz pojavu brojnih slučajeva PSP, dijelom i s letalnim ishodom. U 
Jadranskom moru, PST su detektirani prvi put 1993. god. u školjkašima prikupljenim iz 
uzgajališta talijanske regije Emilia-Romagna, smještene na sjevernom dijelu zapadne obale 
Jadrana (Ciminiello i sur., 1995.). U hrvatskom dijelu Jadrana, od uvođenja monitoringa 

fikotoksina 2000. god., prvi put su detektirani 2009. god. u školjkašima uzgojenim u 
sjeveroistočnom Jadranu (Medulinski zaljev) (Ujević i sur., 2012.). U školjkašima Jadranskog 
mora najčešće su prisutni u niskim koncentracijama, no više puta su detektirani u 
koncentracijama blizu ili iznad NDK (Ciminiello i sur., 1995.; Honsell i sur., 1996.; Ujević i 

sur., 2012.; Roje-Busatto i Ujević, 2014.). Pojavnost u niskim koncentracijama zabilježena je 

i na području srednjeg i južnog Jadrana (Pavela-Vrančič i Marasović, 2004.; Ujević i sur., 

2012.; Ujević i sur., 2019.). 

2.2.9. Lipofilni fikotoksini 
Lipofilni toksini (LT) lako su topivi u organskim otapalima poput metanola i kloroforma, te su 
na temelju zajedničke ekstrakcije u organskoj fazi svrstani u navedenu skupinu. Međutim, 
različitih su kemijskih struktura i posjeduju različite funkcionalne skupine, zbog čega imaju 

različite kemijske karakteristike, mehanizme djelovanja i toksične učinke (Quilliam, 2003.b). 
Temeljem tih karakteristika svrstani su u više skupina: okadaična kiselina (OA) i njeni derivati 

dinofizistoksini (DTX), pektenotoksini (PTX), azaspiracidi (AZA), jesotoksini (YTX), spirolidi 
(SPX), gimnodimini (GYM), pinatoksini (PnTX), te palitoksini (PLTX), brevetoksini (BTX) i 
ciguatoksini (CTX). Posljednje tri skupine nisu predmet istraživanja doktorske disertacije, te 
stoga nisu detaljnije opisane. 
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2.2.10. Okadaična skupina 
Ovu skupinu čine okadaična kiselina (OA), dinofizistoksini (DTX1, DTX2), njihovi diol ester 

prekursori (DTX4 i DTX5 skupine), te acilirani derivati (DTX3 skupina) (Reguera i sur., 
2014.). Okadaična kiselina je policiklička, polieterska karboksilna kiselina, molekulske 
formule C44H68O13 (Slika 3) i glavni je predstavnik ove skupine. Derivat je C38 masne kiseline 
(Caruana i Amzil, 2018.). Prvi put je izolirana iz dvije vrste morskih spužvi - Halichondria 
okadai po kojoj je i dobila ime, potom iz spužve Halichondria melanodocia (Tachibana i sur., 
1981.), međutim, kasnije je ustanovljeno da potječe od dinoflagelata rodova Prorocentrum, 
Phalacroma i Dinophysis (Sosa i Tubaro, 2016.; Stonik i Stonik, 2016.). Fikotoksini ove 
skupine su termostabilni, ne uništavaju se kuhanjem, a stabilni su i na niskim temperaturama 

(McCarron i sur., 2007.). Do sada je opisano više od pedeset toksina ove skupine (Orellana 
Mancilla, 2016.). 
Strukturno i po kemijskim svojstvima, vrlo bliski OA su DTX1 i DTX2 koji su analozi OA, a 
međusobno se razlikuju po broju metilnih skupina na položaju C31 i C35 (Quilliam, 2003.b; 
Sosa i Tubaro, 2016.) (Slika 3). U školjkašima, ovi analozi mogu se na položaju C7 hidroksi 
skupine esterificirati dugolančanim zasićenim i nezasićenim masnim kiselinama. Skupina 
nastalih derivata nazivaju se DTX3 toksini (McNabb, 2008.). Liposolubilnost DTX3 je veća u 

odnosu na neesterificirane oblike, a budući da su podložni kemijskoj ili enzimatskoj hidrolizi, 

mehanizam djelovanja i toksičnost jednaka je matičnom fikotoksinu (Sosa i Tubaro, 2016.). 
Drugu skupinu čine C1 esterificirani toksini nazvani DTX4 i DTX5 toksini, a za razliku od 
DTX3 nastaju u algama (McNabb, 2008.) 
 

 
Slika 3 Kemijska struktura OA, DTX1 i 2 (McNabb, 2008.) 

OA je inhibitor serin/treonin protein fosfataza koje sudjeluju u defosforilaciji niza supstrata u 
organizmu sisavaca i imaju važnu ulogu u regulaciji esencijalnih procesa u stanici poput 

održavanja strukture citoskeleta, rasta, diobe i smrti stanice (Sosa i Tubaro, 2016.). OA 
dovodi do povećanja fosforilacije na način da se veže na hidrofobni utor u blizini aktivnog 
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mjesta enzima, ulazi u interakciju sa aktivnim mjestom i na taj način inhibira njegovu 

aktivnost. Karboksilna skupina na položaju C1 ključna je za inhibiciju aktivnosti protein 
fosfataza, uz hidroksi skupine na C2, C7, C24 i C27 položaju koje također ulaze u interakciju 

sa enzimom (Dawson i Holmes, 1999.). Najvećim afinitetom veže se na PP2A enzime, zatim 
na PP1, PP4 i PP5, a najslabije na PP2B, PP3 i PP6 enzime (Louzao i sur., 2003.). Analozi 
OA vežu se na navedene enzime na isti način, ali s različitm afinitetom. 
Nakon ingestije, fikotoksini ove skupine zadržavaju se uglavnom u probavnom traktu 

(Louzao i sur., 2021.). Iako molekularni mehanizam djelovanja  ove skupine fikotoksina nije u 
potpunosti objašnjen (Campos i sur., 2020.), pretpostavlja se da povećanje fosforiliranih 

proteina u epitelu crijeva dovodi do narušavanja njegove barijerne uloge i povećanja 

paracelularne propusnosti, što utječe na transport iona i nutrijenata u tankom crijevu, kao i na 
apsorpciju vode (Louzao i sur., 2003.). OA iskazuje citotoksično djelovanje, inhibira rast i 

izaziva apoptozu različitih vrsta stanica (Valdiglesias i sur., 2011.). Uočeno je i njeno 
genotoksično (Carvalho i sur., 2006.), embriotoksično (Jiao i sur., 2017.), imunotoksično (del 

Campo i sur., 2017.), ali i neurotoksično (Tapia i sur., 1999.) djelovanje. 
Proteomske analize ukazuju na kompleksno djelovanje OA u gastrointestinalnom traktu na 
različite proteinske molekule i biološke procese (Wang i sur., 2012.), što dovodi do pojave 

proljeva kao karakterističnog simptoma trovanja za ovu skupinu fikotoksina (Solter i Beasly, 
2013.), tzv. Diarrheic Shellfish Poisoning (DSP). Simptomi DSP su vrlo nespecifični i često 

se zamijene za trovanje koje uzrokuju bakterije, naročito Vibrio parahaemoliticus (Taylor i 
Harrison, 2002.), a nastaju već 30 minuta do nekoliko sati nakon konzumiranja 

kontaminiranih školjkaša. Javljaju se mučnina, povraćanje, proljev, grčevi, ponekad vrućica, 

groznica i glavobolja. Simptomi traju u prosjeku tri dana (EFSA, 2008.a), mogu biti 
iscrpljujući, ali nemaju smrtni ishod. Ne postoji protuotrov, liječenje je simptomatsko (Tubaro i 

sur., 2008.). Dokazano je da OA prolazi placentarnu barijeru (Matias i Creppy, 1996.). 
Rezultati pokusa na miševima ukazuju na enterohepatički ciklus OA nakon oralnog unosa, 
nakupljanje u crijevima gdje iskazuju akutni toksični učinak, a izlučuju se stolicom i 

mokraćom. Detektirana je i u ostalim tkivima no u manjoj koncentraciji (Matias i sur., 1999.). 
Izloženost OA dovodi se u vezu s češćom pojavnošću karcinoma probavnog sustava 
(Manerio i sur., 2008.). Kronična izloženost nižim dozama može imati negativne posljedice 

na zdravlje izazivajući disbiozu crijevne flore, što dovodi do osjetljivosti prema bakterijskim 
infekcijama (Emery i sur., 2021.), a često može biti i podloga mnogim drugim bolestima 
(Litvak i sur., 2018.). OA, ali i DTX1, mogu djelovati kao tumor promotori budući da već pri 

nižim koncentracijama u organizmu izazivaju nastajanje upalnih molekula i kancerogenih 
signala, s time da je DTX1 toksičniji (del Campo i sur., 2017.). Toksični učinak koji OA, DTX1 

i DTX2 iskazuju nije isti. CONTAM panel je temeljem podataka o relativnoj inhibiciji PP2A 
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enzima i akutne intraperitonealne toksičnosti u miševa utvrdio jednaku toksičnost za OA i 

DTX1 (TEF 1), te manju za DTX2 (TEF 0,6). Međutim, Abal i sur. (2018.) su temeljem 
istraživanja koje se baziralo na akutnoj oralnoj toksičnosti utvrdili najveću toksičnost DTX1, 

zatim OA, te najmanju DTX2. 
Vektori toksina okadaične skupine u prehrani ljudi najvećim dijelom su školjkaši, no mogu biti 

i ribe, rakovi, puževi (Costa i sur., 2017.; Vilarinño i sur., 2018.; Murk i sur., 2019.). 
Kontaminacija i kumulacija  u školjkašima ovise o više čimbenika poput selektivne ingestije 
fitoplanktona, ravnoteže između unosa i eliminacije, apsorpcije, enzimatske transformacije, 
alometrije, a razlikuju se među različitim vrstama školjkaša (Reguera i sur., 2014.). Nakon 
ingestije fitoplanktona, dolazi do njihove probave uz djelovanje probavnih enzima koji potječu 

od školjkaša, ali i od razgradnje samog fitoplanktona. U probavnoj žlijezdi uslijed djelovanja 

transferaza, dolazi do niza transformacija toksina koje ovise o strukturi molekule. Do 
transformacije dolazi i unutar stanica probavne žlijezde gdje dolazi do esterifikacije OA, 
DTX1, DTX2 i diol estera s masnim kiselinama. Aciliranje je neophodno u detoksifikaciji 
gotovo svih vrsta školjkaša (Konoki i sur., 2013.; Reguera i sur., 2014.). U većini vrsta, više 

od 90% toksina iz okadaične skupine prisutno je u esterificiranom obliku, no pojedine vrste, 
poput dagnji, rijetko sadrže esterificirane toksine u udjelu većem od 50% (McNabb, 2008., 
Torgersen i sur., 2008.). Pretpostavlja se da je esterifikacija obrambeni mehanizam školjkaša 

budući da je toksičnost aciliranih derivata manja u odnosu na matične toksine od kojih 
nastaju. Uočeno je također da neke vrste esterificirane toksine eliminiraju brže, npr. D. 
trunculus (Vale, 2006.), dok je kod nekih vrsta brža eliminacija neesterificiranih toksina, npr. 
M. edulis i Ostrea edulis (Torgersen, 2008.). Apsorpcija okadaične skupine u samim 

školjkašima je mala (2-12%), a toksini se u većini vrsta kumuliraju najvećim dijelom u 

probavnom sustavu (Suzuki i sur., 2005.a; García i sur., 2015.). 
Prvi zabilježeni slučajevi DSP dogodili su se u Japanu 1976. i 1977. god. (Yasumoto i sur., 
1978.). Od tada su se toksini okadaične skupine proširili diljem svijeta, te se mogu naći u 

morima na području sjeverne i južne Amerike, Tajlanda, Australije, Novog Zelanda, no 
najveću pojavnost imaju u Europi i Japanu (Sosa i Tubaro, 2016.). Zbog učestale pojavnosti 

na nekim područjima predstavljaju značajan socio-ekonomski i zdravstveni problem (Gestal 
Otero, 2008.).  Okadaična skupina detektirana je u školjkašima izlovljenim u morima mnogih 
europskih država (Nizozemska, Norveška, Švedska, Danska, Njemačka, Francuska, 

Španjolska, Portugal, Irska, Velika Britanija, Italija, Hrvatska, Grčka), ponekad i u 
koncentracijama koje prelaze zakonodavstvom utvrđene NDK (EFSA, 2008.; Louppis i sur., 
2011.; Ciminiello i sur., 2014.; Arapov, 2013.). U školjkašima podrijetlom iz Europskih mora 

najčešće se pronalazi OA, dok su DTX češće prisutni u školjkašima podrijetlom iz sjeverne 

Amerike i Japana (Stonik i Stonik, 2016.). Prvo zabilježeno trovanje OA u sjevernom dijelu 



2. Teorijski dio 

22  

Jadrana dogodilo se 1989. god. u Italiji. Od početka 90-tih godina prošlog stoljeća, kada je i 
započelo istraživanje profila fikotoksina u ovom dijelu Jadrana, u školjkašima podrijetlom s 
tog područja, sve do sredine 90-tih dominirali su DTX i OA (Ciminiello i sur., 2010.a). U 
hrvatskom dijelu Jadrana, OA i DTX1 prvi put su detektirani 1994. god. u dagnjama 
izlovljenim u srednjem Jadranu  (Orhanović i sur., 1996.), dok je DTX2 detektiran 1997. god. 
(Pavela-Vrančič i sur., 2002.). Od uspostave monitoringa fikotoksina u Hrvatskoj, povremena 
pojavnost OA zabilježena je u školjkašima podrijetlom iz južnog (Ninčević-Gladan i sur., 
2010.) i srednjeg dijela Jadrana (Bogdanović i sur., 2022.), kao i u onima podrijetlom i iz 
sjevernog Jadrana (akvatorij istarskog poluotoka), u kojima je više puta utvrđena 

koncentracija OA iznad NDK (Ninčević-Gladan i sur., 2008.; 2010.; 2011.). 

2.2.11. Pektenotoksini 
Pektenotoksini (PTX) su termostabilni lipofilni makrociklički polieterski spojevi, strukturno 
slični OA zbog prisustva cikličkih etera u molekuli, te karboksilne skupine koja se u PTX 

nalazi u obliku makrocikličkog laktona (Ciminiello i sur., 2009.). Poznato je 20 analoga ove 
skupine (Boundy i sur., 2020.). Prvotno su izolirani iz Japanske kapice (Patinopecten 
yessoensis) (Yasumoto i sur., 1985.). Kao i okadaičnu skupinu, proizvode ih Dinophysis 
vrste. Dinophysis vrste proizvode samo jedan od toksina ove dvije skupine ili istovremeno 
mogu proizvoditi toksine iz obje skupine, u različitim udjelima koji ovise ne samo o soju 
dinoflagelata već i o njihovom geografskom podrijetlu (Reguera i Pizzaro, 2008.). Jedan dio 
PTX ne proizvode dinoflagelati već nastaju metaboliziranjem PTX2 u školjkašima, kao npr. 

pektenotoksin-2-sekokiselina (PTX2SA), 7-epi-PTX2SA (Suzuki i sur., 2001.) i njihovi esteri 
(Wilkins i sur., 2006.) te PTX6 (Matsushima i sur., 2015.). Glavni metabolički put PTX2 u 

mnogim školjkašima je konverzija u PTX2SA (Vale i Sampayo, 2002.; MacKenzie i sur., 
2002; Miles i sur., 2004.a), a budući je njena citotoksičnost manja u odnosu na PTX2, 
pretpostavlja se da je to mogući način dekontaminacije školjkaša (Daiguji i sur., 1998.). 
Matične molekule od kojih metaboliziranjem u školjkašima nastaju novi analozi uz PTX2 su 
još i PTX11, 12 i 13 (Miles i sur., 2004.b; Miles i sur., 2006.a; Suzuki i sur., 2006.) U jako 
bazičnom mediju PTX se lako razaraju, a nestabilni su i u kiselom mediju kada dolazi do 
njihove pretvorbe u sekokiseline (EFSA, 2009.c). 
PTX djeluju na aktinski citoskelet različitih vrsta stanica (Spector i sur., 1999.; Leira i sur., 
2002.; Ares i sur., 2005.), pri čemu ključnu ulogu u vezivanju na aktin ima prstenasti dio 

molekule PTX (Allingham i sur., 2007.). Posljedica je narušavanje staničnih funkcija koje 

ovise o citoskeletonu, uslijed depolimerizacije F-aktina (Ares i sur., 2007.; Espiña i sur., 
2008.). Aktivnost analoga PTX prema F-aktinu nije jednaka, stoga se međusobno razlikuju 

po toksičnosti. Osim učinka na F-aktin, PTX1 izaziva smanjenje mikrotubula u plazmi što 
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mijenja njihov radijalni raspored (Zhou i sur., 1994.). Uočeno je citotoksično djelovanje PTX 
na mnoge vrste stanica, a uočeno je da PTX1 i PTX2 izazivaju apoptozu stanice (Chae i sur., 
2005.). 
Smatra se da su PTX hepatotoksični. Nakon intraperitonealne aplikacije PTX1 uočena je 

nekroza hepatocita (Terao i sur., 1986.), dok je PTX2 izazvao povećanje koncentracije 
serumskih enzima koji ukazuju na oštećenje jetre (Yoon i sur., 1997.). 
Do sada nema zabilježenih slučajeva trovanja ljudi toksinima iz ove skupine (EFSA, 2009.c), 
a mnoga istraživanja na životinjama ukazuju da nakon oralnog unosa PTX ne izazivaju 
proljev (Hamano i sur., 1986.; Suzuki i sur., 2006.; Ito i sur., 2008.), te da su neopravdano bili 
svrstani u skupinu toksina DSP zbog koekstrakcije u organskim otapalima, zajedničkog 

podrijetla (Dinophysis vrste) i česte supojavnosti s OA. Iako su pojedina istraživanja ukazala 

na određene toksične učinke (Ishige i sur., 1988.; Ito i sur., 2008.), toksičnost nakon oralnog 

unosa značajno je manja u odnosu na toksičnost nakon intraperitonealne aplikacije (EFSA, 
2009.c). Intraperitonealno aplicirani, najveću toksičnost iskazuju PTX1, PTX2, PTX3 i PTX11 
(Boundy i sur., 2020.) (Slika 4), te je uz PTX4 i PTX6 za njih CONTAM panel predložio 

privremenu TEF vrijednost 1, s obzirom da ne postoji dovoljno podataka na temelju kojih bi 
se pouzdano utvrdila njihova relativna toksičnost (EFSA, 2009.c). Simptomi trovanja 
nastupaju vrlo brzo nakon intraperitonealne aplikacije PTX pokusnim životinjama, pri čemu 

se javlja pogrbljenost, letargičnost, ataksija, otežano disanje i cijanoza (Munday, 2008.a). 

 

 
Slika 4 Kemijska struktura najtoksičnijh predstavnika skupine PTX (modificirano iz 

Suzuki, 2008.) 
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PTX se mogu pronaći u školjkašima diljem svijeta, uključujući Australiju (Burgess, 2003.), 
Japan (Suzuki i sur., 2005.b), Novi Zeland (MacKenzie i sur., 2002), južnu Ameriku 

(Alcántara-Rubira i sur., 2018.; Díaz i sur., 2020.) i Europu (Draisci i sur., 1999.; Morris i sur., 
2004.; Puente i sur., 2004.; Vale i sur., 2008.; Lindegarth i sur., 2009.). U Jadranskom moru, 
prvi put su detektirani 1994. god. u fitoplanktonu Dinophisys fortii iz sjeverozapadnog 
Jadrana (Draisci i sur., 1996.), a 1995. god. u dagnjama podrijetlom iz srednjeg Jadrana 
(Pavela-Vrančić i sur., 2006.). Od tada se povremeno pronalaze u školjkašima u Jadranu u 

niskim koncentracijama (Ninčević-Gladan i sur., 2010.; 2011.; Bogdanović i sur., 2022.). 

2.2.12. Jesotoksini 
Još jedna skupina fikotoksina koji su bili svrstavani u skupinu DSP zbog lipofilnih svojstava i 

koekstrakcije s okadaičnom skupinom, su jesotoksini. To su policiklički eterski spojevi 
(Ferrari i sur., 2004.) koje proizvode dinoflagelati Protoceratium reticulatum (Satake i sur., 
1997.; Paz i sur., 2004.), Lingulodinium polyedra (Paz i sur., 2004.) i Gonyaulax spinifera 
(Rhodes i sur., 2006.). Prvi put su izolirani 1986. god. u kapicama Patinopecten yessoensis i 
to analog 45-OH YTX. Od tada je otkriveno preko devedeset analoga, ali samo za dio njih 
struktura molekule u potpunosti je identificirana (Miles i sur., 2005.; Miles i sur., 2006.b; 
Ciminiello i sur., 2007.; EFSA, 2009.d; Rubini i sur., 2021.). Jedan dio analoga nastaje u 
dinoflagelatima, dok neki od njih nastaju metaboliziranjem u školjkašima (Paz i sur., 2008.). 
YTX je disulfatirani polieter izgrađen od 11 etera različitih veličina, poredanih u 
karakterističnu strukturu poput ljestava i terminalnog acikličkog nezasićenog lanca s devet 
ugljikovih atoma (Ciminiello i Fattorusso, 2008.) (Slika 5). Molekula YTX je liposolubilna, a 
zbog dvije sulfatne skupine ima amfotermna svojstva (Paz i sur., 2008.). 
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Slika 5 Kemijska struktura jesotoksina uključenih u ovo istraživanje (modificirano iz 

Ciminiello i Fatturosso, 2008.) 
Unatoč brojnim istraživanjima, mehanizam djelovanja YTX još uvijek nije u potpunosti 
razjašnjen (Dominguez i sur., 2010.; Farabegoli i sur., 2018.). Dosadašnja in vitro istraživanja 

ukazuju na citotoksičnost YTX uslijed djelovanja na unutarstaničnu homeostazu Ca2+ iona, 
cikličkog adenozin monofosfata, modifikacije citoskeleta, aktivacije kaspaza i otvaranja 
mitohondrijskih prijelaznih pora (Tubaro i sur., 2010.). 
Slučajevi trovanja ljudi fikotoksinima iz ove skupine nisu zabilježeni (Munday i sur., 2008.), 
međutim, toksičnost nakon intraperitonealne aplikacije na pokusnim životinjama je velika 
(Ogino i sur., 1997.). Simptomi nastupaju unutar nekoliko sati, prethodi im nekoordiniranost 
pokreta i skakanje (Franchini i sur., 2004.a), potom iscrpljenost, a smrt nastupa u kratkom 
vremenu uslijed dispneje. Elektronskom mikroskopijom uočavaju se oštećenja srčanog 

mišića (Tubaro i sur., 2003.; Suárez Korsnes i sur., 2006.), jetre, gušterače (Terao i sur., 
1990.), te Purkinje neurona u mozgu (Franchini i sur., 2004.a). Rezultati pokusa na miševima 

ukazuju da je toksičnost nakon oralnog unosa znatno manja. Unešeni oralnim putem, YTX 

slabo se resorbiraju, najvećim dijelom se zadržavaju u crijevima, a izlučuju stolicom (Munday 

i sur., 2008.). Čak i pri izloženosti većim dozama, nisu uočena oštećenja probavnog sustava, 

već samo manje, prolazne promjene u ponašanju (Ogino i sur., 1997.) i neznatne promjene 
stanica srčanog mišićnog tkiva (Aune i sur., 2002.). Uočen je utjecaj letalnih, ali i subletalnih 
doza na timus i imunosni sustav (Franchini i sur., 2004.b). 
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S obzirom na nedostatak podataka o toksičnom učinku na ljude i nisku toksičnost nakon 

oralnog unosa, temeljem podataka o toksičnosti nakon intraperitonealne aplikacije pokusnim 

životinjama, utvrđene su vrijednosti TEF 1 za YTX, homo YTX, 45-OH YTX, dok za 45-OH 
homo YTX iznosi 0,5. Dokaza o njihovoj kroničnoj toksičnosti i karcinogenosti nema (EFSA, 
2009.d). 
Usporedbom profila fikotoksina ove skupine u dinoflagelatima s onim u školjkašima, 

zaključeno je da dolazi do strukturnih promjena YTX i homo YTX, uslijed čega nastaju novi 

analozi. Intenzitet metaboliziranja i struktura novonastalih analoga ovisi o vrsti školjkaša 
(Ciminiello i Fatturosso, 2008.). Od analoga, u dinoflagelatima dominiraju YTX i homo YTX 
(Paz i sur., 2007.), dok se u školjkašima najčešće nalaze 45-OH YTX i karboksi YTX 
(COOH-YTX) (Samdal i sur., 2005.). U školjkašima, YTX najvećim dijelom se nakupljaju u 
probavnim žlijezdama i imunocitima (Franchini i sur., 2003.). 
Jesotoksini se često pronalaze u plodovima mora diljem svijeta. Nakon otkrivanja i 
identifikacije u Japanu (Munday i sur., 2008.), detektirani su u Koreji (Lee i sur., 2012.), Africi 
(Pitcher i sur., 2019.), Južnoj Americi i Novom Zelandu (Yasumoto i Takizawa, 1997.), Europi 
(Vale i sur., 2008.; EFSA, 2009.d; Rodríguez i sur., 2015.; FSAI, 2016.). Od sredine 
devedesetih godina prošlog stoljeća, YTX, homo YTX i njihovi analozi postaju najzastupljeniji 

fikotoksini u školjkašima iz Jadranskog mora (Ciminiello i sur., 2010.a). YTX i njegovi analozi 
COOH-YTX, 45-OH YTX i homo YTX prvi put su detektirani 2004. god. u dagnjama 
prikupljenim iz hrvatskog dijela Jadrana (sjeverni Jadran) (Ninčević Gladan i sur., 2008.). Od 
tada se javljaju također i u školjkašima iz srednjeg i južnog Jadrana, uglavnom u 
koncentracijama nižim od NDK (Čustović i sur., 2009.; Ninčević Gladan i sur., 2010.; 
Bogdanović i sur., 2022.). 

2.2.13. Azaspiracidi 
Azaspiracidi (AZA) su skupina fikotoksina otkrivena 1995. god. nakon slučajeva trovanja 

uslijed konzumacije dagnji irskog podrijetla u Nizozemskoj. Zabilježeni su simptomi isti kao i 
u slučaju DSP, međutim, kasnije je ustanovljeno da uzrok nisu toksini okadaične skupine, 
već azaspiracidi (Satake i sur., 1998.). Nakon ovog incidenta, slučajevi azaspiracidnog 
trovanja školjkašima (AZP - Azaspiracid shellfih poisoning) zabilježeni su u Irskoj, Velikoj 
Britaniji, Italiji, Francuskoj, Norveškoj i Španjolskoj, a velik dio povezan je s školjkašima 

uvezenima iz Irske (Ryan i sur., 2008.). 
Azaspiracide proizvode dinoflagelati roda Azadinium i Amphidoma (Krock i sur., 2009.a; 
Krock i sur., 2012.; Tillmann i sur., 2014.). Njihovu strukturu čini polieterska okosnica 

karakteristična za mnoge toksine koje proizvode dinoflagelati, ali sa jedinstvenim strukturnim 
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karakteristikama. Molekula sadži tri spiro spoja, heterocikličku amino skupinu i terminalno 
smještenu alifatsku karboksilnu skupinu (Slika 6) (Satake i sur., 1998.; Nicolaou i sur., 
2006.a; Nicolaou i sur., 2006.b). Skupinu čini najmanje 30 analoga identificiranih u 
fitoplanktonu i školjkašima, no trenutno su zakonodavstvom regulirane NDK samo za AZA1, 
AZA2 i AZA3 (Hess i sur., 2016.). Od svih analoga samo oni se pojavljuju u koncentracijama 
koje mogu ugroziti ljudsko zdravlje (EFSA, 2008.b), međutim, utvrđeno je da analozi AZA17 i 
AZA19 tijekom termičke obrade prelaze u toksičnije AZA3 i AZA6, te se predlaže i njihovo 
uključivanje u zakonodavstvo (McCarron  i sur., 2008.). 

 
Slika 6 Kemijska struktura azaspiracida 1, 2 i 3 (modificirano iz EFSA, 2008.b) 

AZP najčešće je bilo uzrokovano kontaminiranim dagnjama (Furey i sur., 2010.), međutim, 
mogu se nakupljati i u drugim vrstama školjkaša poput kamenica i kapica (Hess i sur., 
2003.). Kumulacija azaspiracida u tkivu školjkaša razlikuje se u odnosu na ostale polieterske 
fikotokisne. Toksičnost nije uvijek ograničena na probavnu žlijezdu, a tijekom produljene 

izloženosti visokim koncentracijama azaspiracida uočen je prijenos toksina u druga tkiva 
(Magdalena i sur., 2003.a), a uočena je i biokonverzija (Rehmann i sur., 2008; McCarron i 
sur., 2009; O’Driscoll i sur., 2011). 
Iako mehanizam djelovanja azaspiracida nije u potpunosti poznat, in vitro istraživanja na 

različitim kulturama stanica ukazuju na njihovu citotoksičnost i utjecaj na više staničnih 

procesa (EFSA, 2008.b; Botana i sur., 2014.). Izazivaju opsežne morfološke promjene i 
promjene citoskeletona, mijenjaju raspored i smanjuju koncentraciju F-aktina (Román i sur., 
2002.; Twiner i sur., 2005.; Twiner i sur., 2012.a), utječu na koncentraciju cikličkog adenozin 
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monofosfata i Ca2+ iona u citosolu, homeostazu protona (Román i sur., 2002.; Alfonso i sur., 
2006.), te izazivaju hiperpolarizaciju neuronske membrane (Vale i sur., 2010.). Inhibiraju 
hERG (engl. the human Ether-à-go-go Related Gene), specifične kalijeve naponsko ovisne 
kanale važne za provodljivost impulsa u srcu (Twiner i sur., 2012.b). Svi analozi nemaju 
jednake učinke na navedene mehanizme, što Alfonso i sur. (2006.) objašnjavaju razlikama u 

strukturi.  
Konzumiranje plodova mora kontaminiranih azaspiracidima uzrokuje sindrom AZP. Unutar 
nekoliko sati od konzumacije javljaju se gastrointestinalni simptomi i to mučnina, povraćanje, 

grčevi i proljev, koji u potpunosti nestaju nakon 2-3 dana (McMahon i Silke, 1996.). Nakon 
oralne aplikacije glodavcima, uočena su oštećenja organa probavnog trakta – crijevnog 
epitela, lamina propria i crijevnih resica (Ito i sur., 2002.). Nakon intraperitonealne aplikacije, 
javljaju se neurološki simptomi, uključujući tromost, poteškoće s disanjem, grčeve, paralizu i 
smrt unutar 90 minuta (Twiner i sur., 2008.). Ne postoje podaci o mutagenosti i 
genotoksičnosti, dok istraživanja o tumorskom potencijalu ove skupine toksina nisu potvrdila 
njihovu karcinogenost i tumorogenost (Hess i sur., 2016.). Temeljem podataka o akutnim 
letalnim dozama analoga AZA1 do AZA5 nakon intraperitonealne aplikacije miševima, 

utvrđene su vrijednosti TEF za AZA1 = 1; AZA2 = 1,8; AZA3 = 1,4 (EFSA, 2008.b). 
Osim u Europi (Magdalena i sur. 2003.b; EFSA, 2008.b; Blanco i sur., 2017.), azaspiracidi su 
detektirani u sjevernoj i južnoj Americi (Twiner i sur., 2008.; López-Rivera i sur., 2010.), Africi 
(Taleb i sur., 2006.), Japanu (Ueoka i sur., 2009.) i Kini (Yao i sur., 2010.). U Jadranskom 
moru pojavljuju se rijetko i u niskim koncentracijama. Prvi put su detektirani u školjkašima na 
području sjevernog dijela srednjeg Jadrana 2012. god. (Bacchiocchi i sur., 2015.), a u 
školjkašima podrijetlom iz južnog Jadrana detektirani su 2017. god. (Talić i sur., 2020.). 

2.2.14. Ciklički imini 
Ciklički imini su skupina lipofilnih fikotoksina za koju je karakteristično da sadrže spiro-spoj 
eterskih dijelova molekule te imino-skupinu za koju se smatra da je odgovorna za njihovu 
akutnu neurotoksičnost. U CI spadaju spirolidi (SPX), gimnodimini (GYM), pinatoksini (PnTX) 
i pteriatoksini (PtTX), te prorocentrolidi i spiro-prorocentrimini (Cembella i Krock, 2008.). 
Struktura im je sačinjena od makrocikličkog kostura koji se sastoji od 14 do 27 ugljikovih 
atoma, te posjeduju dva karakteristična dijela molekule - ciklički imin i spiroketalni sustav 
prstena (Molgó i sur., 2017.). Osim zbog strukturne sličnosti, svrstani su u istu skupinu na 

temelju akutne neurotoksičnosti. Nakon intraperitonealne aplikacije uzrokuju smrt pokusnih 
miševa u vrlo kratkom roku (EFSA, 2010.). Otkriveni su među posljednjima i iako nisu 

zabilježeni slučajevi trovanja ovim fikotoksinima, ne postoji dovoljno podataka na temelju 
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kojih bi se utvrdio rizik za potrošače (EFSA, 2010.; Cembella i Krock, 2008.). Detaljnije će biti 

opisane podskupine CI koje su predemet ovog istraživanja. 

2.2.15. Spirolidi 
Spirolidi (SPX) predstavljaju najveću i najistraženiju podskupinu CI. Do sada je poznato 16 

analoga koji se prema strukturi mogu grupirati u četiri podskupine, a međusobno se razlikuju 

po strukturi spiroimina, spiroketalnih prstena, broju metilnih i hidroksilnih skupina i 
zasićenosti na položaju 2,3 laktonskog prstena. Prvu skupinu spirolida čine SPX A-D i njihovi 
dezmetil analozi čije molekule sadrže karakteristični 6-5-5 spiroketalni sustav prstena (Molgó 
i sur., 2016.). Ovoj skupini pripada i 13-dezmetil spirolid C (SPX1) (Slika 7), koji se u odnosu 
na ostale analoge u školjkašima pojavljuje najčešće i u najvećim koncentracijama (EFSA, 

2010.), te je uz SPX C i 20-metil SPX G najtoksičniji nakon intraperitonealne aplikacije 

pokusnim životinjama (Munday, 2008.b). Drugu skupinu čine biološki inaktivni SPX E i F koji 

umjesto cikličkog imina sadrže aciklički aminoketon. U trećoj skupini su SPX G i 20-metil 
SPX G sa 6,6,5 spiroketalnim prstenom, dok četvrtu čine SPX H i I koji su strukturno identični 

SPX C i D, osim što imaju 6,5 spiroketalni prsten (Molgó i sur., 2016.). Svi spirolidi topljivi su 
u metanolu i kloroformu (Cembella i Krock, 2008.). 

 
Slika 7 Kemijska struktura 13-dezmetil spirolida C (modificirano iz Cembella i Krock, 

2008.) 
Spirolidi su metaboliti globalno rasprostranjenih dinoflagelata Alexandrium vrsta 
(Alexandrium ostenfeldii i Alexandrium peruvianum) (Molgó i sur., 2014). Školjkaši su otporni 

na značajniji toksični učinak spirolida te ih mogu nakupljati u velikim količinama u svom tkivu. 
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Nakon kontaminacije, većina toksina zadržava se u njihovim probavnim žlijezdama 

(Medhioub i sur., 2012.). Školjkaši su sposobni transformirati spirolide u netoksične molekule 

hidroliziranjem spiroimina, međutim, tu postoji razlika među analozima – oni koji sadrže dvije 

metilne skupine u spiroiminu kemijski su otporniji (Hu i sur., 2001.). Također, podložni su i 
esterifikaciji u školjkašima (Aasen i sur., 2006.). 
Nakon pojave i identifikacije u Kanadi 1990.-tih godina u dagnjama (M. edulis) i kapicama (P. 
magellanicus), spirolidi su se proširili po cijelom svijetu (Cembella i Krock, 2008.). 
Identificirani su u mnogim vrstama školjkaša ili gore navedenim dinoflagelatima u Južnoj 

Americi (Guinder i sur., 2018.), Novom Zelandu (Otero i sur., 2020.), Japanu (Hu i sur., 
1995.), Danskoj (MacKinnon i sur., 2006.), Norveškoj (Aasen i sur., 2005.), Španjolskoj 

(Otero i sur., 2019.), Francuskoj (Amzil i sur., 2007.) i Italiji (Ciminiello i sur., 2010.b). U 
Jadranskom moru prva pojava spirolida zabilježena je 2003. god. u školjkašima 

prikupljenima na području sjevero-zapadnog Jadrana (Ciminiello i sur., 2010.a) i od tada se 
sporadično pojavljuju u školjkašima u niskim koncentracijama (Pistocchi i sur., 2012.; Ujević i 

sur., 2019.; Kvrgić i sur., 2021.). U hrvatskom dijelu Jadrana, prvi put su detektirani 2006. 
god. u školjkašima izlovljenima na području zapadne obale Istre (Ninčević Gladan i sur., 

2011.). 

2.2.16. Gimnodimini 
Gimnodimine proizvode dinoflagelati Karenia selliformis (Miles i sur., 2000.) i pojedini sojevi 
Alexandrium ostenfeldii (Martens i sur., 2017.) i Alexandrium peruvianum (Van Wagoner i 
sur., 2011.) koji proizvode i spirolide. Prvi put su izolirani iz kamenica Tiostrea chilensis 
(gimnodimin A) podrijetlom iz tjesnaca Foweaux u Novom Zelandu (Seki i sur., 1995.).  
Strukturno su vrlo slični spirolidima (Zurhelle i sur., 2018.). Gimnodimini su šesteročlani 

ciklički imini bez metilnih skupina u iminskom prstenu, s nezasićenim laktonom i 

tetrahidrofuranskim prstenom (Slika 8). Do sada je identificirana struktura osam analoga 
(Zurhelle i sur., 2018.).  
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Slika 8 Kemijska struktura gimnodimina (modificirano iz Cembella i Krock, 2008.) 

U školjkašima se dugo zadržavaju nakon kontaminacije toksičnim vrstama dinoflagelata 

(MacKenzie i sur., 2002.), a kao i spirolidi, podložni su esterifikaciji (de la Iglesia i sur., 
2013.). Od svih CI, gimnodimini su najmanje toksični, neovisno o načinu ulaska u organizam, 

a u ovoj podskupini GYM A je najtoksičniji (Molgó i sur., 2014.). Gimnodimini iskazuju 
ihtiotoksično djelovanje (Seki i sur., 1995.), dok GYM osim što doprinosi smanjivanju broja 

neurona, čini ih osjetljivijima na apoptotičko djelovanje OA, koju također proizvodi 

dinoflagelat Karenia selliformis (Dragunow i sur., 2005.). 
Osim u Novom Zelandu, gimnodimini su pronađeni diljem svijeta u mnogim vrstama 
školjkaša i to u dagnjama, kamenicama, kapicama, kućicama, morskim puževima, 

priljepcima i endemičnim školjkašima u Novom Zelandu i Australiji, Tunisu, Južnoj Africi, Kini 
i Mediteranskom moru (Biré i sur., 2002.; Takahashi i sur., 2007.; Krock i sur., 2009.b; Wu i 
sur., 2015.; Farabegolli i sur., 2018.; Hassoun i sur., 2021.). U školjkašima podrijetlom iz 

hrvatskog dijela sjevernog Jadrana, gimnodimini su prvi put detektirani 2006. god. (Ninčević 

Gladan i sur., 2011.). U tom, te u ostalim dijelovima Jadrana pojavljivali su se u školjkašima u 

niskim koncentracijama (Ujević i sur., 2014.; Ujević i sur., 2019.; Kvrgić i sur., 2021.).  

2.2.17. Pinatoksini 
Pinatoksini (PnTX) su prvi put izolirani iz školjkaša Pinna muricata u Japanu (Uemura i sur., 
1995.). Dinoflagelat koji proizvodi pinatoksine otkriven je 2010. god. u Novom Zelandu 
(Rhodes i sur., 2010.), te je kasnije identificiran kao Vulcanodinium rugosum (Nézan i 
Chomérat, 2011.). Do sada je identificirano osam analoga (PnTX A-H). Struktura PnTX vrlo 
je slična strukturi spirolida. Molekula PnTX sadrži sedmeročlani ciklički imin s dva metilna 
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supstituenta, 6,5,6 spiroketalni prsten i biciklički eter u makroprstenu. Supstituent na C33 
može biti karboksil (PnTX-A), vinil (PnTX-G, PnTX-H), glicinil (PnTX-B i PnTX-C), 
butirolakton (PnTX-F), ketobutirična kiselina (PnTX-D) i hidroksibutirična kiselina (PnTX-E). 
Analozi se razlikuju i po supstituentima na polažajima C21, C22, C28 (hidroksilna ili metilna 
skupina) (Molgó i sur., 2016.). Slika 9 prikazuje kemijsku strukturu PnTX-G. Pretpostavlja se 
da su PnTX-G i F prekursori od kojih metaboličkim i hidrolitičkim transformacijama u 

školjkašima nastaju ostali analozi. Od ostalih CI, PnTX se razlikuju po izrazitoj kemijskoj 
stabilnosti pri niskoj pH vrijednosti (Selwood i sur., 2010.). 

 

 
Slika 9 Kemijska struktura PnTX (modificirano iz Molgó i sur., 2016.) 

Pinatoksini su detektirani u manjim koncentracijama u raznim vrstama školjkaša, poput 
dagnji, kamenica i koritnica, i to u mnogim morima. Osim u Japanu i Novom Zelandu, gdje su 
i otkriveni (Uemura i sur., 1995.; Rhodes i sur., 2010.), pojavljuju se u Australiji (Rhodes i 
sur., 2011.), Kanadi (McCarron i sur., 2012.), Europi (Miles i sur., 2010.; Hess i sur., 2013.; 
García-Altares i sur., 2014.; McCarthy i sur., 2015.) i Jadranskom moru (Rambla-Alegre i 
sur., 2018.; Kvrgić i sur., 2021.). Moguće je da je jedan od razloga njihove globalne 

rasprostranjenosti sposobnost preživljavanja V. rugosum, kao i mnogih drugih vrsta 
mikroalgi, u balastnim vodama brodova koji ih mogu transportirati u različita područja (Garrett 

i sur., 2014.).  

2.2.18. Toksično djelovanje cikličkih imina 
CI spadaju u skupinu brzodjelujućih neurotoksina budući da simptomi nastaju naglo po 
njihovoj izloženosti, a smrt nastupa unutar nekoliko minuta od intraperitonealne aplikacije 
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pokusnim životinjama. Nakon oralne aplikacije simptomi se javljaju nešto kasnije, no za ovu 
skupinu fikotoksina karakteristično je da ili izazivaju smrt pokusnih životinja, ili se one u 

potpunosti oporave bez dugoročnih posljedica. Svi CI izazivaju iste simptome, neovisno o 
načinu ulaska u organizam (Molgó i sur., 2014.). Neurološki simptomi uključuju 

hiperaktivnost, nakostriješenost dlake, hiperekstenziju leđa, ukrućivanje i izvijanje repa 
prema glavi, paralizu stražnjih nogu, drhtanje, poteškoće s disanjem i prestanak disanja 
(Munday i sur., 2004.; Kharrat i sur., 2008.; Selwood i sur., 2010.; Munday i sur., 2012.a; 
Otero i sur., 2012.; Munday i sur., 2012.b; Molgó i sur., 2016.; Sosa i sur., 2020.). Sistemska 
toksičnost u pokusnih miševa nakon oralne aplikacije ukazuje na to da se spirolidi resorbiraju 
iz probavnog trakta sisavaca. Dokazano je njihovo prisustvo u krvi, urinu i stolici unutar 
jednog sata od aplikacije, ali i brza eliminacija iz organizma (Otero i sur., 2012.).  
Mehanizam djelovanja CI je inhibicija različitih podtipova nikotinskih acetilkolin receptora 
(nAChR) u centralnom i perifernom živčanom sustavu. Acetilkolin (ACh) je endogeni agonist 
navedenih receptora i posrednik prijenosa podražaja u sinapsama. CI se kao antagonisti 
ACh vežu na α podjedinicu receptora, pri čemu ključnu ulogu ima šestero ili sedmeročlani 

ciklički imin. Na afinitet vezivanja utječu rezidue aminokiselina ostalih podjedinica receptora, 

ali i broj i položaj metilnih skupina u analozima (Molgó i sur., 2014.; Molgó i sur., 2016.). 
Vežu se i na muskarinske receptore (mAChR), no s manjim afinitetom u odnosu na nAChR 
(Molgó i sur., 2014.). Afinitet vezivanja razlikuje se među analozima podskupina CI, npr. 

vezanje SPX1, 13,19-didezmetil SPX C i 20-metil SPX G na receptore je izrazito dugotrajno 
(Bourne i sur., 2010.), za razliku od vezanja GYM i PnTX A čiji je antagonizam za nAChR 

kratkotrajan, a iz čega proizlaze i razlike u toksičnosti među analozima (Molgó i sur., 2017.). 
Toksičnost CI nakon oralne aplikacije značajno je manja u odnosu na toksičnost nakon i.p. 

aplikacije, osim za PnTX. Oralna toksičnost analoga PnTX-F, G i H je samo 1,6 do 9,3 puta 
manja od i.p. toksičnosti (Richard i sur., 2001.; Molgó i sur., 2016.). Prema podacima 
istraživanja, nakon i.p. aplikacije pokusnim miševima najtoksičniji CI su SPX1, SPX C, 20-
metil SPX G i PnTX-F (Selwood i sur., 2010.; Munday i sur., 2012.a; Munday i sur., 2012.b). 
Dosad nije zabilježen niti jedan slučaj trovanja toksinima ove skupine, no nema dovoljno 
toksikoloških podataka koji bi dokazali da nisu toksični za ljude (Molgó i sur., 2014.), naročito 

zbog istraživanja koja ukazuju da imaju jednak toksični učinak na AChR koji potječu od 

različitih vrsta (Molgó i sur., 2016.). Budući se resorbiraju iz probavnog trakta sisavaca, 

njihovo toksično djelovanje u organizmu je moguće (Otero i sur., 2012.). Za PnTX je 
dokazano da osim instestinalne, prolaze krvno-moždanu i placentarnu barijeru (Servent i 

sur., 2021.). Iako nisu potvrđeni slučajevi trovanja ljudi, zabilježena je navodna pojava 
želučanih tegoba i tahikardije u potrošača nakon konzumacije školjkaša kontaminiranih CI u 
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Kanadi (Richard i sur., 2001.), te dermatitisa kod kupača izloženih dinoflagelatu V. rugosum 
na Kubi (Moreira-González i sur., 2021.). 

2.3. METODE ODREĐIVANJA FIKOTOKSINA 
Nakupljanje fikotoksina u plodovima mora može prouzročiti velike ekonomske gubitke zbog 

zatvaranja uzgajališta školjkaša, a što je još značajnije, moguće je trovanje potrošača koje 
može završiti i letalnim ishodom. Da bi se osigurala njihova sigurnost, zakonodavstvom su 
utvrđene NDK pojedinih skupina fikotoksina u školjkašima, kao i analitičke metode 
(referentne metode) za njihovu detekciju i kvantifikaciju (Rodríguez i sur., 2017.). Osim 
referentnih, postoji niz drugih metoda kojima se mogu detektirati ili kvantificirati fikotoksini. 
Ovisno o karakteristikama, mogu biti potvrdne metode kojima se pojedini fikotoksini 
detektiraju i precizno kvantificiraju, a mogu biti i brze metode probira ili one koje će omogućiti 

otkrivanje još nepoznatih fikotoksina. Općenito se dijele na ne-analitičke i analitičke metode 
(Louzao i sur., 2022.). 
Prva ne-analitička metoda primijenjena u ovom području u svrhu ispitivanja sigurnosti hrane 
bila je in vivo proba iz 18. stoljeća, kada su se životinjama na brodu davali mali komadići riba 

ili školjkaša prije nego što su ih konzumirali članovi posade (Louzao i sur., 2022.).  Prva 
formalna metoda detekcije i kvantifikacije fikotoksina je biološki pokus na miševima koji se 
bazira na i.p. aplikaciji ekstrakta školjkaša i promatranja uginuća životinje, kao i vremena 
proteklog od aplikacije do uginuća (Gerssen i Klijnstra, 2017.). Mnogo godina ova metoda 
bila je referentna za određivanje pojedinih skupina fikotoksina (DSP, PSP), no zbog tehničkih 

i etičkih razloga zamijenjena je drugim ne-analitičkim i analitičkim metodama. Međutim, još 

uvijek je korisna u ispitivanju novih, nepoznatih fikotoksina. Ne-analitičke metode koje mjere 
interakciju molekule toksina sa specifičnim proteinima su npr. imunološki ELISA test (engl. 
enzyme linked immunosorbent assay) (Garthwaite i sur., 2001.) kao i LFIA test (engl. lateral 
flow immunoassays) (Anfossi i sur., 2013.). Imunološki testovi su jednostavni za primjenu, ali 

nedostatak im je nespecifičnost. Razvijeni su i testovi na kulturama stanica od kojih je 
najupotrebljavaniji test održivosti koji se temelji na brojanju zdravih stanica izloženih uzorku 

nakon određenog razdoblja inkubacije. U ovu skupinu spadaju i elektrofiziološki test i 
fluorimetrijsko određivanje promjene membranskog potencijala. Nedostatak ovih metoda je 
nespecifičnost i nepraktičnost (Ledreux i sur., 2012.; Manger i sur., 2014.; Louzao i sur., 
2022.). 
Za razliku od prethodno navedenih, analitičke metode su osjetljive, precizne i omogućuju 

idektifikaciju i kvantifikaciju pojedinačnih analoga ukoliko su za njih dostupni analitički 

standardi. Većina njih se temelji na separaciji analita tekućinskom kromatografijom, te 
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detekcijom nekim od detektora – spektrometrom masa, fluorescencijskim (FLD) ili 
detektorom apsorbancije svjetlosti u ultraljubičastom i vidljivom području (UV/VIS). Najčešće 

se koriste tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, engl. High Performance 
Liquid Chromatography) i tekućinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC, engl. 
Ultra-High Performance Liquid Chromatography) na obrnutim fazama (stacionarna faza je 
nepolarna, mobilna faza je polarna). Prve validirane analitičke metode za analizu fikotoksina 
bile su HPLC-UV metoda za detekciju DA i HPLC-FLD metoda s prekromatskom oksidacijom 
za detekciju skupine PST (Louzao i sur., 2022.). U rutinskim analizama lipofilnih toksina 
najveću primjenu ima tekućinska kromatografija u sprezi sa spektrometrijom masa (LC-
MS/MS) primjenom trostrukog kvadrupolnog analizatora masa (QqQ), koji omogućuje 

praćenje višestrukih reakcija (engl. Multiple Reaction Monitoring - MRM) tj. istovremeno 
praćenje više tranzicija iona (Louzao i sur., 2022.). Ova tehnika se sve više upotrebljava i u 

analizi hidrofilnih fikotoksina (EURLMB, 2010.; Thomas i sur., 2017.; Rodríguez i sur., 2018.). 
Za razliku od navedenih ciljanih analitičkih metoda, masena spektrometrija visoke rezolucije 

(HRMS) primjenjuje se u identifikaciji i karakterizaciji novootkrivenih fikotoksina, budući da 
omogućava analitičke podatke potrebne za identifikaciju nepoznatih molekula (Zendong i 
sur., 2015.). 
Nedostatak kromatografskih metoda u odnosu na biološke metode je to što su ciljane i što 

zahtijevaju analitičke standarde za svaki analog koji se kvantificira. Za mnoge analoge nije 

utvrđena vrijednost TEF te se neovisno o kvantifikaciji ne može odrediti njihova toksičnost. 
Jedan od većih nedostataka, naročito metoda sa spektrometrijom masa, je utjecaj matriksa 
na kvantifikaciju analita, koji može biti vrlo specifičan za svaki analog (Botana, 2014.). 
Neovisno kojoj skupini metoda pripada, neophodno je dokazati prikladnost za identifikaciju i 
kvantifikaciju fikotoksina koji se ispituje (Rodríguez i sur., 2017.). Provođenjem validacijske 

studije i određivanjem validacijskih parametara poput granice detekcije (LOD), granice 
kvantifikacije (LOQ), linearnosti, iskorištenja i preciznosti procjenjuje se prikladnost metoda 

za kvalitativno i kvantitativno određivanje analita u različitim matriksima. Budući za metode 

za određivanje fikotokisna zakonodavstvom nije propisan način provođenja validacije, kao ni 
uvjeti prihvatljivosti, validaciju je moguće provesti u skladu s Odlukom Komisije od 12. 
kolovoza 2002. o primjeni Direktive Vijeća 96/23/EZ o provođenju analitičkih metoda i 

tumačenju rezultata (2002/657/EZ) (EU, 2002.). 

2.4. PROCJENA IZLOŽENOSTI 
Procjena izloženosti je uz identifikaciju i karakterizaciju opasnosti odnosno rizika, neophodan 
element u kvantifikaciji rizika (WHO, 2009.). Identifikacija opasnosti odnosi se na 
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prepoznavanje vrste i prirode štetnog učinka biološkog, kemijskog ili fizikalnog čimbenika na 
organizam, sustav ili (pod)populaciju. Karakterizacija opasnosti odnosi se na razmatranje 
prirode, relevantnosti i mehanizma djelovanja štetnog čimbenika, uključujući kvantitativnu 

procjenu doza-odgovor učinka. Doza-odgovor pokusima na životinjama moguće je utvrditi 

razinu bez uočenog štetnog učinka (engl. No Observable Adverse Efect Level – NOAEL) te 
najveću ispitivanu dozu pri kojoj nije uočen štetni učinak. Vrijednost NOAEL može se 

ekstrapolirati primjenom sigurnosnog faktora na utvrđenu vrijednost najmanje razine pri kojoj 
će vjerovatno biti uočen štetni učinak (engl. Lowest Observed Adverse Effect Level - 
LOAEL). Veličina sigurnosnog faktora ovisi o podacima na temelju kojih je LOAEL 
procijenjen. Ukoliko je procijenjen temeljem podataka o toksičnim učincima na ljude, 

uzimajući u obzir individualne razlike, faktor uobičajeno ima vrijednost 10. Ako se NOAEL 
izvodi temeljem eksperimentalnih podataka na pokusnim životinjama, ovisno o prirodi i težini 

štetnog učinka te ostalim nesigurnostima, sigurnosni faktor iznosi 100 ili 1000. Pomoću 

parametra NOAEL mogu se utvrditi akutna referentna doza (engl. Acute Reference Dose - 
ARfD) i podnošljivi dnevni unos (engl. Tolerable Daily Intake – TDI). ARfD predstavlja 
količinu tvari koja se može unijeti hranom u jednom danu ili jednom obroku bez štetnih 

posljedica i štiti od trenutnog štetnog učinka, za razliku od TDI koji je definiran kao količina 

kontaminanta koji se može svakodnevno tijekom života unositi hranom, bez mjerljivog 
štetnog učinka, te štiti od kroničnog učinka (FAO, 2011.). 
Komisija Codex Alimentarius (CAC) definira procjenu izloženosti kao kvalitativnu i/ili 

kvantitativnu vjerojatnost unosa biološkog, kemijskog ili fizikalnog čimbenika putem hrane i 
ostalih relevantnih izvora. Procjena unosa (procjena prehrambene izloženosti) objedinjuje 

podatke o unosu hrane i koncentracije navedenih čimbenika u hrani. Procijenjeni unos se 

može usporediti sa toksikološki referentnim vrijednostima kao dio karakterizacije rizika. 

Procjena se može odnositi na akutnu (do 24 sata) i dugoročnu, odnosno kroničnu izloženost 

(svakodnevna izloženost tijekom života) (WHO, 2009.). 
Karakterizacija rizika objedinjuje identifikaciju i karakterizaciju opasnosti te procjenu 
izloženosti, s ciljem utvrđivanja stupnja rizika od štetnosti nekog kontaminanta, kao i 

procjene razine koja neće izazvati štetan učinak (Munday, 2013.).  
Zbog mogućeg akutnog štetnog učinka fikotoksina na zdravlje, s ciljem zaštite potrošača 

zakonodavstvom su određeni program praćenja kao i najveće dopuštene količine fikotoksina 
u školjkašima, bodljikašima, plaštenjacima i morskim puževima (EZ 853/2004; EU 786/2013). 
Ujedno, neki od novo otkrivenih, poput CI, nisu uključeni u programe monitoringa, niti je za 
njih zakonodavstvom određena NDK. Iako za YTX i PTX nema dokaza da uzrokuju toksične 

učinke kod ljudi, zakonodavstvom su određene NDK za YTX, dok je Europska Komisija 
Uredbom 2021/1374 uputila na brisanje do tada važećih NDK za PTX (EU, 2021.), temeljem 
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mišljenja EFSA (2009.c) o pogrešnom zajedničkom grupiranju sa okadaičnom skupinom u 

analitičkom i toksikološkom smislu. PTX imaju različit mehanizam djelovanja i nisu 
zabilježeni slučajevi trovanja ljudi ovom skupinom toksina. 
Za pojedine skupine fikotoksina ARfD utvrđene su temeljem toksikoloških podataka 
prikupljenih nakon slučajeva trovanja ljudi. Za ostale, ARfD utvrđene su uglavnom temeljem 

podataka o akutnoj toksičnosti u pokusnih životinja. Temeljem podataka o akutnom 
toksičnom djelovanju DA prikupljenim tijekom trovanja ljudi, CONTAM panel utvrdio je 
LOAEL vrijednost koja je korigirana sigurnosnim faktorom 3, te faktorom 10 zbog 
individualnih razlika među ljudima da bi se odredila ARfD (odnosi se na sumu DA i epi-DA) 
(EFSA, 2009.a). Za skupinu AZA, LOAEL je utvrđen temeljem podataka jedinog slučaja 

trovanja ljudi. Primijenjen je sigurnosni faktor 3 zbog blagog i reverzibilnog toksičnog učinka, 

a uobičajeni faktor 10 uslijed individualnih razlika nije primijenjen zbog toga što je do trovanja 
došlo među osjetljivim pojedincima, no zbog malog broja osoba (nedostatni toksikološki 

podaci) primijenjen je dodatni faktor 3 (EFSA, 2008.b). Toksikološki podaci na osnovu kojih 
je određena ARfD za okadaičnu skupinu prikupljeni su tijekom slučajeva trovanja velikog 

broja ljudi iz različitih zemalja, te se pretpostavljalo da uključuju i osjetljive pojedince. Stoga 

je za utvrđivanje NOAEL i ARfD primijenjen samo sigurnosni faktor 3 (EFSA, 2008.a). Za 
PST također je temeljem podatka prikupljenih tijekom brojnih slučajeva intoksikacija ljudi  
utvrđen NOAEL primjenom sigurnosnog faktora 3, i jednak je ARfD (EFSA, 2009.b). 
U slučaju PTX, ARfD utvrđena je na osnovu LOAEL dobivenog ispitivanjem akutne 
intestinalne toksičnosti na miševima. Zbog reverzibilnih i blagih toksičnih učinaka, primijenjen 

je ukupni sigurnosni faktor 300 (EFSA, 2009.c). S obzirom da nema podataka o toksičnim 

učincima YTX na ljude, ARfD je kao i u slučaju pektenotoksina, utvrđena temeljem podataka 
o akutnoj oralnoj toksičnosti u miševa. Uz eksperimentalno utvrđen NOAEL, primijenjen je 
ukupni sigurnosni faktor 200 (EFSA, 2009.d). 
CONTAM panel zaključio je da se pri procjeni rizika treba koristiti veličina porcije od 400 g 

mesa školjkaša, da bi se zaštitio dio potrošača koji konzumira velike porcije (EFSA, 2009.e). 
Budući da ne postoje podaci o kroničnom učinku navedenih skupina fikotoksina, CONTAM 

panel nije mogao utvrditi TDI (EFSA, 2008.a, 2008.b, 2009.a, 2009.b, 2009.c, 2009.d).  
Tablica 2 prikazuje NDK zakonodavstvom reguliranih skupina fikotoksina, kao i utvrđene 

LOAEL, NOAEL i ARfD vrijednosti.  
Tablica 2 NDK zakonodavstvom reguliranih fikotoksina i vrijednosti dobivene karakterizacijom opasnosti (EFSA, 2008.a; 2008.b; 2009.a; 2009.b; 2009.c; 2009.d; EZ 853/2004; EU 786/2013). 

Skupina NDK LOAEL NOAEL ARfD 
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fikotoksina 
DA 20 mgkg-1 0,9 mgkg-1 t.m. 0,3 mgkg-1 t.m.  30 μgkg-1 t.m. 
AZA 160 μg AZA ekv.kg-1 1,9 μg AZA ekv.kg-1 t.m. 0,6 μg AZA ekv.kg-1 t.m. 0,2 μg AZA ekv.kg-1 t.m. 
OA 160 μg OA ekv.kg-1 0,8 μg OA ekv.kg-1 t.m. 0,3 μg OA ekv.kg-1 t.m. 0,3 μg OA ekv.kg-1 t.m. 
PTX n.p. 250 μg PTX2 ekv.kg-1 t.m. 83 μg PTX2 ekv.kg-1 t.m. 0,8 μg PTX2 ekv.kg-1 t.m. 
YTX 3,75 mg YTX ekv.kg-1 7,5 mg YTX ekv.kg-1  t.m. 5,0 mg YTX ekv.kg-1 t.m. 25,0 μg YTX ekv.kg-1 t.m. 
PST 800 μg STX ekv.kg-1 1,5 μg STX ekv.kg-1 t.m. 0,5 μg STX ekv.kg-1 t.m. 0,5 μg STX ekv.kg-1 t.m. 

n.p. nije primjenjivo 
Za skupinu CI ne postoji dovoljno toksikoloških podataka na temelju kojih bi se mogla 
odrediti ARfD i provesti procjena rizika za potrošače. Prema mišljenju EFSA, ukoliko bi bilo 
moguće, procjena rizika trebala bi se provesti zasebno za svaku podskupinu CI. Za skupinu 
CI nisu utvrđene NDK, međutim Europski referentni laboratorij za morske biotoksine 

predložio je za spirolide najveću preporučenu količinu od 400 μgkg-1 (EFSA, 2010.). 
Ne postoji način da se spriječi nakupljanje fikotoksina u školjkašima, niti da ih se ukloni 
nakon njihova izlova. U svakoj skupini postoji mogo analoga, dok se analitičkim metodama 

određuje samo manji dio. Ujedno, s vremenom se otkrivaju i novi analozi. Neki od fikotoksina 
su u školjkašima i predatorima podložni biotransformaciji, pri čemu nastaju nove, 

potencijalno opasne molekule. U cilju što učinkovitije procjene rizika potrebno je znati 
doprinos svakog analoga ukupnoj toksičnosti, međutim, TEF je određen samo za dio 

analoga. Također je u školjkašima moguće istovremeno nakupljanje fikotoksina iz različitih 

skupina, te je potrebno uzeti u obzir utjecaj jedne skupine na toksičnost druge (Munday, 
2013.). Stoga je procjena rizika koji fikotoksini predstavljaju izuzetno teška i složena.
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3.1. ZADATAK 
Zadatak ovog istraživanja bio je: 

1. Validirati i procijeniti prikladnost instrumentalnih analitičkih metoda za određivanje 

hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina u školjkašima (dagnjama, kamenicama, kapicama) i 

mješčićnicama: 
- LC-MS/MS metode za određivanje DA primjenom alternativnog postupka za 

određivanje niskih koncentracija (Beach i sur., 2015.); 
- LC metode za određivanje PST primjenom pretkromatske oksidacije i 

fluorescencijske detekcije (AOAC, 2005.); 
- LC-MS/MS metode za određivanje LT uključujući CI primjenom SOP EURLMB 

(EURLMB, 2015.). 
2. Ispitati pojavnost i kumulaciju DA, PST i LT u dagnjama (n = 416), kamenicama (n = 

104), kapicama (n = 52) i mješčićnicama (n = 104) prikupljenim u razdoblju od travnja 

2018. do ožujka 2019. god. iz osam uzgojnih (L1-L8) i jednog izlovnog područja (L9) 

smještenih u akvatoriju istarskog poluotoka, dinamikom prikupljanja jednom tjedno. 
- Ispitati profil fikotoksina u školjkašima i mješčićnicama (koji analozi su prisutni i u 

kojim koncentracijama); 
- Utvrditi prisutnost i udio esterificiranih oblika fikotoksina okadaične skupine u 

školjkašima i mješčićnicama; 
- U školjkašima i mješčićnicama utvrditi ukupnu toksičnost prisutnih analoga 

pojedine skupine s obzirom na TEF; 
- Ispitati supojavnost hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina u školjkašima i 

mješčićnicama; 
- Ispitati postoje li razlike u pojavnosti i kumulaciji DA, PST i LT među različitim 

vrstama; 
- Ispitati utjecaj sezona na pojavnost i kumulaciju DA, PST i LT u školjkašima i 

mješčićnicama; 
- Ispitati utjecaj lokaliteta na pojavnost i kumulaciju DA, PST i LT u školjkašima i 

mješčićnicama. 
3. Temeljem podataka o prehrambenim navikama koje se odnose na konzumaciju 

školjkaša u RH prikupljenim od strane HAH tijekom 2011. i 2012. god., procijeniti 
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izloženost potrošača skupinama fikotoksinima za koje su utvrđene NDK Uredbama 
EZ 853/2004 i EU 786/2013: 
- Procijeniti izloženost u slučaju konzumacije prosječne i najveće porcije u RH, te 

velike porcije od 400 g (EFSA, 2009.e) temeljem podataka o koncentracijama 
fikotoksina utvrđenim u ovom istraživanju u školjkašima i mješčićnicama, 

uzimajući u obzir prosječnu tjelesnu težinu konzumenata u RH; 
- Procijeniti izloženost u slučaju konzumacije prosječne i najveće porcije u RH, te 

velike porcije od 400 g (EFSA, 2009.e) u slučaju koncentracija fikotoksina koje su 

jednake NDK, uzimajući u obzir prosječnu tjelesnu težinu konzumenata u RH; 
- Izvršiti korekciju veličine porcije koja će se koristiti prilikom procjene izloženosti za 

LT, zbog gubitka vode i koncentriranja uslijed termičke obrade. 

3.2. MATERIJAL I METODE 
3.2.1. Uzorci 
Istraživanje profila fikotoksina u plodovima mora iz akvatorija Istarskog poluotoka obuhvatilo 
je ekonomski značajne vrste školjkaša dagnje (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) i 
kamenice (Ostrea edulis Linnaeus, 1758), manje značajnu vrstu - kapice (Aequipecten 
opercularis, Linnaeus, 1758), te manje poznate i iskorištavane vrste filtratorskih organizama - 
mješčićnice (Microcosmus spp.) (Slika 10). Uzorci su prikupljani neposredno od uzgajivača, 
nakon izlova školjkaša i mješčićnica koji su bili namijenjeni tržištu. Prikupljeni su u razdoblju 
od travnja 2018. do kraja ožujka 2019. god., dinamikom jednom tjedno. Ukupno je 
analizirano 416 uzoraka dagnji, 104 uzorka kamenica, 52 uzorka kapica i 104 uzorka 
mješčićnica, što ukupno čini 676 uzoraka. 
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Slika 10 Dagnje (a), kamenice (b), kapice (c) i mješčićnice (d) (vlastita fotografija) 

Dagnje uzgojene na vertikalnim linijama (pergolarima) (Slika 11) prikupljene su sa tri razine. 
Kamenice iz uzgojnih područja koje se uzgajaju ispod pontona i u košarama (Slika 12) 
prikupljene su sa različitih položaja u košari. Prirodno prisutne vrste školjkaša koje obitavaju 
na morskom dnu (kamenice i kapice) te mješčićnice u izlovnom području zapadne obale Istre 
(ZOI), izlovljene su horizontalnim povlačenjem alata drežda-rampon po morskom dnu. 
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Na ovaj način dobiveni su reprezentativni uzorci koji su sadržavali najmanje 2 kg školjkaša ili 
mješčićnica, pakiranih u mrežice i plastične vrećice, te su vozilima s rashladnim uređajima na 
temperaturi < 15 °C u najkraćem roku dostavljeni na analizu. 

 
Slika 11 Uzgoj dagnji na pergolarima (vlastita fotografija) 

 

 
Slika 12 Uzgoj kamenica u košarama (vlastita fotografija) 
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3.2.2. Geografsko područje i lokaliteti izlova plodova mora 
Uzorci su prikupljeni iz proizvodnih i izlovnih područja za uzgoj živih školjkaša koja se nalaze 

u akvatoriju istarskog poluotoka, smještenog na istočnoj obali sjevernog Jadrana. Sjeverni 
Jadran kao najsjeverniji dio Mediteranskog mora je poluzatvoreno, plitko područje najveće 

izmjerene dubine od 35 m i s najvećim riječnim dotocima u bazenu (Kraus i Supić, 2011.; 
Kraus i sur., 2019.). Rijeka Po, najveća talijanska rijeka, ima značajan utjecaj na raspodjelu 

nutrijeneta, produktivnost i cirkulaciju u istočnom dijelu sjevernog Jadrana, uz sjeveroistočni 

vjetar - buru. More u ovom području je uglavnom oligotrofno zbog utjecaja istočne 

mediteranske struje i oligotrofnih krških rijeka (Viličić i sur., 2009.). 
Područja za uzgoj i izlov školjkaša iz kojih su uzorci prikupljani smještena su duž istočne i 

zapadne obale Istre. Na istočnoj obali nalaze se uzgojna područja Raški zaljev i uvala 

Budava, dok su Savudrijska vala, Vabriga i Limski zaljev na zapadnoj obali poluotoka, kao i 
izlovno područje ZOI. Na južnom dijelu poluotoka nalazi se uzgojno područje Medulinski 

zaljev. Geografski položaj uzgojnih i izlovnih područja prikazani su na Slici 13. Iz navedenih 
područja uzorci su prikupljeni sa devet različitih lokaliteta, označenih simbolima L1 do L9. 

Vrsta i broj uzoraka prikupljenih s pojedinačnih lokaliteta prikazani su u Tablici 3. 
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Slika 13 Geografski položaj uzgojnih i izlovnih područja smještenih u istarskom akvatoriju (https://www.caps2.eu/caps2/) 

Tablica 3 Broj i vrsta školjkaša prema lokacijama uzorkovanja 
Lokalitet Kategorizacija Područja Prikupljena vrsta Broj uzoraka 

L1 Proizvodno  Dagnje 52 
L2 Dagnje 52 
L3 Dagnje 52 
L4 Dagnje 52 

Kamenice 52 
L5 Dagnje 52 
L6 Dagnje 52 
L7 Dagnje 52 
L8 Dagnje 52 
L9 Izlovno Kamenice 52 
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Kapice 52 
Mješčićnice  104 

3.2.3. Reagensi i analitički standardi   
U provedbi ispitivanja korištena su organska otapala LC-MS čistoće i reagensi najmanje 
čistoće za analizu (pro analysi) i/ili veće: acetonitril (ACN), n-heksan, mravlja kiselina, 
perjodna kiselina, amonijev formijat, vodikov peroksid, dinatrijev hidrogenfosfat (Honeywell, 
Njemačka), metanol (MeOH) (Honeywell, Francuska), klorovodična kiselina (Honeywell, 
Austrija), natrijev hidroksid (Honeywell, Švedska), natrijev klorid (Honeywell, Danska), 

amonijev acetat (Honeywell, Nizozemska), ledena octena kiselina (J.T. Baker, Njemačka), 

dinatrijev tetraborat (Merck, Njemačka) i danzil klorid (Sigma-Aldrich, Švicarska). Za 
pripremu otopina korištena je ultračista voda (uređaj Millipore Direct -Q® 5 UV, Francuska). 
Za ekstrakciju na čvrstoj fazi (SPE) korištene su SAX (Resprep, SAD), Strata® C18-E i 
Strata® WCX (Phenomenex, SAD) kolone. Za filtriranje ekstrakata i uzoraka prije 
instrumentalne analize korišteni su filteri s najlonskom membranom, veličine pora 0,45 µm, 
promjera 25 mm (Restek, Kina), te filteri s politetrafluoretilen (PTFE) membranom, veličine 

pora 0,22 µm i promjera 13 mm (Restek, Kina). 
Svi certificirani analitički standardi korišteni u ovom ispitivanju nabavljeni su od National 
Research Council Canada – Conseil national de recherches Canada) (NRC-CNRC), osim 
certificiranog referentnog materijala (CRM) koji sadrži paralitičke toksine (PO PST CRM 

1101), nabavljen od Centre for Environment, Fisheries & Aquaculture Science (Cefas), UK. 
Korišteni su analitički standardi: CRM-DA-g (331,9 ± 8,0 µmolL-1), CRM-STX-f (66,3 ± 1,4 
µmolL-1), CRM-NEO-d (65,1 ± 2,1 µmolL-1), CRM-GTX1&4-c (80,0 ± 2,2 µmolL-1), CRM-
GTX2&3-c (157,6 ± 7,7 µmolL-1), CRM-dcSTX-b (65,0 ± 1,8 µmolL-1), CRM-dcGTX2&3-b 
(142,0 ± 5,0 µmolL-1), CRM-C1&2-b (C1 113,4 ± 3,6 µmolL-1; C2 33,9 ± 2,8 µmolL-1), CRM-
GTX5-c (55,7 ± 2,0 µmolL-1), CRM-OA-d (10,4 ± 0,5 µmolL-1), CRM-DTX1-b (10,4 ± 0,8 
µmolL-1), CRM-DTX2-b (4,7 ± 0,3 µmolL-1), CRM-PTX2-b (5,13 ± 0,15 µmolL-1), CRM-AZA1-
b (1,54 ± 0,08 µmolL-1), CRM-AZA2-b (1,43 ± 0,07 µmolL-1), CRM-AZA3-b (1,43 ± 0,06 
µmolL-1), CRM-YTX-c (4,3 ± 0,2 µmolL-1), CRM-hYTX (5,0 ± 0,3 µmolL-1), SPX1 (10,2 ± 0,5 
µmolL-1), GYM-b (4,93 ± 0,26 µmolL-1), PnTX-G (2,77 ± 0,13 µmolL-1). Za provjeru 
iskorištenja ekstrakcije korišteni su tkivo dagnji CRM-DSP-Mus-c sa certificiranom 
koncentracijom OA (1,07 ± 0,08 mgkg-1), DTX1 (1,07 ± 0,11 mgkg-1), DTX2 (0,86 ± 0,08 
mgkg-1); FDMT1 sa certificiranim koncentracijama (u odnosu na masu liofiliziranog praha) 
OA (1,59 ± 0,18 mgkg-1),  DTX1 (0,68 ± 0,07 mgkg-1), DTX2 (3,57 ± 0,33 mgkg-1), AZA1 
(4,10 ± 0,40 mgkg-1), AZA2 (1,13 ± 0,10 mgkg-1), AZA3 (0,96 ± 0,10 mgkg-1), YTX (2,49 ± 
0,28 mgkg-1), PTX2 (0,66 ± 0,06 mgkg-1), SPX1 (2,70 ± 0,26 mgkg-1), i DA i epi-DA (126 ± 10 



3. Eksperimentalni dio 

47  

mgkg-1), te tkivo kamenica PO PST CRM 1101 sa certificiranim koncentracijama STX (0,22 ± 
0,02 µmolkg-1, GTX1 i 4 (0,41 ± 0,05 i 0,33 ± 0,05 µmolkg-1), GTX2 i 3 (0,20 ± 0,02 i  0,23 ± 
0,02 µmolkg-1), NEO (0,64 ±0,09 µmolkg-1), C1 i 2 (0,66 ±0,15 i 0,74 ±0,09 µmolkg-1). 
Korišten je i CRM Zero-Mus (NRC-CNRC, Kanada), tkivo dagnji prikladno kao slijepi matriks 
(matriks bez analita) u ispitivanju PST, DA, OA, DTX, AZA, YTX, PTX i GYM. 

3.2.4. Laboratorijska oprema i analitički instrumenti 
U pripremi uzoraka za ispitivanje fikotoksina korišteni su: analitička vaga (XP205 Delta 
Range Mettler Toledo, Švicarska), precizna vaga (BB 240 Mettler Toledo, Švicarska), 

laboratorijski homogenizator (Warring 8011EG, SAD), wortex homogenizator (Velp 
Scientifica, Europska unija), rotaciona tresilica (BioSan MultiRS 60, Latvija), centrifuga 
(Hettich Rotina 420 R, Njemačka), magnetska miješalica s grijanjem (IKA RET basic, 
Njemačka), sušionik (Memmert UN110, Njemačka), uparivač u struji dušika (N-EVAP 111 
Organomation 5085, SAD), vakuum pumpa (WP6122050 Millipore, SAD) i pH-metar s 
mikroelektrodom (lnlab MicroPro ISM Mettler Toledo, Švicarska). 
Za detekciju i određivanje koncentracije DA i lipofilnih fikotoksina korišten je analitički 

instrument UHPLC (Agilent Technologies 1290, Singapur) u sprezi sa trostrukim 
kvadrupolnim analizatorom masa (Agilent Technologies G6460, Njemačka) i računalnim 

programima MassHunter Workstation LC/MS Data Acqiuistion Version 10.1 B.10.1.67 i   
MassHunter Workstation Quantitative Analyses verzija 10.2 B.10.2.7338 (Agilent 
Technologies, Njemačka). Za kromatografsku separaciju DA korištene su kolona Zorbax SB-
C18 RRHT 2,1 x 50 mm, 1,8 µm s pretkolonom Zorbax SB-C18 2,1 x 5 mm, 1,8 µm (Agilent 
Technologies, SAD), te kolona Zorbax SB-C8 RRHD 2,1 x 50 mm, 1,8 µm s pretkolonom 
Zorbax SB-C8 2,1 x 5 mm, 1,8 µm (Agilent Technologies, SAD) za detekciju LT. Paralitički 

toksini detektirani su i kvantificirani primjenom HPLC instrumenta u sprezi sa 
fluorescencijskim detektorom (Agilent Technologies 1200, Švicarska) i primjenom računalnog 

programa ChemStation Rev.B.04.03-SP1 (Agilent Technologies, Njemačka), dok je za 
kromatografsku separaciju korištena kolona Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm, 5 µm s 
pretkolonom Supelguard LC-18 2 cm x 4 mm (Supelco, SAD).  

3.2.5. Priprema uzoraka za ekstrakciju 
Za određivanje fikotoksina svih skupina priprema uzoraka za ekstrakciju provedena je na isti 
način. Od 2 kg uzorka izdvojeno je toliko jedinki školjkaša ili mješčićnica, koliko je potrebno 
da nakon odvajanjana ljušture ili plašta ostane približno 100 g mekog tkiva. Prije otvaranja 

školjkaši i mješčićnice su isprane mlazom hladne vode, kao i meko tkivo nakon odvajanja od 
ljušture i plašta. Nakon odvajanja, tkivo je ostavljeno da se cijedi 5 minuta, te je 
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homogenizirano u laboratorijskom homogenizatoru (Warring 8011 EG, SAD) na 22000 
okr/min do potpune homogenizacije. 

3.2.6. Metoda za određivanje domoične kiseline 
Određivanje domoične kiseline provedeno je prema metodi koju su objavili Beach i sur. 
(2015.), primjenom alternativnog postupka za određivanje niskih koncentracija. Temelji se na 
ekstrakciji 50%-tnom vodenom otopinom MeOH nakon koje slijedi ekstrakcija na čvrstoj fazi 

(SAX), te derivatizacija DA danzil kloridom (DNS-Cl), pri čemu nastaje derivat danzila i DA 

(DNS-DA). Detaljan postupak pripreme uzorka za instrumentalnu analizu prikazan je na Slici 
14.  
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EKSTRAKCIJA 
4 g homogenata u 16 mL MeOH:H2O(1:1, v/v) 

Centrifugiranje, 4000 okr/min, 10 min 
Filtriranje supernatanta 0,45 μm najlonskim filterom 

EKSTRAKCIJA NA ČVRSTOJ FAZI 
SAX 6 mL, 500 mg 

Kondicioniranje: 
6 mL MeOH 
3 mL H2O 

3 mL MeOH:H2O (1:1, v/v) 
Propuštanje 5 mL ekstrakta uzorka 

Ispiranje: 
3 mL MeOH:H2O (1:1, v/v) 

Eluacija: 
3 mL 1 M HCOOH u ACN 

KONCENTRIRANJE 
Uparavanje do suha u struji N2 

DERIVATIZACIJA 
10 min., sobna temperatura 

Eluat : boratni pufer 150 mM : DNS-Cl 5,5 mM (1:1:1, v/v) 
Uklanjanje suviška DNS-Cl heksanom 

Uklanjanje organskog sloja 

LC-MS/MS 
 

Slika 14 Hodogram pripreme uzorka za određivanje DA LC-MS/MS tehnikom 
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Postupku validacije metode te instrumentalnoj analizi uzoraka prethodilo je optimiranje LC-
MS/MS analitičkog instrumenta. Optimirani su parametri trostrukog kvadrupolnog analizatora 
masa injektiranjem certificirane otopine za kalibraciju, kao i parametri izvora iona. 
Evaluacijom prikupljenih podataka, te usporedbom s literaturnim podacima, odabrani su 
molekulski (prekursor) ion te produkt ioni analita. Odabrane su optimalne vrijednosti 
kolizijske energije, napona na izvoru iona, temperature i protoka plina za raspršivanje, tj. 

uvjeti pri kojima se postiže najjači odziv. Od odabranih produkt iona, onaj s jačim odzivom 

koristio se za kvantifikaciju, dok su se dva produkt iona sa slabijim odzivom koristili za 
potvrdu analita. Vrijednost m/z (omjer mase i naboja) molekulskog iona iznosio je 545, dok 
su m/z produkt iona za kvantifikaciju, te dva iona za potvrdu, iznosili 170, 499 i 453. Analiti su 
ionizirani u pozitivnom polaritetu. Ostali MS/MS parametri bili su: napon na kapilari 2,5 kV, 
napon fragmentora 150 V, temperatura plina (N2) 300 °C, protok plina 11 L/min, tlak 
raspršivača 35 psi, temperatura raspršivanja 350 °C, protok plina za raspršivanje 11 L/min. 
Primijenjeni kromatografski uvjeti preuzeti su iz metode gore spomenutih autora uz manje 
promjene. Primijenjeno je izokratno eluiranje u trajanju od 15 minuta, s temperaturom kolone 
40 °C i volumenom injektiranja 5 µL. Udio organskog dijela mobilne faze kojeg je činila 0,2% 
(v/v) otopina mravlje kiseline u ACN iznosio je 30%, dok je vodeni dio sačinjavala 0,2% (v/v) 
otopina mravlje kiseline. 
Uz prisustvo dva produkt iona u svrhu identifikacije, vrijeme zadržavanja analita (RT) na 

kromatografskoj koloni u uzorku moralo je odgovarati RT analita u certificiranoj otopini za 
kalibraciju, uz prihvatljivo odstupanje od 2,5% unutar iste serije analiziranih uzoraka. 
Tolerancija odstupanja omjera odziva potvrdnog i kvantifikacijskog iona iznosila je ± 30% 
čime su bili zadovoljeni uvjeti Odluke komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.) U svrhu kontrole 
kvalitete metode analizirani su slijepi matriks i matriks obogaćen standardom. Za provjeru 

učinkovitosti ekstrakcije korišten je CRM FDMT1. Za kvanifikaciju DA korišten je eksterni 
kalibracijski pravac u ekstraktu matriksa, koncentracijskog raspona od 1 do 1500 µgkg-1. Za 
svaku od vrsta školjkaša i mješčićnica koristio se kalibracijski pravac pripremljen 
razrjeđivanjem analitičkih standarda u slijepom matriksu ispitivane vrste koji su podvrgnuti 
derivatizaciji DNS-Cl na isti način kao i uzorci. Utvrđene koncentracije DA korigirane su 
iskorištenjem dobivenim validacijom. 
Validacija metoda provela se u skladu s Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). Za 
svaki analit određena je specifičnost, utjecaj matriksa (ME, engl. Matrix Effect), linearnost 
kalibracijskog pravca, granica detekcije (LOD, engl. Limit of Detection), granica kvantifikacije 
(LOQ, engl. Limit of Quantification), preciznost (ponovljivost, unutarlaboratorijska 
obnovljivost) i mjerna nesigurnost. 
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Specifičnost je određena usporedbom kromatograma derivatiziranog slijepog matriksa (n = 
20) i matriksa obogaćenog domoičnom kiselinom (n = 20). 
Utjecaj matriksa ispitan je usporedbom vrijednosti nagiba kalibracijskog pravca 
derivatiziranih analitičkih standarda u otapalu (ACN:H2O, 1:1, v/v) sa onima u ekstraktu 
pojedinačnih matriksa. Kreirana su po tri kalibracijska pravca u otapalu te u svakom od 
matriksa, sa šest koncentracijskih razina, u rasponu od 1 do 1500 μgkg-1. Srednja vrijednost 
nagiba pravaca u otapalu uspoređena je sa srednjim vrijednostima nagiba pravaca u 
matriksu. Utjecaj matriksa (SSE, engl. signal suppression/enhancement) izračunat je iz 
omjera nagiba kalibracijskog pravca u matriksu i nagiba pravca u otapalu prema formuli (1): 

otapalo
matriksb

bSSE =100  (1) 
gdje je: SSE  -  utjecaj matriksa [%], 

bmatriks  -  nagib kalibracijskog pravca u matriksu , 
botapalo  -  nagib kalibracijskog pravca u otapalu. 

Također su uspoređene vrijednosti nagiba kalibracijskih pravaca matriksa školjkaša i 

mješčićnica međusobno. 
Lineariziranjem kalibracijskih pravaca i određivanjem koeficijenta determinacije R2, određena 

je linearnost kalibracijskih pravaca za svaki matriks pojedinačno, uz uvjet prihvatljivosti da 
vrijednost R2 bude ≥ 0,98. 
LOD i LOQ određeni su za svaku vrstu školjkaša i mješčićnice analizom uzoraka slijepog 
matriksa na način koji su opisali Wenzl i sur. (2016.). Pomoću standardne devijacije odziva u 

očekivanom RT DA deset analiziranih slijepih uzoraka, te nagiba kalibracijskog pravca u 
koncentracijskom području očekivane vrijednosti LOD, granica detekcije izračunata je za 

svaki matriks prema formuli (2): 

b
SD,LOD b
= 93  (2) 

gdje je: LOD  -  granica detekcije, 
SDb  -  standardna devijacija odziva slijepih uzoraka, 
b  -  nagib kalibracijske krivulje. 

Granica kvantifikacije izračunata je prema formuli (3): 
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LOD,LOQ = 33  (3) 
gdje je: LOQ  -  granica kvantifikacije, 

LOD  -  granica detekcije. 
Plan i izračun parametara ponovljivosti i unutarlaboratorijske obnovljivosti proveden je 
primjenom programa InterVAL Plus Software Version 3.4.0.4 (quo data, Gesellschaft für 
Qualitätsmanagement und Statistik GmbH, Njemačka). Ponovljivost i unutarlaboratorijska 
obnovljivost određene su ispitivanjem 128 slijepih uzoraka obogaćenih DA na četiri 

koncentracijske razine, među kojima su uzorci tri vrste školjkaša i mješčićnica bili jednako 

zastupljeni. Koncentracija DA u obogaćenim uzorcima iznosila je 50, 250, 500 i 1000 μgkg-1. 
Za procjenu učinkovitosti metode za parametre ponovljivosti i unutarlaboratorijske 
obnovljivosti odabrane su vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) navedene u Odluci komisije 
2002/657/EZ (EU, 2002.), koje ne smiju biti veće od vrijednosti izračunate Horwitzovom 

jednadžbom (4) koja glasi: 
( )Clog,CV 5012 −=  (4) 

gdje je: CV  -  koeficijent varijacije, 
C  -  maseni udio izražen kao eksponent s bazom 10. 

Unutarlaboratorijski CV ponovljivosti ne bi trebao biti veći od dvije trećine vrijednosti CV 

obnovljivosti izračunate jednadžbom (4). CV obnovljivosti analita za koje je utvrđena NDK 

treba biti manji od CV za maseni udio koji odgovara 1/2 NDK. 
Proširena mjerna nesigurnost (U) određena je primjenom istog programa uz faktor pokrivanja 
k = 2, uz kojeg povećana nesigurnost određuje interval s razinom povjerenja od približno 

95%. Sastavnice mjerne nesigurnosti uzete u obzir su nesigurnost matriksa, pojedinačnih 

kromatografskih analiza, ponovljivosti i korekcije iskorištenjem. 

3.2.7. Metoda za određivanje paralitičkih toksina 
Određivanje PST provedeno je metodom tekućinske kromatografije visoke učinkovitosti, 
primjenom pretkromatske oksidacije i fluorescencijske detekcije (AOAC, 2005.). Metoda se 
temelji na ekstrakciji octenom kiselinom, te oksidaciji ekstrakata pročišćenih ekstrakcijom na 
čvrstoj fazi (C-18 kolonice) i frakcioniranih na kationskim kolonicama (COOH), perjodatom 
(IO4-) i vodikovim peroksidom (H2O2), pri čemu nastaju fluorescirajući produkti koji se 
detektiraju i kvantificiraju primjenom FLD. Produkti nehidroksiliranih PST (R1=H) su vrlo 
intenzivne fluorescencije nakon peroksidne oksidacije, za razliku od hidroksiliranih PST 
(R1=OH, od ispitivanih PST u ovom istraživanju NEO i GTX1,4) koji ne stvaraju 
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fluorescirajuće produkte nakon oksidacije vodikovim peroksidom. Hidroksilirani i 
nehidroksilirani PST razlikuju se u broju oksidacijskih produkata. Nehidroksilirani toksini STX, 
GTX2,3, C1,2 i GTX5 stvaraju jedan produkt nakon obje oksidacije, dekarbamoil toksini 
dcGTX2,3 i dcSTX stvaraju dva oksidacijska produkta, dok oksidacijom hidroksiliranih 
toksina perjodatom nastaju tri produkta. 
PST ekstrahirani su kuhanjem 5 g homogenata u 3 mL 1% vodene otopine octene kiseline 
(v/v), nakon čega se ekstrakt ohladio do sobne temperature, centrifugirao 10 min na 4000 
okr./min., te izdvojio supernatant u kivetu od 15 mL. Ekstrakcija taloga ponovljena je na isti 
način, supernatanti su združeni i volumen nadopunjen vodom do 10 mL. Ekstrakti su 
podvrgnuti SPE na C-18 kolonicama (3 mL, 500 mg) koje su kondicionirane sa 6 mL MeOH i 
6 mL vode. Nakon kondicioniranja propušten je 1 mL profiltriranog ekstrakta (0,45 μm filter s 
najlonskom membranom) te je kolonica isprana s 2 mL vode. Ekstrakt i voda prikupljeni su u 
istu kivetu, te je pomoću 1 M i 0,2 M NaOH pH prilagođen na 6,5 ± 0,2, a ukupan volumen 
nadopunjen vodom do 4 mL. Nakon ove faze provedena je oksidacija pročišćenih ekstrakata 
vodikovim peroksidom, što je omogućilo detekciju i kvantifikaciju nehidroksiliranih toksina. 
Dodatno, frakcioniranje analita na čvrstoj fazi primjenom kationskih kolonica (COOH) prije 

oksidacije, provelo se u svrhu kvantificiranja hidroksiliranih toksina, budući perjodatnom 
oksidacijom NEO i GTX6 te GTX1,4 i C3,4 nastaju isti oksidacijski produkti. Kationske 
kolonice (500 mg, 3 mL) kondicionirane su sa 10 mL 0,01 M amonijevog acetata. Nakon 
kondicioniranja propušteno je 2 mL ekstrakta pročišćenog na C-18 kolonicama i 
prilagođenog pH, te potom 4 mL vode. Propušteni ekstrakt i voda prikupljeni su u istu, prvu 
kivetu, a volumen je nadopunjen vodom do 6 mL. Ova frakcija (1) sadrži C toksine. Kroz 

kolonicu se zatim propuštalo i prikupljalo u drugu kivetu 4 mL 0,05 M NaCl te je volumen 
nadopunjen do 4 mL vodom. Ova frakcija (2) sadrži GTX toksine i dcGTX2,3. Treća frakcija 
(3) sadrži NEO, STX i dcSTX koji se iz SPE kolonice eluiraju propuštanjem 5 mL 0,3 M NaCl. 

Budući su nehidroksilirani toksini kvantificirani nakon oksidacije vodikovim peroksidom 
odmah nakon SPE na C-18 kolonicama, za kvantifikaciju hidroksiliranih GTX1,4 i NEO, 
frakcije 2 i 3 podvrgnute su perjodatnoj oksidaciji. Da bi se povećala učinkovitost perjodatne 

oksidacije hidroksiliranih toksina, koristio se modifikator matriksa (engl. matrix modifier, MM) 
koji je dobiven ekstrakcijom i SPE na C-18 kolonicama kamenica koje nisu sadržavale PST, 

na isti način kao što su uzorci pripremljeni za oksidaciju. Detaljan postupak obje oksidacije 
prikazan je na Slici 15. 
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Slika 15 Hodogram oksidacije pročišćenih ekstrakata u metodi za određivanje PST 
PST detektirani su i kvantificirali primjenom HPLC uređaja u sprezi sa fluorescencijskim 

detektorom, s valnom duljinom ekscitacije 340 nm i emisije 395 nm. Kao mobilna faza A 
korištena je 0,1 M vodena otopina amonijevog formijata, dok je mobilnu fazu B činila vodena 

otopina 0,1 M amonijevog formijata s 5% ACN, obje prilagođenog pH na 6,0 ± 0,1. 
Primijenjeno je gradijentno eluiranje (Prilog 1). Temperatura kromatografske kolone bila je 
30 °C, volumen injektiranja ekstrakata podvrgnutih peroksidnoj oksidaciji 25 μL, dok je 
volumen za ekstrakte nakon perjodatne oksidacije iznosio 100 μL. PST su identificirani 
usporedbom RT kromatografskog pika oksidacijskih produkata sa RT produkata oksidacije 
analita u certificiranoj otopini za kalibraciju, uz prihvatljivo odstupanje od 2,5% unutar iste 
serije analiziranih uzoraka i uz omjer signala i šuma (S/N) pika ≥ 3. Za identifikaciju toksina 
sa više oksidacijskih produkata potrebna je detekcija i ostalih produkata. U uzorcima u 
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kojima je identificiran neki od PST, provjerena je prisutnost prirodno fluorescirajućih spojeva 

koji bi mogli interferirati sa analitima, na način da su pročišćeni ekstrakti analizirani bez 

prethodne oksidacije. 
Za kvantifikaciju korišten je kalibracijski pravac u otapalu raspona od 40 do 400 µgkg-1 za 
GTX2,3, dcGTX2,3 i GTX5, od 50 do 500 µgkg-1za STX i dcSTX, od 100 do 1400 µgkg-1 za 
C1,2, te od 100 do 2000 µgkg-1 za NEO i GTX1,4. Ukoliko je utvrđena koncentracija nekog 
od toksina u uzorku bila veća od koncentracije najveće kalibracijske razine, oksidiran je manji 
volumen ekstrakta uzorka. Certificirane otopine standarda podvrgnute su peroksidnoj i 
perjodatnoj oksidaciji na isti način kao i ekstrakti uzoraka. Za kvantifikaciju dcGTX2,3 i 
dcSTX oksidacijom kojih nastaju dva produkta, koristio se kromatografski pik većeg 

intenziteta, dok se za kvantifikaciju GTX1,4 i NEO koji daju tri produkta, koristio produkt koji 
eluira drugi po redu. Uvjet za kvantifikaciju je bio omjer S/N pika ≥ 10. PST su pojedinačno 

kvantificirani interpolacijom površine pika naspram kalibracijskog pravca, uzimajući u obzir 

odvagu i faktor razrjeđenja uzorka, s obzirom na vrstu oksidacije i frakcioniranje. 
Koncentracije kvantificiranih toksina korigirane su iskorištenjem dobivenim validacijom. S 
ciljem utvrđivanja toksičnosti, primjenom formule (5) koncentracija pojedinačnih toksina 

izražena je kao ekvivalent STXdiHCl: 

TEFM
MCC x

STXdiHClx



=  (5) 

gdje je: C  -  koncentracija pojedinačnog toksina [µg STXdiHCl ekv.kg-1], 
Cx - koncentracija pojedinačnog toksina [µgkg-1] 
MSTXdiHCl  -  molarna masa STXdiHCl, 
Mx  -  molarna masa pojedinačnog toksina 
TEF - faktor ekvivalentne toksičnosti. 

Ukupna toksičnost PST izračunata je zbrajanjem µg ekvivalenta STXdiHCl svih toksina sa 
koncentracijama većim od LOQ i izražena je kao µg ekvivalenta STXdiHCl po kg tkiva 
školjkaša (µg STXdiHCl ekv.kg-1). Epimerni parovi GTX1,4, GTX2,3, dcGTX2,3 i C1,2 koji 
nakon oksidacije daju iste produkte, kvantificirani su kao jedan toksin, a za pretvorbu u 
ekvivalent STXdiHCl primijenjena je veća vrijednost TEF-a svakog para, ukoliko su se 
razlikovale. U svrhu kontrole kvalitete metode analizirani su slijepi matriks i PO PST CRM 
1101CRM koji sadrži paralitičke toksine. 
Validacija metoda provedena je u skladu s Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). Za 
svaki analit određeni su isti parametri kao i pri validaciji metode za određivanje DA, osim 

utjecaja matriksa. 
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Specifičnost je određena usporedbom kromatograma oksidiranog slijepog matriksa (n = 20) i 
matriksa obogaćenog PST (n = 20). U svrhu ispitivanja linearnosti, peroksidnom oksidacijom 
certificiranih otopina analitičkih standarda nehidroksiliranih PST kreirana su po tri 
kalibracijska pravca sa pet koncentracijskih razina u rasponu od 40 do 800 μgkg-1 za 
dcGTX2,3, dcSTX, GTX2,3, GTX5 i STX, od 100 do 2000 μgkg-1 za C1,2, te perjodatnom 
oksidacijom hidroksiliranih toksina GTX1,4 i NEO u rasponu od 100 do 2000 μgkg-1. 
Lineariziranjem i određivanjem koeficijenta determinacije R2 određena je linearnost 

kalibracijskih pravaca za svaki PST pojedinačno, uz uvjet prihvatljivosti da vrijednost R2 bude 
≥ 0,98. LOD i LOQ određeni su za svaku vrstu školjkaša i mješčićnica analizom uzoraka 

slijepog matriksa na isti način kao i kod metode za određivanje DA, primjenom formula (2) i 
(3). Plan i izračun parametara ponovljivosti i unutarlaboratorijske obnovljivosti proveden je 
primjenom programa InterVAL Plus Software Version 3.4.0.4 (quo data, Gesellschaft für 
Qualitätsmanagement und Statistik GmbH, Njemačka). Ponovljivost i unutarlaboratorijska 

obnovljivost određene su ispitivanjem 128 slijepih uzoraka obogaćenih PST na tri 
koncentracijske razine za sve toksine osim za GTX1,4 za koji se ispitala još jedna, veća 

koncentracijska razina. Među uzorcima, tri vrste školjkaša i mješčićnica bile su jednako 

zastupljene. Koncentracija pojedinačnih PST u obogaćenim uzorcima iznosila je 120, 180 i 
240 μgkg-1, dok je za GTX1,4 još uključena i koncentracija od 500 μgkg-1. Za procjenu 
učinkovitosti metode za parametar unutarlaboratorijske obnovljivosti odabrane su vrijednosti 
koeficijenta varijacije (CV) navedene u Odluci komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). 

3.2.8. Metoda za određivanje lipofilnih toksina 
Određivanje LT provedeno je prema standardnoj operativnoj proceduri Europskog 
referentnog laboratorija za morske biotoksine (EURLMB, 2015.), uz manje izmjene. Metoda 
je temeljena na ekstrakciji metanolom, te kvantifikaciji slobodne OA i DTX, PTX, YTX, AZA i 
CI direktno iz ekstrakta, primjenom LC-MS/MS tehnike. U svrhu određivanja ukupne OA i 
DTX, provedena je alkalna hidroliza ekstrakata, čime su iz aciliranih estera oslobođeni 
vezani OA, DTX1 i DTX2. Detaljan postupak ekstrakcije i alkalne hidrolize prikazan je na 
Slici 16. 



3. Eksperimentalni dio 

57  

 

EKSTRAKCIJA 
2 g homogenata u 9 mL MeOH Centrifugiranje 4000 okr/min, 10 min Odvajanje supernatanta Ekstrakcija taloga s 9 mL MeOH Centrifugiranje, 4000 okr/min, 10 min 

Združivanje supernatanta s prvim Nadopunjavanje volumena s MeOH do 20 mL 
 

ODREĐIVANJE SLOBODNE OA, DTX, PTX, YTX, AZA, CI 
 

ODREĐIVANJE UKUPNE OA I DTX 
Hidroliza 76 °C, 40 min Ekstrakt : NaOH 2,5 M (1:0,125, v/v) Neutralizacija Ekstrakt : HCl 2,5 M (1:0,125, v/v) 

Miješanje ekstrakta s vodenim dijelom mobilne faze (1:1, v/v) 
Filtriranje 0,22 μm PTFE filterom 

UHPLC-MS/MS UHPLC-MS/MS 
Slika 16 Hodogram pripreme uzoraka za određivanje lipofilnih fikotoksina 

Primijenjeni su sljedeći MS/MS parametri: napon na kapilari 4,5 kV, temperatura plina (N2) 
200 °C, protok plina 7 L/min, tlak raspršivača 25 psi, temperatura raspršivanja 350 °C i 
protok plina za raspršivanje 11 L/min. Vrijednosti m/z molekulskog i produkt iona, napon 
fragmentora i polaritet ionizacije pojedinih analita prikazani su u Tablici 4. Primijenjeno je 
gradijentno eluiranje u trajanju od 15 minuta (Prilog 2), s temperaturom kolone 40 °C i 
volumenom injektiranja 5 µL. Organski dio mobilne faze činila je otopina ACN s 5% vode, 10 
mM amonijevog formijata i 53 mM mravlje kiseline, dok je vodeni dio činila 10 mM otopina 
amonijevog formijata i 53 mM mravlje kiseline.  

Tablica 4 Fragmentacijski uvjeti primijenjeni u određivanju LT 
Analit Molekulski ion m/z Produkt ioni m/z Napon fragmentora/V Polaritet ionizacije 

OA 827,4 723,3a 300 + 



3. Eksperimentalni dio 

58  

809,3 
DTX1 841,4 737,4a 823,5 290 + 
DTX2 827,4 723,3a 809,6 260 + 
PTX1 892,7 213,0a 

821,4  170 + 
PTX2 876,4 213,1a 194,9 130 + 
YTX 1141,4 1061,3a 855,4 260 - 
Homo YTX 1155,4 1075,6a 869 260 - 
45-OH YTX 1157,5 1077,5a 871,5 260 - 
45-OH homo YTX 1171,8 1091,5a 869,4 260 - 
AZA1 842,4 824,4a 806,5 260 + 
AZA2 856,5 838,6a 820,4 270 + 
AZA3 828,4 810,5a 792,5 240 + 
SPX1 692,6 674,5 a 444,4  170 + 
GYM 508,1 490,1a 392 130 + 
PnTX-G 694,4 164,1a 676,4 458,2 

140 + 

a produkt ioni korišteni za kvantifikaciju LT 
 
Lipofilni toksini identificirani su temeljem prisustva dva produkt iona (PnTX-G temeljem tri 
iona), uz uvjet da je omjer S/N produkt iona manjeg intenziteta ≥ 3. Odstupanje omjera 
odziva potvrdnog i kvantifikacijskog iona moralo je biti u rasponu ± 30%, čime su bili 

zadovoljeni uvjeti Odluke komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). Vrijeme zadržavanja analita na 

kromatografskoj koloni u uzorku je moralo odgovarati RT analita u certificiranoj otopini za 
kalibraciju, uz prihvatljivo odstupanje od 3% unutar iste serije analiziranih uzoraka. 
Rezolucija kromatografskih pikova analoga OA i DTX2 mora biti >1, budući se ovi izomeri ne 

mogu razlikovati spektrometrijom masa. U svrhu kontrole kvalitete metode analizirani su 
slijepi matriks, CRM-DSP-Mus-c i CRM FDMT1. Za kvanifikaciju LT korišten je eksterni 
kalibracijski pravac u matriksu, pripremljen razrjeđivanjem analitičkih standarda otopinom 

metanolnog ekstrakta slijepog matriksa i vodenog dijela mobilne faze (1:1, v/v), 
koncentracijskog raspona od 30 do 600 µgkg-1 za okadaičnu skupinu i pektenotoksine, 75 do 
1500 µgkg-1 za jesotoksine, 3 do 300 µgkg-1 za azaspiracide, 0,05 do 300 µgkg-1 za GYM i 
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PnTX-G, te 3 do 300 µgkg-1 za SPX1. Toksini za koje nisu dostupne otopine za kalibraciju 
(PTX1, 45-OH YTX i 45-OH homo YTX) kvantificiraju se pomoću kalibracijskog pravca 

predstavnika skupine. Ukoliko je koncentracija nekog od toksina u uzorku bila veća od 

koncentracije najveće kalibracijske razine, ekstrakt uzorka razrijeđen je mješavinom 

ekstrakta slijepog uzorka i vodenog dijela mobilne faze (1:1, v/v), u omjeru potrebnom da 
koncentracija bude u rasponu kalibracijske krivulje. U izračunu koncentracija u obzir je uzet 
faktor razrjeđenja. Utvrđene koncentracije LT korigirane su iskorištenjem dobivenim 
validacijom. S ciljem utvrđivanja toksičnosti, nakon izračuna koncentracija pojedinačnih 

analoga, dobivene koncentracije pomnožene su vrijednošću TEF kvantificiranog analoga, a 
ukupna toksičnost izražena kao suma μg ekvivalenata pojedine skupine LT po kg školjkaša, 
kao što je prikazano u Tablici 2. Koncentracije cikličkih imina prikazane su pojedinačno, 

budući za njih nije utvrđen TEF. 
Validacija metode provedena je u skladu s Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.) i 
uključivala je ranije navedene parametre, uključujući i utjecaj matriksa. 
Specifičnost je određena usporedbom kromatograma slijepog matriksa (n = 20) i matriksa 
obogaćenog LT (n = 20). Utjecaj matriksa određen je usporedbom vrijednosti nagiba 

kalibracijske krivulje analitičkih standarda u otapalu (MeOH) sa onima u ekstraktu 
pojedinačnih matriksa. Kreirana su po tri kalibracijska pravca u otapalu te u svakom od 
matriksa, sa pet koncentracijskih razina u rasponu od 6 do 600 µgkg-1 za okadaičnu skupinu i 

pektenotoksine, 3 do 300 µgkg-1 za azaspiracide i cikličke imine, te 75 do 1500 µgkg-1 za 
jesotoksine. Srednja vrijednost nagiba pravaca u otapalu uspoređena je sa srednjim 

vrijednostima pravaca u matriksu. SSE izračunat je iz omjera nagiba kalibracijskog pravca u 
matriksu i nagiba pravca u otapalu prema formuli (1). Također su uspoređene vrijednosti 

nagiba pravaca matriksa školjkaša i mješčićnica međusobno. Lineariziranjem i određivanjem 

koeficijenta determinacije R2, određena je linearnost kalibracijskih pravaca za svaki LT 
pojedinačno, uz uvjet prihvatljivosti da vrijednost R2 bude ≥ 0,98. LOD i LOQ određeni su za 

svaku vrstu školjkaša i mješčićnica analizom uzoraka slijepog ili pseudo-slijepog matriksa 
(prirodno kontaminiran niskim koncentracijama analita) na isti način kao i kod prethodno 

opisanih metoda, primjenom formula (2) i (3). Plan i izračun parametara ponovljivosti i 

unutarlaboratorijske obnovljivosti proveden je primjenom programa InterVAL Plus Software 
Version 3.4.0.4 (quo data, Gesellschaft für Qualitätsmanagement und Statistik GmbH, 
Njemačka). Ponovljivost i unutarlaboratorijska obnovljivost određene su ispitivanjem 128 
slijepih uzoraka obogaćenih LT, na tri koncentracijske razine za sve toksine, osim za OA i CI 
za koje se ispitala jedna razina više. Koncentracija DTX1, DTX2 i PTX u obogaćenim 

uzorcima iznosila je 45, 68 i 90 µgkg-1, dok je za OA validacijom još uključena koncentracija 

od 500 µgkg-1. Koncentracija analoga skupine jesotoksina u obogaćenim uzorcima iznosila je 
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0,94, 1,9 i 2,8 mgkg-1, analoga azaspiracida 40, 60 i 80 µgkg-1, te cikličkih imina 25, 100, 200 

i 300 µgkg-1. Među uzorcima, tri vrste školjkaša i mješčićnica bile su jednako zastupljene. 

Učinkovitost metode procijenjena je na isti način kao i metode za određivanje DA i PST. 

3.2.9. Procjena izloženosti potrošača 
Temeljem podataka o prehrambenim navikama koje se odnose na konzumaciju školjkaša u 

RH (Tablica 5), a koji su prikupljeni u istraživanju koje je provela Hrvatska agencija za 

poljoprivredu i hranu (ranije Hrvatska agencija za hranu) tijekom 2011. i 2012. god., na 
nacionalnom reprezentativnom uzorku (HAH, 2011.-2012.), te utvrđenih koncentracija 

fikotoksina u ovom  istraživanju za koje su legislativom propisane NDK, utvrđena je stvarna 

izloženost potrošača u razdoblju u kojem je ono provedeno. Podaci o potrošnji hrane po 
dobi, spolu i regiji, predstavljajući reprezentativni uzorak, prikupljeni su istraživanjem koje je 
obuhvatilo 2002 ispitanika u dobi od 18 do 64 godina (HAH, 2011.-2012.) i prikazani su u 
Prilogu 3. 
Uzimajući u obzir prosječnu masu konzumenata u RH, utvrđena je veličina porcije u odnosu 

na tjelesnu masu u slučaju konzumacije prosječne i najveće porcije u RH, te velike porcije 

koja prema mišljenju EFSA iznosi 400 g (EFSA, 2009.e). Prema podacima EFSA (2009.f) 
tijekom termičke obrade školjkaša dolazi do povećanja koncentracije LT uslijed gubitka vode, 
te se smatra da je navedeno potrebno uzeti u obzir prilikom službenih kontrola. Stoga je 
temeljem mišljenja agencije EFSA, veličina konzumirane porcije u slučaju LT korigirana 

faktorom 1,5, a koji predstavlja gubitak vode tijekom kuhanja. Faktor je određen uzimajući u 

obzir prosječni gubitak vode od 39,21% uslijed više načina termičke obrade (kuhanjem u 

zatvorenoj i otvorenoj posudi, dimljenjem i obradom mikrovalova srednje i visoke energije) 
(Marinopoulou i Petridis, 2022.), te prosječni udio vode od 85,46% utvrđen u dagnjama 

prikupljenim iz uzgajališta smještenih na području poluotoka Istra tijekom 2018. god. (Krešić i 

sur., 2020.).  
Izloženost je procijenjena pri konzumaciji prosječne i najveće veličine porcije u RH, te u 
slučaju konzumacije velike porcije od 400 g, temeljem koncentracija fikotoksina utvrđenih u 

ovom istraživanju. Također je procijenjena teoretska najveća izloženost potrošača u slučaju 

konzumacije školjkaša koji sadrže koncentracije jednake NDK za tri navedene veličine 

porcije. Izloženost je uspoređena sa ARfD utvrđenim od strane EFSA (Tablica 2) za svaku 
reguliranu skupinu, s ciljem utvrđivanja broja slučajeva u kojima je unešena količina 

fikotoksina bila veća od ARfD.  
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Budući su podaci o prehrambenim navikama potrošača u RH dostupni samo za dagnje, isti 
su također primijenjeni za izloženost potrošača fikotoksinima prisutnim u ostalim vrstama, 

kao i faktor korekcije 1,5. 
Tablica 5 Konzumacija školjkaša u RH tijekom 2011.-2012. god. 

Prosječna porcija/g Najveća porcija/g Velika porcijaa/g Broj konzumacija Broj konzumenata Prosječna masa konzumenata/kg 
34,40 87,27 400,00 14 13 81,69 

avelika porcija prema mišljenju EFSA (EFSA, 2009.f) 

3.2.10. Statistička obrada podataka 
Za statističku obradu podataka korišteni su statistički programski paketi SPSS Statistics 22.0 

(IBM, SAD), a za procjenu izloženosti Microsoft Excel 2019 MSO, Version 2301 Build 
16.0.16026.2002 (Microsoft, SAD). 
Statistička obrada u programu SPSS Statistics provedena je sa razinom značajnosti p  = 
0,05. Provjera distribucije podataka rađena je Kolmogorov-Smirnov testom, te je proveden t-
test, ANOVA ili neparametrijska verzija Krushkal Wallis testa. U slučaju ANOVA, varijanca je 
testirana Levene testom te je ovisno o varijanci rađen Scheffe ili Tamhane post hoc test. 
Statistička obrada napravljena je samo za uzorke s koncentracijama fikotoksina ≥ LOQ. 
Također, za fikotoksine koji su kvantificirani u samo nekoliko uzoraka, statističku obradu nije 
bilo moguće provesti navedenim programom, te su rezultati tumačeni temeljem pojavnosti. U 
svrhu interpretacije sezonske pojavnosti, godišnja doba proljeće, ljeto, jesen i zima 

obuhvaćaju tromjesečna razdoblja navedena istim redosljedom: ožujak-svibanj, lipanj-
kolovoz, rujan-studeni i prosinac-veljača. 
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4.1. VALIDACIJA METODA ZA ODREĐIVANJE DA, PST I LT 
Validacija metoda provedena je ispitivanjem parametara selektivnosti, linearnosti, granice 
detekcije, granice kvantifikacije, mjerne preciznosti - ponovljivosti i unutarlaboratorijske 
obnovljivosti, te mjerne nesigurnosti za sve metode koje su se primjenjivale u određivanju 

hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina ispitivanih u ovom istraživanju. Za metode koje su uključivale 

spektrometriju masa ispitan je i utjecaj matriksa. 

4.1.1. Specifičnost 
Specifičnost metoda utvrđena je analizom i usporedbom kromatograma slijepih uzoraka (n = 
20) i slijepih uzoraka obogaćenih analitima (n = 20). Analizirane vrste bile su zastupljene u 
jednakom udjelu. Pregledom kromatograma utvrđena je odsutnost kromatografskog signala 
u očekivanom RT pojedinog analita u slijepim uzorcima, te zadanih tranzicija kod metoda za 
određivanje DA i LT, dok su na kromatogramima slijepih uzoraka obogaćenih analitima 

uočeni kromatografski signali u očekivanom RT (Prilozi 4-8). 
4.1.2. Utjecaj matriksa 
Utjecaj matriksa ispitan je za metode za određivanje DA i LT kod kojih se za detekciju i 
kvantifikaciju koristila spektrometrija masa. 
Uvrštavanjem podataka dobivenih validacijom metode za određivanje DA u formulu za 

izračun SSE (1), dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 6. 
Tablica 6 SSE vrijednosti za pojedine matrikse u odnosu na otapalo, te međusobno usporedbom matriksa 

Matriks SSE/%a SSE/%b SSE/%c SSE/%d 
dagnje 64 / / / 
kamenice 61 96 / / 
kapice 66 104 108 / 
mješčićnice 73 115 120 111 

aSSE u odnosu na otapalo bSSE u odnosu na ekstrakt dagnji cSSE u odnosu na ekstrakt kamenica dSSE u odnosu na ekstrakt kapica  
Uvrštavanjem podataka dobivenih validacijom metode za određivanje LT u formulu za 

izračun SSE (1), dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 7.  
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Tablica 7 SSE vrijednosti za pojedinačne LT u različitim matriksima 
Matriks SSE OA DTX1 DTX2 PTX2 AZA1 AZA2 AZA3 YTX Homo YTX GYM SPX1 PnTX-G 

dagnje SSEa/% 118 87 123 78 83 83 70 85 83 79 86 83 
kamenice SSEa/% 120 91 117 82 88 87 70 86 83 72 87 86 

SSEb/% 102 104 94 106 106 105 100 101 100 91 102 104 
kapice SSEa/% 123 92 114 84 78 80 68 86 85 83 87 82 

SSEb/% 104 106 92 108 94 96 98 101 103 105 102 100 
SSEc/% 102 101 98 102 89 92 98 100 102 115 100 106 

mješčićnice SSEa/% 65 38 65 84 83 83 74 86 83 79 81 87 
SSEb/% 55 43 53 108 100 100 106 100 100 99 94 106 
SSEc/% 54 42 56 102 95 96 107 99 100 109 93 102 
SSEd/% 53 41 57 100 106 104 109 100 98 94 93 106 

aSSE u odnosu na otapalo bSSE u odnosu na ekstrakt dagnji cSSE u odnosu na ekstrakt kamenica dSSE u odnosu na ekstrakt kapica 
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4.1.3. Linearnost kalibracijskog pravca 
Linearnost je ispitana lineariziranjem kalibracijskih pravaca pojedinačnih fikotoksina i 
određivanjem koeficijenta determinacije R2. Za metode određivanja DA i LT linearnost je 

ispitana u svakom od matriksa, dok je za metodu za određivanje PST ispitana linearnost 

kalibracije pripremljene oksidacijom analitičkih standarda u otapalu. Jednadžbe pravaca i 

koeficijenti determinacije prikazani su u Tablicama 8-10. 

4.1.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije 
LOD i LOQ ispitane su za pojedinačne fikotoksine u svakom od matriksa. Uvrštavanjem 

podataka dobivenih validacijom u formulu za izračun LOD (2) i LOQ (3), dobiveni su rezultati 
koji prikazani u Tablicama 8-10. 

Tablica 8 Linearnost kalibracijske krivulje, LOD i LOQ DA u ispitanim matriksima 
Analit Matriks Jednadžba R2 LOD/μgkg-1 LOQ/μgkg-1 

DA dagnje y = 6657,1x-196427 0,9964 0,30 0,99 
kamenice y = 6317,4x-52007 0,9996 0,31 1,02 

kapice y = 6897,2x-124102 0,9991 0,30 0,99 
mješčićnice y = 7642,2+18386 0,9979 0,30 1,00 
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Tablica 9 Linearnost kalibracijske krivulje u otapalu, LOD i LOQ PST u ispitanim matriksima 
Analit Jednadžba R2 Matriks LOD/μgkg-1 LOQ/μgkg-1 LOD/μg STXdiHCL ekv.kg-1 

LOQ/μg STXdiHCL ekv.kg-1 
STX y = 0,0732x-2,4327 0,9981 dagnje 11,45 37,79 11,45 37,79 

kamenice 10,30 33,98 10,30 33,98 
kapice 13,71 45,24 13,71 45,24 

mješčićnice 6,39 21,10 6,39 21,10 
dcGTX2,3 y = 0,0317x-0,3654 0,9997 dagnje 10,85 35,79 4,59 15,12 

kamenice 9,56 31,54 4,04 13,33 
kapice 7,51 24,78 3,17 10,47 

mješčićnice 10,09 33,30 4,26 14,07 
dcSTX y = 0,1103x-4,0644 0,9984 dagnje 5,95 19,63 6,73 22,19 

kamenice 6,98 23,02 7,89 26,03 
kapice 14,30 47,18 16,17 53,34 

mješčićnice 3,32 10,97 3,75 12,40 
GTX2,3 y = 0,0675x-1,9918 0,9981 dagnje 10,57 34,90 5,97 19,71 

kamenice 10,16 33,52 5,74 18,93 
kapice 8,34 27,52 4,71 15,54 

mješčićnice 9,30 30,69 5,25 17,33 
GTX5 y = 0,0304x-0,9188 0,9981 dagnje 11,27 37,20 1,11 3,65 

kamenice 10,35 34,16 1,02 3,35 
kapice 10,59 34,69 1,04 3,40 

mješčićnice 7,26 23,96 0,71 2,35 
C1,2 y = 0,0295x-0,649 0,9975 dagnje 17,80 58,74 1,39 4,60 

kamenice 18,66 61,57 1,46 4,82 
kapice 13,78 45,48 1,08 3,56 

mješčićnice 16,62 54,84 1,30 4,29 
GTX1,4 y = 0,012x-0,0796 0,9998 dagnje 21,23 70,04 19,21 63,37 

kamenice 17,10 56,43 15,47 51,05 
kapice 22,41 73,94 20,27 66,89 

mješčićnice 20,70 68,31 18,73 61,80 
NEO y = 0,0255x-1,2675 0,9986 dagnje 24,77 81,73 29,26 96,54 

kamenice 23,12 76,31 27,31 90,14 
kapice 17,91 59,12 21,16 69,83 

mješčićnice 22,52 74,30 26,60 87,76 
 

Tablica 10 Linearnost kalibracijskih pravaca, LOD i LOQ LT u ispitanim matriksima 
Analit Jednadžba R2 Matriks LOD/μgkg-1 LOQ/μgkg-1 LOD LOQ 

OA y = 6078,3x-986,94 0,9980 dagnje 5,17 17,08 5,17a 17,08a 
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y = 6217,8x-2801,6 0,9986 kamenice 7,99 26,35 7,99a 26,35a 
y = 6336,3x+477,69 0,9993 kapice 6,74 22,24 6,74a 22,24a 
y = 3354,3x+661,66 0,9985 mješčićnice 2,83 9,34 2,83a 9,34a 

DTX1 y = 3994,3x-1222,9 0,9991 dagnje 5,63 18,57 5,63a 18,57a 
y = 4172,8x-4817,8 0,9936 kamenice 4,79 15,81 4,79a 15,81a 
y = 4215,8x-1484,3 0,9993 kapice 2,42 7,99 2,42a 7,99a 
y = 1735,2x-577,74 0,9995 mješčićnice 3,78 12,47 3,78a 12,47a 

DTX2 y = 10014x-3538,4 0,9978 dagnje 2,63 8,67 1,58a 5,20a 
y = 9461x-6369,4 0,9979 kamenice 1,61 5,31 0,97a 3,19a 

y = 9247,4x-286,78 0,9992 kapice 8,37 27,66 5,02a 16,60a 
y = 5261,2x-729,01 0,9991 mješčićnice 8,93 29,47 5,36a 17,68a 

PTX2 y = 6857,5x-2456,3 0,9981 dagnje 1,79 5,92 1,79b 5,92b 
y = 7239,6x-8306,5 0,9892 kamenice 2,37 7,83 2,37b 7,83b 
y = 7406,9x-1663,8 0,9984 kapice 0,43 1,41 0,43b 1,41b 
y = 7381,8x-1471,9 0,9996 mješčićnice 1,33 4,38 1,33b 4,38b 

AZA1 y= 302000x-51941 0,9986 dagnje 0,53 1,75 0,53c 1,75c 
y = 320626x-153681 0,9944 kamenice 1,03 3,41 1,03c 3,41c 
y  = 284875x-38298 0,9982 kapice 0,44 1,44 0,44c 1,44c 
y = 303880x-53800 0,9997 mješčićnice 0,52 1,71 0,51c 1,71c 

AZA2 y = 248814x-27463 0,9992 dagnje 0,83 2,73 1,49c 4,91c 
y = 260629x-134078 0,9939 kamenice 1,30 4,30 2,34c 7,74c 

y = 238914x-48993 0,9986 kapice 0,56 1,86 1,01c 3,35c 
y = 249394x-68193 0,9986 mješčićnice 0,50 1,65 0,90c 2,97c 

AZA3 y = 241951x-46529 0,9986 dagnje 0,71 2,36 0,99c 3,30c 
y = 241777x-138145 0,9936 kamenice 1,71 5,63 2,39c 7,88c 

y = 236460x-35955 0,9966 kapice 0,42 1,37 0,59c 1,92c 
y = 257507x-60244 0,9994 mješčićnice 0,45 1,47 0,63c 2,06c 

YTX y = 183,11x-339,68 0,9938 dagnje 14,27 47,09 14,27d 47,09d 
y = 184,81x-341,31 0,9990 kamenice 11,13 36,73 11,13d 36,73d 
y = 184,1x+68,773 0,9990 kapice 16,93 55,88 16,93d 55,88d 

y = 183,65x-336,86 0,9987 mješčićnice 7,97 26,30 7,97d 26,30d 
homo YTX y = 181,3x-400,7 0,9956 dagnje 9,32 30,76 9,32d 30,76d 

y = 182,02x-468,89 0,9984 kamenice 6,05 19,96 6,05d 19,96d 
y = 185,84x-402,37 0,9996 kapice 12,14 40,05 12,14d 40,05d 
y = 182,04x-381,54 0,9973 mješčićnice 5,04 16,65 5,04d 16,65d 

SPX1 y = 58148x-1271,9 0,9987 dagnje 0,45 1,49 n.p. n.p. 
y = 59274x-9783,7 0,9983 kamenice 0,60 1,97 n.p. n.p. 
y = 59111x+3095,3 0,9980 kapice 0,99 3,28 n.p. n.p. 
y = 54922x-1316,2 0,9985 mješčićnice 0,23 0,76 n.p. n.p. 

GYM y = 328175x-51665 0,9961 dagnje 0,10 0,32 n.p. n.p. 
y = 299339x+121977 0,9952 kamenice 0,58 1,93 n.p. n.p. 

y = 345441x-34599 0,9986 kapice 0,12 0,40 n.p. n.p. 
y = 325093x+42840 0,9995 mješčićnice 0,88 2,90 n.p. n.p. 
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PnTX-G y = 58350x-9909,2 0,9977 dagnje 0,11 0,36 n.p. n.p. 
y = 60501x-14478 0,9990 kamenice 0,45 1,49 n.p. n.p. 

y = 58219x-111,97 0,9997 kapice 0,11 0,35 n.p. n.p. 
y = 61652x-2146,6 0,9995 mješčićnice 0,63 2,07 n.p. n.p. 

n.p. nije primjenjivo aµg OA ekv.kg-1 
bµg PTX2 ekv.kg-1 
cµg AZA ekv.kg-1 
dµg YTX ekv.kg-1 

4.1.5. Ponovljivost i unutarlaboratorijska obnovljivost 
Ponovljivost i unutarlaboratorijska obnovljivost određene su ispitivanjem slijepih uzoraka 

obogaćenih analitima na tri odnosno četiri koncentracijske razine, ovisno o fikotoksinu. 
Izračun parametara ponovljivosti i unutarlaboratorijske obnovljivosti na različitim 

koncentracijskim razinama proveden je primjenom programa InterVAL Plus Software. 
Dobivene vrijednosti CV i iskorištenja prikazani su u Tablicama 11-16. Kromatogrami slijepih 
uzoraka obogaćenih analitima prikazani su u Prilozima 4-7. 

Tablica 11 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i RC za metodu 
određivanja DA 

W CVpon/% CVobn/% RC/% 
50,0 10,1 11,8 93,3 
64,6 9,3 10,7 93,4 
79,1 8,8 10,1 93,4 
150,0 8,2 9,1 93,5 
250,0 8,0 8,7 93,5 
375,0 7,9 8,5 93,5 
500,0 7,9 8,4 93,5 
750,0 7,9 8,3 93,5 
1000,0 7,9 8,3 93,5 

W koncentracijska razina/µgkg-1; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost 
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Tablica 12 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i RC za metodu određivanja PST  
STX dcGTX2,3 dcSTX GTX2,3 

W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% 
120,0 6,7 8,5 92,1 120,0 9,7 10,1 89,1 120,0 6,9 7,9 97,7 120,0 8,2 10,0 94,7 
144,0 6,7 7,8 93,0 150,0 8,5 9,8 89,2 148,3 7,1 7,7 94,7 150,0 6,7 8,0 92,4 
150,0 6,7 7,7 93,2 150,1 8,5 9,8 89,2 150,0 7,1 7,7 94,5 153,9 6,6 7,8 92,2 
164,4 6,6 7,6 93,5 180,0 7,8 10,2 89,3 173,8 7,2 7,7 92,8 176,5 5,8 6,8 91,0 
180,0 6,6 7,7 93,9 181,2 7,7 10,3 89,3 180,0 7,3 7,7 92,4 180,0 5,7 6,6 90,9 
210,0 6,6 8,2 94,4 210,0 7,3 10,8 89,3 210,0 7,4 7,9 90,9 210,0 4,9 5,8 89,7 
240,0 6,5 8,9 94,7 240,0 7,0 11,3 89,4 240,0 7,5 8,1 89,8 240,0 4,4 5,2 88,9 

GTX5 C1,2 GTX1,4 NEO 
W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% 
120,0 5,4 9,7 97,0 120,0 13,7 17,3 86,9 120,0 7,6 12,6 92,3 120,0 10,6 18,0 83,6 
149,9 5,5 8,0 96,3 150,0 13,6 16,0 87,7 150,0 7,6 11,4 92,6 150,0 8,4 14,6 86,5 
150,0 5,5 8,0 96,3 169,5 13,6 15,5 88,0 180,0 7,6 10,6 92,8 165,3 7,7 13,5 87,5 
171,8 5,5 7,2 95,9 180,0 13,5 15,3 88,2 210,0 7,6 10,1 93,0 180,0 7,1 12,7 88,4 
180,0 5,5 7,1 95,8 210,0 13,5 14,7 88,6 240,0 7,6 9,7 93,1 201,8 6,4 11,7 89,5 
210,0 5,5 6,7 95,5 222,5 13,5 14,6 88,7 370,0 7,6 9,3 93,4 210,0 6,2 11,4 89,8 
240,0 5,5 6,5 95,3 240,0 13,4 14,4 88,8 500,0 7,5 9,1 93,5 240,0 5,5 10,5 90,8 

W koncentracijska razina/µgkg-1; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost
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Tablica 13 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i RC za okadaičnu skupinu LT 
 

W koncentracijska razina/µgkg-1; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost  
Tablica 14 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i R za azaspiracide 

AZA1 AZA2 AZA3 
W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% 
40,0 5,5 10,8 106,8 40,0 5,4 6,6 100,8 40,0 7,3 8,7 97,1 
50,0 4,7 8,3 101,9 47,3 5,1 6,7 99,4 50,0 7,6 8,5 94,0 
53,8 4,5 7,8 100,5 50,0 5,0 6,8 99,0 50,4 7,6 8,5 93,9 
60,0 4,2 7,4 98,6 54,0 4,9 6,9 98,4 60,0 7,7 8,8 91,9 
63,4 4,0 7,4 97,7 60,0 4,8 7,1 97,8 60,5 7,7 8,8 91,8 
70,0 3,8 7,4 96,3 70,0 4,7 7,5 96,9 70,0 7,9 9,2 90,4 
80,0 3,5 7,9 94,5 80,0 4,6 7,8 96,2 80,0 8,0 9,7 89,3 

W koncentracijska razina/µgkg-1; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost    

OA DTX1 DTX2 PTX2 
W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% 
45,0 8,0 10,9 91,8 45,0 6,1 7,5 95,1 45,0 6,2 7,1 96,4 45,0 12,8 16,6 99,7 
56,5 7,0 8,6 92,4 55,0 6,0 6,8 92,3 52,7 6,2 6,8 96,9 56,5 13,2 15,9 96,3 
68,0 6,5 7,4 92,8 56,5 6,0 6,8 91,9 56,5 6,1 6,7 97,1 67,4 13,5 15,5 94,1 
79,0 6,1 6,7 93,1 63,1 5,9 6,6 90,7 59,1 6,1 6,6 97,2 68,0 13,6 15,5 94,0 
90,0 5,9 6,3 93,4 68,0 5,9 6,5 89,9 68,0 6,1 6,4 97,6 79,0 13,8 15,3 92,5 
295,0 5,0 6,8 94,5 79,0 5,8 6,4 88,4 79,0 6,1 6,6 97,9 90,0 14,0 15,1 91,3 
500,0 5,0 7,2 94,7 90,0 5,8 6,5 87,4 90,0 6,1 6,8 98,1 
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Tablica 15 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i R za jesotoksine 

W koncentracijska razina/µgkg-1; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost  
Tablica 16 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i R za cikličke imine  

SPX1 GYM PnTX-G 
W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% 
25,0 6,2 13,7 87,5 25,0 4,4 7,9 92,1 25,0 11,2 14,6 85,4 
34,0 6,3 10,5 86,1 29,7 4,0 6,8 92,5 33,5 8,5 12,2 86,8 
41,2 6,3 9,2 85,4 34,2 3,7 6,2 92,8 41,4 7,1 11,2 87,6 
62,5 6,4 7,7 84,2 62,5 3,0 4,4 93,6 62,5 5,2 10,3 88,7 
100,0 6,5 7,2 83,4 100,0 2,8 3,7 94,0 100,0 4,1 10,1 89,6 
150,0 6,5 7,4 83,0 150,0 2,7 3,4 94,2 150,0 3,6 10,1 90,0 
200,0 6,5 7,5 82,7 200,0 2,7 3,3 94,4 200,0 3,4 10,2 90,3 
250,0 6,6 7,6 82,6 250,0 2,7 3,2 94,4 250,0 3,4 10,2 90,4 
300,0 6,6 7,7 82,5 300,0 2,6 3,2 94,5 300,0 3,3 10,3 90,5 

W koncentracijska razina/µgkg-1; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost 

YTX homo YTX 
W CVpon/% CVobn/% RC/% W CVpon/% CVobn/% RC/% 
937,5 6,9 9,2 101,6 937,50 7,2 9,9 103,0 
1187,9 7,1 8,7 98,7 1219,31 7,5 9,2 98,6 
1406,3 7,3 8,4 96,9 1406,25 7,6 9,0 96,7 
1412,1 7,3 8,4 96,9 1476,54 7,7 8,9 96,1 
1875,0 7,4 8,1 94,5 1875,00 7,9 8,7 93,6 
2344,0 7,6 8,2 93,1 2344,00 8,1 8,6 91,7 
2813,0 7,6 8,2 92,2 2813,00 8,2 8,6 90,4 
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4.1.6. Mjerna nesigurnost 
Rezultati određivanja proširene mjerne nesigurnosti za sve fikotoksine obuhvaćene ovim 

istraživanjem na različitim koncentracijskim razinama, prikazani su u Prilozima 9-11. 

4.2. ANALIZA PRIKUPLJENIH UZORAKA 
Određivanjem pojavnosti i koncentracija hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina u školjkašima i 

mješčićnicama, provedenim metodama opisanim pod 3.2.6.-3.2.8., utvrđeno je njihovo 

prisustvo u svim vrstama tijekom cijelog razdoblja istraživanja. Od ukupno 676 ispitanih 
uzoraka, u 452 (67%) utvrđena je koncentracija jednog ili više fikotoksina ≥ LOD. Od 
ukupnog broja analiziranih uzoraka, fikotoksini su kvantificirani u 281 od 416 uzoraka dagnji 
(68%), u 102 od 104 uzoraka kamenica (98%), u 39 od 52 uzoraka kapica (75%), te u 30 od 
104 uzorka mješčićnica (29%). Vrsta fikotoksina, učestalost pojavnosti (frekvencija), 
prosječna, te najmanja i najveća utvrđena koncentracija pojedinačnih fikotoksina u ispitanim 
vrstama, prikazani su u Tablicama 17 i 31. Od ukupno 24 analizirana fikotoksina, detektirana 
su i kvantificirana tri hidrofilna i osam lipofilnih. 

Tablica 17 Pojavnost fikotoksina u ispitanim uzorcima dagnji i kamenica sa svih 
lokaliteta 

 Dagnje Kamenice 
Analit F/% (n) Prosječna C ± SD (min.-maks. konc.)/µgkg-1 F/% (n) Prosječna C ± SD (min.-maks. konc.)/µgkg-1 
DA 3,6 (15) 10,80 ± 11,57 (1,64-37,95) 16,3 (17) 101,77 ± 190,80 (1,41-809,35) 
GTX2,3 2,4 (10) 145,66 ± 123,66 (49,09-457,68) 0,2 (1) 50,68* 
GTX1,4 0,7 (3) 1027,93 ± 618,22 (597,16-1736,29) <LOQ < LOQ 
OA 16,1 (67) 67,15 ± 67,79 (30,05-347,78) 1,9 (2) 49,79 ± 0,55 (49,40-50,17) 
PTX2 0,2 (1) 30,07* < LOQ < LOQ 
AZA1 0,5 (2) 4,97 ± 0,05 (4,93-5,00) < LOQ < LOQ 
AZA2 5,3 (22) 4,03 ± 0,75 (3,00-5,27) < LOQ < LOQ 
YTX 15,4 (64) 190,28 ± 132,26 (76,95-668,10) 1 (1) 112,16* 
SPX1 35,3 (147) 5,92 ± 2,63 (3,46-16,02) 60,6 (63) 8,65 ± 5,95 (3,44-36,45) 
GYM 24,5 (102) 4,43 ± 2,87 (0,64-17,20) 89,4 (93) 9,75 ± 5,89 (2,68-39,85) 
PnTX-G 13 (54) 2,70 ± 1,59 (0,60-6,87) 1 (1) 3,59* 

F udio uzoraka u kojima su kvantificirani fikotoksini u odnosu na broj ispitanih uzoraka te vrste; *jedini uzorak sa koncentracijom ≥ LOQ 
U 230 uzoraka kvantificiran je jedan od analiziranih fikotoksina, dok je u njih 222 utvrđena 

istovremena pojavnost kombinacije dva do pet različitih fikotoksina, što je prikazano u 

Tablici 18. Kao najučestalija utvrđena je kombinacija dva fikotoksina u 159 uzoraka, dok je 
49 uzoraka sadržavalo kombinaciju od tri fikotoksina, devet uzoraka kombinaciju od četiri, te 

je u pet uzoraka utvrđena kombinacija pet različitih fikotoksina.    
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Tablica 18 Broj uzoraka sa utvrđenim različitim kombinacijama fikotoksina 
Kombinacija fikotoksina Dagnje Kamenice Kapice Kombinacija fikotoksina Dagnje Kamenice Kapice 

SPX1 + YTX 5 n.p. n.p. SPX1 + GYM + YTX 6 n.p. n.p. 
SPX1 + OA 14 n.p. n.p. SPX1 + GYM + AZA2 3 n.p. n.p. 
SPX1 + PnTX-G 16 n.p. n.p. SPX1 + GYM + OA 2 1 n.p. 
SPX1 + GYM 9 44 1 SPX1 + GYM + DA n.p. 10 n.p. 
SPX1 + GTX2,3 1 n.p. n.p. PnTX-G + OA + AZA2 1 n.p. n.p. 
SPX1 + DA 1 n.p. n.p. GYM + AZA2 + OA 1 n.p. n.p. 
GYM + OA 2 n.p. n.p. GYM + AZA2 + YTX 1 n.p. n.p. 
GYM + YTX 16 1 n.p. GYM + AZA2 + DA 1 n.p. n.p. 
GYM + AZA2 6 n.p. n.p. PnTX-G + OA + YTX 1 n.p. n.p. 
GYM + PnTX-G 9 n.p. n.p. GYM + OA + YTX 2 n.p. n.p. 
GYM + DA n.p. 4 2 GYM + YTX + DA 1 n.p. n.p. 
OA + GTX2,3 1 n.p. n.p. GYM + DA + GTX2,3 n.p. 1 n.p. 
OA + PTX2 1 n.p. n.p. AZA1 + AZA2 + OA 1 n.p. n.p. 
OA + PnTX-G 1 n.p. n.p. AZA2 + YTX + DA n.p. n.p. 2 
OA + YTX 2 n.p. n.p. SPX1 + GYM + PnTX-G + GTX2,3 1 n.p. n.p. 
OA + AZA2 1 n.p. n.p. SPX1 + AZA2 + OA + YTX 1 n.p. n.p. 
OA + DA 1 n.p. n.p. SPX1 + PnTX-G + OA + GTX2,3 1 n.p. n.p. 
GTX2,3 + GTX1,4 2 n.p. n.p. SPX1 + GYM + OA + YTX 1 n.p. n.p. 
AZA2 + DA 1 n.p. 1 SPX1 + OA + YTX + GTX2,3 1 n.p. n.p. 
AZA2 + YTX 1 n.p. n.p. SPX1 + AZA1 + AZA2 + OA 1 n.p. n.p. 
PnTX-G + YTX 2 n.p. n.p. SPX1 + PnTX-G + GTX2,3 + GTX1,4 1 n.p. n.p. 
YTX + DA n.p. n.p. 14 SPX1 + GYM + OA + DA n.p. 1 n.p. 
SPX1 + OA + YTX 8 n.p. n.p. GYM + PnTX-G + OA + YTX 1 n.p. n.p. 
SPX1 + OA + PnTX-G 1 n.p. n.p. SPX1 + PnTX-G + OA + YTX + GTX2,3 2 n.p. n.p. 
SPX1 + PnTX-G + GYM 6 n.p. n.p. SPX1 + GYM + PnTX-G + OA + YTX 3 n.p. n.p. 

n.p. nije primjenjivo 
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U Tablicama 19-29 prikazane su pojavnost i koncentracija fikotoksina u dagnjama 
prikupljenim sa osam različitih lokaliteta. Lokaliteti na kojima u niti jednom uzorku nije 

detektiran navedeni toksin nisu uključeni u tablični prikaz rezultata, a oni na kojima su 

fikotoksini kvantificirani u manje od tri uzorka nisu uključeni u statističku obradu. Analizom 
podataka utvrđena je statistički značajna razlika u pojavnosti na različitim lokalitetima za OA 
(p < 0,001), SPX1 (p = 0,049), GYM (p < 0,001) i PnTX-G (p = 0,001), dok nije utvrđena za 

DA (p = 0,581), AZA2 (p = 0,682) i YTX (p = 0,332). 
Tablica 19 Pojavnost DA u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 

Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 
L3 1,9 (1) 4,24* n.p. n.p. 
L4 3,8 (2) 5,06 ± 3,56 2,54 7,58 
L6 11,5 (6) 11,45 ± 13,45 1,64 37,95 
L7 7,7 (4) 17,38 ± 14,06 5,28 37,67 
L8 3,8 (2) 4,74 ± 2,29 3,12 6,36 

*jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; među vrijednostima nije utvrđena statistički 
značajna razlika (p > 0,05)  

Tablica 20 Pojavnost GTX2,3 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 
Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

L4 15,4 (8) 169,65±127,95 66,90 457,68 
L5 1,9 (1) 49,09* n.p. n.p. 
L6 1,9 (1) 50,34* n.p. n.p. 

*jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo  
Tablica 21 Pojavnost GTX1,4 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 

Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 
L4 5,8 (3) 1027,93 ± 618,22 597,16 1736,29  

Tablica 22 Pojavnost OA u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 
Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

L1 32,7 (17) 64,03ab ± 75,89 30,05 347,78 
L2 32,7 (17) 47,20b ± 23,42 30,24 113,23 
L3 13,5 (7) 54,50ab ± 22,99 33,05 101,63 
L4 13,5 (7) 42,46b ± 14,29 30,22 71,93 
L5 9,6 (5) 174,20a ± 116,29 45,93 338,21 
L6 9,6 (5) 148,93ab ± 88,38 76,41 257,33 
L7 7,7 (4) 37,98ab ± 5,93 30,58 45,02 
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L8 9,6 (5) 32,40b ± 3,72 30,08 38,99 
razlike vrijednosti unutar stupca označene različitim slovom (a, b) statistički su značajne (p < 0,05)   

Tablica 23 Pojavnost PTX2 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 
Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

L3 1,9 (1) 30,07* n.p. n.p. 
*jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo  

Tablica 24 Pojavnost AZA1 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 
Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

L1 1,9 (1) 5,00* n.p. n.p. 
L2 1,9 (1) 4,93* n.p. n.p. 

*jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo  
Tablica 25 Pojavnost AZA2 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 

Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 
L1 9,6 (5) 4,14 ± 0,95 3,21 5,27 
L2 7,7 (4) 4,18 ± 0,83 3,37 4,97 
L3 5,8 (3) 3,49 ± 0,47 3,00 3,93 
L5 3,8 (2) 4,16 ± 1,20 3,31 5,01 
L6 7,7 (4) 3,95 ± 0,72 3,14 4,87 
L7 1,9 (1) 4,54* n.p. n.p. 
L8 5,8 (3) 4,02 ± 0,85 3,19 4,90 

*jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; među vrijednostima nije utvrđena statistički 
značajna razlika (p > 0,05)  

Tablica 26 Pojavnost YTX u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 
Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

L1 9,6 (5) 147,34 ± 42,03 85,42 191,59 
L2 7,7 (4) 123,85 ± 30,56 82,60 156,32 
L3 28,8 (15) 258,73 ± 164,63 106,05 654,44 
L4 3,8 (2) 164,94 ± 86,36 103,88 226,00 
L5 19,2 (10) 206,38 ± 176,37 77,53 668,10 
L6 11,5 (6) 122,40 ± 51,28 76,95 199,06 
L7 9,6 (5) 141,90 ± 58,24 84,92 232,72 
L8 32,7 (17) 189,83 ± 127,03 77,52 561,86 

među vrijednostina nije utvrđena statistički značajna razlika (p > 0,05)  
Tablica 27 Pojavnost SPX1 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 
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Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

L1 42,3 (22) 5,45b ± 1,66 3,46 10,90 
L2 44,2 (23) 6,47b ± 2,76 3,51 11,93 
L3 48,1 (25) 5,04b ± 1,68 3,62 10,62 
L4 59,6 (31) 6,70b ± 2,74 3,53 13,51 
L5 40,4 (21) 5,96ab ± 3,18 3,46 16,02 
L6 34,6 (18) 6,43ab ± 3,48 3,74 15,79 
L7 11,5 (6) 3,86a ± 0,23 3,52 4,11 
L8 1,9 (1) 3,81* n.p. n.p. 

n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti unutar stupca označene različitim slovom (a, b) statistički su 
značajne (p < 0,05)  

Tablica 28 Pojavnost GYM u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 
Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

L1 19,2 (10) 3,79ab ± 1,37 1,44 6,97 
L2 21,2 (11) 3,36ab ± 1,31 1,01 5,21 
L3 38,5 (20) 4,78a ± 1,18 2,92 7,92 
L4 28,8 (15) 7,12ab ± 4,96 0,93 15,64 
L5 36,5 (19) 4,27ab ± 1,48 1,37 7,57 
L6 7,7 (4) 6,41ab ± 7,33 0,92 17,20 
L7 17,3 (9) 2,88b ± 1,27 0,64 4,53 
L8 26,9 (14) 2,96b ± 1,08 0,73 4,73 

razlike vrijednosti unutar stupca označene različitim slovom (a, b) statistički su značajne (p < 0,05)  
Tablica 29 Pojavnost PnTX-G u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta 

Lokalitet % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 
L1 3,8 (2) 2,34 ± 2,33 0,69 3,99 
L2 5,8 (3) 0,75ab ± 0,15 0,60 0,90 
L3 9,6 (5) 1,16b ± 0,29 0,84 1,52 
L4 69,2 (36) 3,36a ± 1,34 1,74 6,87 
L5 3,8 (2) 1,83 ± 1,29 0,91 2,74 
L6 5,7 (3) 1,51b ± 0,43 1,05 1,92 
L7 1,9 (1) 1,51* n.p. n.p. 
L8 3,8 (2) 1,05 ± 0,64 0,60 1,50 

*jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti unutar stupca označene 
različitim slovom (a, b) statistički su značajne (p < 0,05)  

Pojavnost i koncentracije fikotoksina u dagnjama i kamenicama prikupljenim s lokaliteta L4 
prikazane su u Tablici 30, dok su pojavnost i koncentracije fikotoksina u različitim vrstama 

prikupljenim s lokaliteta L9 prikazane u Tablici 31. 
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Tablica 30 Pojavnost fikotoksina u dagnjama i kamenicama prikupljenim sa lokaliteta L4 
Dagnje Kamenice 

Analit % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 (Min.-Max.)/µgkg-1 Analit % ≥ LOQ (n) Prosječna C ± SD/µgkg-1 (Min.-Max.)/µgkg-1 
DA (3,8) 2  5,06a ± 3,56 (2,54-7,58) DA 13,5 (7) 49,20b ± 41,23 (10,06-122,17) 
OA 13,5(7) 42,46 ± 14,29 (30,22-71,93) OA 3,8 (2) 49,79 ± 0,55 (49,40-50,17) 
SPX1 59,6 (31) 6,70 ± 2,74 (3,53-13,51) SPX1 55,8 (29) 7,87 ± 3,83 (3,61-19,98) 
GYM 28,8 (15) 7,12a ± 4,96 (0,93-15,64) GYM 88,5 (46) 12,82b ± 6,93 (5,09-39,85) 
PnTX-G 69,2 (36) 3,36 ± 1,34 (1,74-6,87) PnTX-G 1,9 (1) 3,59* 
YTX 3,8 (2) 164,94 ± 86,36 (103,88-226,00)  
GTX2,3 15,4 (8) 169,65 ± 127,95 (66,90-457,68) 
GTX1,4 5,8 (3) 1027,93 ± 618,22 (597,16-1736,29) 

*jedina izmjerena koncentracija; razlike vrijednosti unutar retka označene različitim slovom (a, b) statistički su značajne (p < 0,05) 
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Tablica 31 Pojavnost fikotoksina u kamenicama, kapicama i mješčićnicama prikupljenim sa lokaliteta L9 
Kamenice Kapice Mješčićnice 

Analit % ≥ LOQ (n) A C ± SD (Min.-Max.)/µgkg-1 Analit % ≥ LOQ (n) A C ± SD (Min.-Max.)/µgkg-1 Analit % ≥ LOQ (n) A C ± SD (Min.-Max.)/µgkg-1 
DA 19,2 (10) 138,56ab ± 244,81 (1,41-809,35) DA 51,9 (27) 166,26a ± 243,09 (1,66-809,54) DA 26,9 (28) 5,80b ± 6,78 (1,26-24,33) 
GYM 90,4 (47) 6,74a ± 1,96 (2,68-10,97) GYM 5,8 (3) 4,23b ± 2,97 (1,59-7,44) GYM 1 (1) 4,73* 
SPX1 65,4 (34) 9,31 ± 7,29 (3,44-36,45) SPX1 1,9 (1) 5,57* SPX1 1 (1) 3,69* 
YTX 1,9 (1) 112,16* YTX 48,1 (25) 140,38 ± 48,62 (78,74-272,36) n.p. n.p. n.p. 
GTX2,3 1,9 (1) 50,68* AZA2 9,6 (5) 3,82 ± 0,90 (3,19-5,40) n.p. n.p. n.p. 

A C prosječna koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti unutar retka označene različitim slovom (a, b) statistički su 
značajne (p < 0,05)    
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Sezonska pojavnost fikotoksina u analiziranim vrstama prikupljenim sa svih lokacija, 
prikazana je po sezonama u Tablicama 32-35. Sezone u kojima nije utvrđen niti jedan od 

fikotoksina izostavljene su iz tabličnog prikaza podataka, a one u kojima su fikotoksini 
kvantificirani u manje od tri uzorka nisu uključene u statističku obradu. 
Za dagnje (Tablica 32) je utvrđena statistički značajna razlika u prosječnim koncentracijama 
OA u proljetnoj sezoni u odnosu na jesen i zimu (p < 0,001). Kod YTX utvrđena je razlika u 

pojavnosti između ljeta i jeseni (p = 0,025), dok se pojavnost GYM u jesen razlikuje u odnosu 
na ostale sezone (p = 0,038). Značajna je razlika u pojavnosti SPX1 u ljetnoj i jesenskoj 

sezoni u odnosu na zimsku i proljetnu (p < 0,001), dok je za PnTX-G utvrđena značajna 

razlika između jesenske sezone u odnosu na zimu i proljeće (p = 0,023). Statistički značajna 

razlika nije utvrđena u sezonskoj pojavnosti DA (p = 0,775) i AZA2 (p = 0,668) u dagnjama. 
Statistički značajna razlika utvrđena je kod kamenica (Tablica 33) u sezonskoj pojavnosti 
GYM u ljetnim mjesecima u odnosu na proljeće i zimu (p = 0,005), te za SPX1, čija se 

pojavnost u proljeće razlikuje u odnosu na ljeto i zimu (p = 0,017). Statistički značajna razlika 

među sezonama nije utvrđena za DA (p = 0,888). 
Kod kapica nije utvrđena statistički značajna razlika u sezonskoj pojavnosti DA (p = 0,067) i 
YTX (p = 0,384) (Tablica 34). 
Za mješčićnice je uvrđena značajna razlika u pojavnosti DA, koja se razlikuje u jesenskim 

mjesecima od ostalih sezona (p < 0,001) (Tablica 35). 
Tablica 32 Sezonska pojavnost fikotoksina u dagnjama u razdoblju od travnja 2018. 

do ožujka 2019. god. 
Sezona n % ≥ LOQ (n ≥ LOQ) A C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

DA 
jesen 104 9,6 (10) 10,17 ± 10,65 1,64 37,95 
zima 104 4,8 (5) 12,08 ± 14,50 2,54 37,67 

GTX2,3 
proljeće 104 6,7 (7) 171,14 ± 142,41 49,09 457,68 
zima 104 2,9 (3) 86,20 ± 19,77 66,90 106,40 

GTX1,4 
proljeće 104 1,0 (1) 1736,29* n.p. n.p. 
zima 104 1,9 (2) 673,75 ± 108,31 597,16 750,34 

OA 
proljeće 104 24 (25) 103,99a ± 97,71 30,87 347,78 
ljeto 104 15,4 (16) 53,49ab ± 31,97 30,24 141,25 
jesen 104 11,5 (12) 35,23b ± 4,68 30,08 45,00 
zima 104 13,5 (14) 44,35b ± 13,01 30,05 66,31 

PTX2 
zima 104 1,0 (1) 30,07* n.p. n.p. 
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AZA1 
ljeto 104 1,9 (2) 4,97 ± 0,05 4,93 5,00 

AZA2 
proljeće 104 1,9 (2) 3,88 ± 0,20 3,74 4,03 
ljeto 104 9,6 (10) 4,00 ± 0,74 3,23 5,27 
jesen 104 9,6 (10) 4,08 ± 0,87 3,00 5,01 

YTX 
proljeće 104 20,2 (21) 168,31ab ± 93,72 77,53 468,92 
ljeto 104 26,9 (28) 236,06a ± 169,15 76,25 668,10 
jesen 104 12,5 (13) 135,13b ± 53,55 77,52 288,68 
zima 104 1,9 (2) 138,43 ± 75,19 85,27 191,59 

SPX1 
proljeće 104 63,5 (66) 6,85a ± 3,29 3,46 16,02 
ljeto 104 40,4 (42) 4,74b ± 1,13 3,46 7,71 
jesen 104 2,9 (3) 4,26b ± 0,14 4,11 4,40 
zima 104 34,6 (36) 5,73a ± 1,92 3,66 12,32 

GYM 
proljeće 104 3,8 (4) 3,66a ± 2,91 1,07 6,67 
ljeto 104 57,7 (60) 3,86a ± 2,32 0,64 13,47 
jesen 104 35,6 (37) 5,46b ± 3,43 3,28 17,20 
zima 104 1,0 (1) 3,52* n.p. n.p. 

PnTX-G 
proljeće 104 14,4 (15) 1,99a ± 0,59 1,42 3,81 
ljeto 104 23,1 (24) 2,69ab ±1,89 0,60 6,87 
jesen 104 11,5 (12) 3,72b ±1,16 1,51 5,75 
zima 104 2,9 (3) 2,17a ± 0,29 1,84 2,38 

A C prosječna koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti 
unutar stupca označene različitim slovom (a, b) statistički su značajne (p < 0,05); među neoznačenim vrijednostima unutar stupca uključenim u statističku obradu nije utvrđena statistički značajna razlika (p > 0,05)  

Tablica 33 Sezonska pojavnost fikotoksina u kamenicama u razdoblju od travnja 
2018. do ožujka 2019. god. 

Sezona n % ≥ LOQ (n ≥ LOQ) A C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 
DA 

proljeće 26 23,1 (6) 77,69 ± 77,20 10,06 212,37 
ljeto 26 3,9 (1) 17,58* n.p. n.p. 
jesen 26 7,7 (2) 57,97 ± 63,73 12,90 103,03 
zima 26 30,8 (8) 141,30 ± 273,00 1,41 809,35 

GTX2,3 
ljeto 26 3,9 (1) 50,68* n.p. n.p. 

OA 
proljeće 26 3,9 (1) 49,4* n.p. n.p. 
zima 26 3,9 (1) 50,17* n.p. n.p. 

YTX 
jesen 26 3,9 (1) 112,16* n.p. n.p. 

SPX1 
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proljeće 26 92,3 (24) 10,10a ± 4,67 3,61 19,98 
ljeto 26 65,4 (17) 10,67b ± 8,96 3,86 36,45 
jesen 26 23,1 (6) 4,49ab ± 0,87 3,44 6,06 
zima 26 61,5 (16) 5,88b ± 2,00 3,46 9,46 

GYM 
proljeće 26 80,8 (21) 7,55a ± 2,24 3,59 12,35 
ljeto 26 96,2 (25) 13,15b ± 9,02 2,68 39,85 
jesen 26 84,6 (22) 9,28ab ± 4,89 4,08 23,82 
zima 26 96,2 (25) 8,62a ± 2,95 5,47 17,16 

PnTX-G 
jesen 26 3,9 (1) 3,59* n.p. n.p. 

A C prosječna koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti 
unutar stupca označene različitim slovom (a, b) statistički su značajne (p < 0,05); među neoznačenim vrijednostima unutar stupca uključenim u statističku obradu nije utvrđena statistički značajna razlika (p > 0,05)  

Tablica 34 Sezonska pojavnost fikotoksina u kapicama u razdoblju od travnja 2018. 
do ožujka 2019. god. 

Sezona n % ≥ LOQ (n ≥ LOQ) A C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 
DA 

proljeće 13 46,2 (6) 26,97 ± 22,68 3,01 55,12 
ljeto 13 23,1 (3) 29,94 ± 25,59 2,97 53,89 
jesen 13 76,9 (10) 155,05 ± 259,30 1,66 710,04 
zima 13 61,5 (8) 335,86 ± 273,56 92,18 809,54 

AZA2 
ljeto 13 15,4 (2) 3,58 ± 0,08 3,52 3,64 
jesen 13 15,4 (2) 4,30 ± 1,56 3,19 5,40 
zima 13 7,7 (1) 3,36* n.p. n.p. 

YTX 
proljeće 13 38,5 (5) 171,83 ± 43,00 126,24 230,30 
ljeto 13 38,5 (5) 143,86 ± 78,44 78,74 272,36 
jesen 13 61,5 (8) 123,49 ± 26,15 86,68 159,96 
zima 13 53,9 (7) 134,72 ± 45,49 86,12 202,73 

SPX1 
jesen 13 7,7 (1) 5,57* n.p. n.p. 

GYM 
proljeće 13 7,7 (1) 1,59* n.p. n.p. 
ljeto 13 7,7 (1) 3,66* n.p. n.p. 
zima 13 7,7 (1) 7,44* n.p. n.p. 

A C prosječna koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; među neoznačenim vrijednostima unutar stupca uključenim u statističku obradu nije utvrđena statistički značajna razlika (p > 0,05)    
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Tablica 35 Sezonska pojavnost fikotoksina u mješčićnicama u razdoblju od travnja 2018. do ožujka 2019. god. 
Sezona n % ≥ LOQ (n ≥ LOQ) A C ± SD/µgkg-1 Min./µgkg-1 Maks./µgkg-1 

DA 
proljeće 26 11,5 (3) 2,24a ± 0,25 1,98 2,48 
ljeto 26 3,8 (1) 1,44* n.p. n.p. 
jesen 26 19,2 (5) 17,44b ± 9,57 1,26 24,33 
zima 26 73,1 (19) 3,53a ± 1,54 1,58 6,67 

SPX1 
jesen 26 3,8 (1) 3,69* n.p. n.p. 

GYM 
ljeto 26 3,8 (1) 4,73* n.p. n.p. 

A C prosječna koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti unutar stupca označene različitim slovom (a, b) statistički su značajne (p < 0,05)  
4.3. PROCJENA IZLOŽENOSTI POTROŠAČA 
Uzimajući u obzir prosječnu masu konzumenata u RH, utvrđena je veličina porcije u odnosu 

na tjelesnu masu u slučaju konzumacije prosječne i najveće porcije u RH, te velike porcije 

koja prema mišljenju EFSA iznosi 400 g (EFSA, 2009.e). U slučaju konzumacije školjkaša 

koji sadrže LT, veličina konzumirane porcije korigirana je zbog njihovog koncentriranja uslijed 

gubitka vode tijekom kuhanja. Veličine porcija po kg tjelesne mase prikazane su u Tablici 
36. 

Tablica 36 Veličina porcije u odnosu na tjelesnu masu 
Veličina porcije Masa porcije u odnosu na tjelesnu masu/gkg-1 t.m. 

prosječna porcija u odnosu na tjelesnu masu 0,42 
najveća porcija u odnosu na tjelesnu masu 1,07 
korigirana prosječna porcija u odnosu na tjelesnu masua 0,63 
korigirana najveća porcija u odnosu na tjelesnu masua 1,60 
velika porcijab u odnosu na tjelesnu masu 4,90 
korigirana velika porcijab u odnosu na tjelesnu masua 7,34 

aOdnosi se na LT; bporcija od 400 g    
 
Tablice 37-42 prikazuju izloženost potrošača u RH fikotoksinima za koje su legislativom 
utvrđene NDK (uključujući i PTX čije su NDK ukinute Uredbom Europske Komisije 

2021/1374), tijekom 2018. i 2019. god., a koja se temelji na prehrambenim navikama 
potrošača (Tablica 5) i koncentracijama fikotoksina utvrđenim u uzorcima školjkaša 

prikupljenim tijekom ovog istraživanja. Udio u ARfD utvrđen je u slučaju konzumacije 

prosječne i najveće porcije u RH, kao i u slučaju konzumacije velike porcije od 400 g (EFSA,  
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2009.e). Prikazan je broj uzoraka u kojima su utvrđene koncentracije ≥ LOQ, te u odnosu na 
njihov broj udio uzoraka čijom bi se konzumacijom premašila ARfD u slučaju konzumacije 

prosječne i najveće porcije, te velike porcije, uzimajući u obzir prosječnu tjelesnu masu 

konzumenata u RH. Prilikom utvrđivanja izloženosti potrošača LT u izračun su uzete 

nekorigirane i korigirane porcije zbog koncentriranja LT uslijed termičke obrade (EFSA, 
2009.f). 
U Tablici 43 prikazana je teoretska izloženost potrošača pri konzumaciji prosječne veličine 

porcije i najveće veličine porcije u RH, te velike porcije od 400 g. Izloženost se odnosi na 

koncentracije fikotoksina u školjkašima jednake NDK i prikazana je u odnosu na prosječnu 

tjelesnu masu potrošača u RH (Tablica 5), te je utvrđen njen udio u ARfD. 
Tablica 37 Izloženost potrošača DA u RH tijekom 2018.-2019. god. 

N > LOQ Izloženost Prosječna porcija u RH Najveća porcija u RH Velika porcijaa 
87 % > ARfD (n) n.p. n.p. n.p. 

Min.-Max. % ARfD 0,002-1,14 0,005-2,88 0,02-13,21 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,001-0,34 0,001-0,87 0,01-3,96 

N broj uzoraka sa koncentracijama većim od LOQ; n broj uzoraka čijom konzumacijom bi se premašila ARfD; n.p. nije primjenjivo;  aporcija od 400 g  
Tablica 38 Izloženost potrošača PST u RH tijekom 2018.-2019. god. 

N > LOQ Izloženost Prosječna porcija u RH Najveća porcija u RH Velika porcijaa 
11 % > ARfD (n) 9,09 (1) 27,3 (3) 45,45 (5) 

Min.-Max. % ARfD 2,34-154,08 5,92-390,83 27,15-1791,45 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,01-0,77 0,03-1,95 0,14-8,96 

N broj uzoraka sa koncentracijama većim od LOQ; n broj uzoraka čijom konzumacijom bi se premašila ARfD;  aporcija od 400 g  
Tablica 39 Izloženost potrošača OA u RH tijekom 2018.-2019. god. 

N > LOQ Izloženost Prosječna porcija u RH Najveća porcija u RH Velika porcijaa 
69 % > ARfD (n) n.p. 2,90 (2) 24,64 (17) 

Min.-Max. % ARfD 4,22-48,82 10,70-123,83 49,05-567,62 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,01-0,15 0,03-0,37 0,15-1,70 

Izloženost s korekcijom porcije za LTb 
% > ARfD (n) n.p. 7,25 (5) 55,07 (38) 

Min.-Max. % ARfD 6,33-73,23 16,05-185,75 73,58-851,43 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,02-0,22 0,05-0,56 0,22-2,55 

N broj uzoraka sa koncentracijama većim od LOQ; n broj uzoraka čijom konzumacijom bi se premašila ARfD; n.p. nije primjenjivo;  aporcija od 400 g; bkorigirana porcija u odnosu na t.m. 
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Tablica 40 Izloženost potrošača PTX u RH tijekom 2018.-2019. god. 

N > LOQ Izloženost Prosječna porcija u RH Najveća porcija u RH Velika porcijaa 
1 % > ARfD (n) n.p. n.p. n.p. 

Min.-Max. % ARfD 1,58* 4,02* 18,40* 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,01* 0,03* 0,15* 

Izloženost s korekcijom porcije za LTb 
% > ARfD (n) n.p. n.p. n.p. 

Min.-Max. % ARfD 2,37* 6,02* 27,61* 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,02* 0,05* 0,22* 

N broj uzoraka sa koncentracijama većim od LOQ; n broj uzoraka čijom konzumacijom bi se premašila ARfD; n.p. nije primjenjivo;  aporcija od 400 g; bkorigirana porcija u odnosu na t.m.; *jedina utvrđena vrijednost   
Tablica 41 Izloženost potrošača AZA u RH tijekom 2018.-2019. god. 

N > LOQ Izloženost Prosječna porcija u RH Najveća porcija u RH Velika porcijaa 
27 % > ARfD (n) n.p. n.p. n.p. 

Min.-Max. % ARfD 1,14-2,92 2,88-7,41 13,20-33,97 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,002-0,006 0,006-0,015 0,03-0,07 

Izloženost s korekcijom porcije za LTb 
% > ARfD (n) n.p. n.p. n.p. 

Min.-Max. % ARfD 1,70-4,38 4,32-11,12 19,80-50,95 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,003-0,01 0,01-0,02 0,04-0,10 

N broj uzoraka sa koncentracijama većim od LOQ; n broj uzoraka čijom konzumacijom bi se premašila ARfD; n.p. nije primjenjivo;  aporcija od 400 g; bkorigirana porcija u odnosu na t.m.  
Tablica 42 Izloženost potrošača YTX u RH tijekom 2018.-2019. god. 

N > LOQ Izloženost Prosječna porcija u RH Najveća porcija u RH Velika porcijaa 
90 % > ARfD (n) n.p. n.p. n.p. 

Min.-Max. % ARfD 0,13-1,13 0,33-2,85 1,51-13,09 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,03-0,28 0,08-0,71 0,38-3,27 

Izloženost s korekcijom porcije za LTb 
% > ARfD (n) n.p. n.p. n.p. 

Min.-Max. % ARfD 0,19-1,69 0,49-4,28 2,26-19,63 
Min.-Max. izloženost/μgkg-1 t.m. 0,05-0,42 0,12-1,07 0,57-4,91 

N broj uzoraka sa koncentracijama većim od LOQ; n broj uzoraka čijom konzumacijom bi se premašila ARfD; n.p. nije primjenjivo;  aporcija od 400 g; bkorigirana porcija u odnosu na t.m. 
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Tablica 43 Izloženost potrošača u slučaju koncentracija fikotoksina jednakih NDK 

aporcija od 400 g;  bkorigirana porcija u odnosu na t.m. zbog koncentriranja LT uslijed termičke obrade 

Skupina fikotoksina Izloženost temeljena na veličini porcije u RH Velika porcijaa  
prosječna porcija najveća porcija 

izloženost/µgkg-1 t.m. % ARfD izloženost/µgkg-1 t.m. % ARfD izloženost/µgkg-1 t.m. % ARfD 
DA 8,42 28,08 21,36 71,21 97,93 326,43 
PST 0,34 67,38 0,85 170,92 3,92 783,43 
OA 0,07 0,10b 22,46 33,69b 0,17 0,26b 56,97 85,46b 0,78 1,18b 261,14 391,71b 
PTX 0,07 0,10b 8,42 12,63b 0,17 0,26b 21,36 32,05b 0,78 1,18b 97,93 146,89b 
AZA 0,07 0,10b 33,69 50,54b 0,17 0,26b 85,46 128,19b 0,78 1,18b 391,71 587,57b 
YTX 1,58 2,37b 6,32 9,48b 4,01 6,01b 16,02 24,04b 18,36 27,54b 73,45 110,17b 
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5.1. VALIDACIJA METODA 
Usporedbom rezultata validacijske studije sa zahtjevima zakonodavstva može se donijeti 

zaključak o prihvatljivosti analiziranih parametara za pojedine analite, odnosno potvrda da su 
metode prikladne za kvantitativno određivanje fikotoksina u školjkašima i mješčićnicama. 
Kromatogrami slijepih uzoraka (Prilozi 4c, 5c, 6b, 7c) pokazuju da nema interferencija koje 
potječu od matriksa u RT analita, što ukazuje na specifičnost metoda.  
Kod metoda tekućinske kromatografije u sprezi sa spektrometrijom masa, koeluirajuće 

komponente iz matriksa utječu na učinkovitost ionizacije i određivanja analita, naročito kod 

LC-MS sustava koji koriste ionizaciju elektroraspršenjem (ESI). Spomenute komponente 
negativno utječu na osjetljivost, selektivnost, preciznost, ponovljivost i linearnost metode, 
čime je važno u postupku validacije metode ispitati utjecaj matriksa (Trufelli i sur., 2010.; 
Cortese i sur., 2020.). Utjecaj matriksa na ionizaciju očituje se kao smanjenje ili pojačanje 

signala analita, što može dovesti do pogrešne kvantifikacije analita (Matuszewski i sur., 
2003.; Zhou i sur., 2017.; Cortese i sur., 2020.). Ukoliko se ME procjenjuje usporedbom 
nagiba kalibracijskih pravaca u ekstraktu matriksa i otapalu, manja vrijednost nagiba 
kalibracijskog pravca u ekstraktu matriksa u odnosu na otapalo ukazuje na supresiju iona, 
dok veća vrijednost ukazuje na pojačanje ionizacije (Zhou i sur., 2017.). Ukoliko je SSE veći 

od 10% smatra se da je utjecaj matriksa značajan (NATA, 2012.). Iz vrijednosti SSE za 
metodu određivanja DA, prikazanih u Tablici 6, razvidno je da je utjecaj matriksa značajan u 
svih analiziranih vrsta školjkaša i mješčićnicama. Kod svih je prisutna supresija iona, a 
najveća razlika u vrijednosti nagiba kalibracijskog pravca uočava se kod kamenica, a 
najmanja kod mješčićnica. Supresija iona česta je u primjeni LC-MS/MS instrumentale 
tehnike, naročito pri primjeni ionizacije u pozitivnom polaritetu (Panuwet i sur., 2016.), koja je 
korištena u ovoj metodi. Usporedbom nagiba kalibracijskog pravca u ekstraktima matriksa 
međusobno, značajna razlika primijećena je kod mješčićnica u odnosu na nagib pravca u 
ekstraktu dagnji, kamenica i kapica, dok između navedena tri matriksa školjkaša nema 
značajne razlike, dakle, ne iznosi više od 10% (NATA, 2012.). Iako je SPE jedan od načina 

za smanjenje ME (Gerrsen i sur., 2009.; Qiu i sur., 2020.), u ekstraktima podvrguntim SAX 
ekstrakciji ME je i dalje bio prisutan. Stoga se za kvantifikaciju DA u ispitanim uzorcima 
primijenio kalibracijski pravac u ekstraktu matriksa vrste koja se ispituje, te na taj način 

umanjio njegov utjecaj. Budući da se vrijednost SSE među vrstama školjkaša nije značajno 

razlikovala, za kvantifikaciju DA u dagnjama, kamenicama i kapicama moguće je primijeniti 
kalibracijski pravac u ekstraktu bilo kojeg od navedenih školjkaša. 
Ispitivanjem utjecaja matriksa u metodi za određivanje LT, uočena je supresija iona kod svih 

matriksa i analita, osim OA i DTX2 u dagnjama, kamenicama i kapicama, kod kojih je 
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prisutno pojačanje ionizacije (Tablica 7). Određena je vrijednost SSE > 10% za sve analite i 
matrikse, osim za DTX1 u kamenicama i kapicama, što ukazuje na značajan utjecaj matriksa 
na ionizaciju. Pojačanje ionizacije OA iznosilo je od 18% (dagnje) do 23% (kapice), dok je u 
slučaju DTX2 iznosilo od 14% (kapice) do 23% (dagnje). Supresija iona u ekstraktu 
mješčićnica iznosila je za oba analita 35%, dok je za DTX1 iznosila 62%, što je ujedno i 

najveća uočena supresija. Za PTX2 najveća supresija zamijećena je kod dagnji (22%), a 
najmanja kod kapica i mješčićnica (16%). Približno ista supresija uočena je za AZA1 i AZA2, 

a najveća je bila u matriksu kapica (22 i 20%), najmanja u kamenica (12 i 13%), dok je za 
AZA3 bila veća (od 32% u kamenica do 26% u mješčićnica). Za skupinu YTX zamijećena je 

slična supresija kod svih matriksa (14 do 17%). U skupini CI najveća supresija uočena je za 

GYM, 17% u kapicama do 28% u kamenicama. Za SPX1 i PnTX-G dobivene su slične 

vrijednosti kod svih matriksa, od 13 do 19%. Navedeni rezultati ukazuju da na ME utječu 
analit i vrsta matriksa, što je u skladu s prethodnim istraživanjima više skupina autora. 
Gerssen i sur. (2009.) u istraživanju o utjecaju SPE na smanjenje ME kod više vrsta 

školjkaša došli su do zaključka da su svi LT podložni utjecaju matriksa, ali u različitoj mjeri. 
Primjenom iste metode za određivanje LT koja je korištena u ovom istraživanju, uočili su 

najveći ME kod OA (pojačanje signala 103% u kapicama) i PTX2 (pojačanje signala 40% u 
kamenicama), dok je u ekstraktu dagnji pod istim uvjetima uočena supresija OA od 39%. Kod 
YTX uočili su pojačanje signala, najveće kod dagnji (25%), za razliku od ovog istraživanja 

gdje je kod svih ispitivanih vrsta uočena supresija ionizacije YTX. Supresiju su uočili i za 
AZA1, od 16% kod dagnji do 40% kod kapica. Različit utjecaj matriksa na pojedine LT u 
različitim vrstama školjkaša i ježincima uočili su i García-Altares i sur. (2013.) u validacijskoj 
studiji metode za određivanje LT u tri vrste školjkaša (dagnje, kamenice, ladinke) i ježincima. 

Također su uočili pojačanje signala OA u svim matriksima, najveće u ekstraktu dagnji i 

kamenica (65 i 54%). AZA1, SPX1 i GYM bili su podložni supresiji u svim matriksima, PTX2 
u većini njih, kao i YTX. Kao i u ovom, u istraživanju pojavnosti fikotoksina na Mediteranu, 
skupina autora Mattarozzi i sur. (2019.) uočili su supresivni učinak matriksa dagnji na 
ionizaciju cikličkih imina (GYM i SPX1),  no većeg intenziteta (35 i 30%).  
Nešto manji utjecaj matriksa u ovom istraživanju mogao bi se objasniti razrjeđivanjem 

ekstrakata vodenim dijelom mobilne faze prije instrumentalne analize (s ciljem sprječavanja 

stvaranja precipitata u LC uređaju), što se pokazalo jednim od načina za smanjenje utjecaja 
matriksa (Qiu i sur., 2020.).  Spomenuti autori su ispitivanjem utjecaja matriksa u ekstraktima 
dagnji, kamenica, kapica te ladinki došli do zaključka da ME ovisi o toksinu. Uočili su izrazitu 
supresiju OA u ekstraktima svih vrsta (od 55 do 76%), te pojačanje ionizacije za PTX2, što je 

u suprotnosti s ovim istraživanjem. Iako je uočena supresija kod DTX1, u istraživanju ovih 

autora bila je znatno izraženija. Supresija CI nešto je manja u odnosu na ovo istraživanje, 
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dok je za PnTX-G zabilježeno pojačanje ionizacije u kamenicama, YTX u dagnjama, kao i 
PTX2 u većini matriksa.  
Temeljem vrijednosti SSE iz ovog istraživanja, može se zaključiti da su svi analiti u 
određenoj mjeri podložni ME. Stoga je za kvantifikaciju LT moguće primijeniti kalibracijski 
pravac u ekstarktu matriksa kao jedan od načina za njegovo umanjivanje. Međutim, ukoliko 

se istovremeno analiziraju uzorci više vrsta školjkaša, kalibracija u ekstraktu matriksa postaje 
nepraktična, s obzirom da su uočene razlike u intenzitetu ME i među različitim vrstama.   
Usporedbom vrijednosti SSE u ekstraktima dagnji, kamenica, kapica i mješčićnica 
međusobno (Tablica 7), kod skupina AZA i YTX, te SPX1 i PnTX-G nije uočen značajni ME, 
osim kod okadaične skupine za koju je zamijećena vrlo velika supresija kod ekstrakta 

mješčićnica, te za GYM kod kojeg je uočeno pojačanje ionizacije u ekstraktu kapica u 
odnosu na ekstrakt kamenica. Stoga je za sve ispitivane LT moguće koristiti ekstrakt dagnji, 
budući da za ovu vrstu nisu uočene razlike nagiba kalibracijskog pravca > 10% u odnosu na 
ostale vrste, osim za mješčićnice, kod kojih je uočena značajna supresija okadaične skupine 

u odnosu na ekstrakt dagnji. 
Linearnost je ispitana linearizacijom kalibracijskih pravaca pojedinih fikotoksina određivanjem 

koeficijenta determinacije R2, pri čemu se uobičajeno teži postizanju vrijednosti što bližoj 
vrijednosti 1. Budući da se za kvantifikaciju DA i LT koristio kalibracijski pravac u ekstraktu 
matriksa,  linearnost pojedinačnih fikotoksina ispitana je za svaki matriks zasebno. Utvrđene 
vrijednosti R2 > 0,99 (Tablice 8-10) za gotovo sve fikotoksine, u svim matriksima, ukazuju na 
prihvatljivu linearnost za sve analite u analiziranom koncentracijskom području. 
Granica detekcije i kvantifikacije određena je na isti način za sve analizirane fikotoksine u 
svim matriksima. Vrijednosti LOD dobivene validacijom metode za određivanje DA u ovom 

istraživanju (Tablica 8) od približno 0,3 µgkg-1, te LOQ od 1,0 µgkg-1u svim vrstama 
školjkaša i mješčićnicama prihvatljive su, budući da je jedan od ciljeva istraživanja validacija i 
primjena metode s nižim vrijednostima LOD i LOQ u odnosu na trenutno referentnu LC-UV 
raspona LOD od 0,02 do 1,0 mgkg-1. Osjetljivost metode validirane u ovom istraživanju 

također je višestruko niža i od LC-MS/MS metoda za određivanje DA (Beach i sur., 2015.). 
Derivatizacijom DA povećala se učinkovitost ionizacije i umanjio utjecaj kemijskih 
interferencija u području nižih vrijednosti m/z, s obzirom na veći m/z molekulskog iona DNS-
DA (545) u odnosu na DA (312 i 334) (Beach i sur., 2015.).  Primjena visokoosjetljive metode 
omogućila je detekciju i kvantifikaciju DA u školjkašima i mješčićnicama u tragovima. 
Validacijom metode za određivanje PST prekromatskom oksidacijom, dobivene vrijednosti 

LOD i LOQ prikazane su u Tablici 9 kao koncentracija pojedinačnih analoga izražena u 

μgkg-1, te u μg STXdiHCl ekv.kg-1 zbog usporedbe s literaturnim podacima. Vrijednosti LOD u 
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rasponu su od 0,71 μg STXdiHCl ekv.kg-1 (LOQ 2,35 μg STXdiHCl ekv.kg-1) u mješčićnicama 

za GTX5, do 29,26 μg STXdiHCl ekv.kg-1 (LOQ 96,54 μg STXdiHCl ekv.kg-1) za NEO u 
dagnjama. Vrijednosti LOD i LOQ za većinu analita u različitim matriksima manje su od 16, 
odnosno 40 μg STXdiHCl ekv.kg-1, što je uvjet prihvatljivosti EURLMB (2020.), dok su za 
GTX1,4 i NEO utvrđene više vrijednosti. Najveća vrijednost LOD i LOQ za GTX1,4 utvrđena 

je u kapicama (20,27 i 66,89 μg STXdiHCl ekv.kg-1), te za NEO u dagnjama (29,26 i 96,54 μg 

STXdiHCl ekv.kg-1). Više LOD i LOQ za hidroksilirane u odnosu na nehidroksilirane PST, 
utvđene su i u mnogim objavljenim validacijskim studijama. Autori Leal i Cristiano (2022.b) 
navode LOD za GTX1,4 i NEO oko 120 i 150 μg STXdiHCl ekv.kg-1, te LOQ oko 300 i više 

od 400 μg STXdiHCl ekv.kg-1. Također navode veće vrijednosti u odnosu na ovo istraživanje 

za STX, dcSTX, GTX2,3 i GTX5. Rodríguez-Cabo i sur. (2021.) u istraživanju pojavnosti PST 

i CI u dagnjama navode LOQ za GTX1,4 i NEO 144 μg STXdiHCl ekv.kg-1 za oba toksina, te 
manje vrijednosti za STX, dcSTX i GTX5 u odnosu na ovo istraživanje. Turner i sur. (2009.) u 
unutarlaboratorijskoj validaciji AOAC 2005.06 metode navode LOD za GTX1,4 i NEO u 
dagnjama 160  i 68 μg STXdiHCl ekv.kg-1, te visoke vrijednosti za GTX2,3 i dcGTX2,3 (87 i 
53 μg STXdiHCl ekv.kg-1). Također, kao rezultat unutarlaboratorijske validacije iste metode u 
školjkašima podrijetlom iz Ujedinjenog Kraljevstva, Turner i sur. (2010.) navode LOD za iste 
toksine u kamenicama 160 i 150 μg STXdiHCl ekv.kg-1 za GTX1,4 i NEO, 100 μg STXdiHCl 

ekv.kg-1 za GTX2,3 i 37 μg STXdiHCl ekv.kg-1 za dcGTX2,3. S obzirom na NDK PST u 
školjkašima od 800 μg STXdiHCl ekv.kg-1 i navedene rezultate sličnih istraživanja, vrijednosti 
LOD i LOQ dobivene validacijom metode za određivanje PST u ovom istraživanju smatraju 
se prihvatljivima. 
Vrijednosti LOD i LOQ LT (Tablica 10), dobivene validacijom EURLMB metode za 
određivanje LT, kreću su se od 0,1 i 0,32 µgkg-1 za GYM u dagnjama, do 16,93 i 55,88 µgkg-1 
za YTX u kapicama. Najniže vrijednosti imaju skupine CI i AZA, te PTX2. Toksini okadaične 
skupine imaju nešto više vrijednosti od prethodno navedenih fikotoksina. Uspoređujući ove 

vrijednosti sa već objavljenim rezultatima validacijskih studija iste metode, različiti autori 
navode vrijednosti niže i više u odnosu na ovo istraživanje. Rossignoli i sur. (2021.) utvrdili 
su u različitim vrstama školjkaša LOQ za OA od 10 µgkg-1. Od svih vrsta koje su analizirali, 
García-Altares i sur. (2013.) najveću LOQ vrijednost za OA od 15,2 µgkg-1 utvrdili su u 
kamenicama. Veću LOQ vrijednost (40 µgkg-1) utvrdili su Schirone i sur. (2018.) u različitim 

matriksima, dok Zendong i sur. (2015.) te Qiu i sur. (2020.) navode vrijednosti LOD za OA 
14,3 i 9,2 µgkg-1u dagnjama. Slično je i sa PTX2, budući da Zendong i sur. (2015.) navode 
vrlo nisku LOD vrijednost od 1 µgkg-1 u dagnjama, dok su Villar-González i sur. (2011.) 
utvrdili znatno veću LOQ vrijednost od 50 µgkg-1 u raznim matriksima. Najveće vrijednosti 
LOD i LOQ u ovom istraživanju utvrđene su za skupinu YTX (Tablica 10), no za tu skupinu 
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zakonodavstvom su utvrđene i najviše NDK u odnosu na ostale, te je udio LOQ manji od 2% 
u odnosu na NDK. Autori García-Altares i sur. (2013.) navode najveće vrijednosti LOQ 
upravo za skupinu YTX, od 377,1 µgkg-1 YTX u dagnjama. Također, u istraživanjima koja su 

uključivala CI, više autora za ovu skupinu navodi niske LOD i LOQ, kao i za azaspiracide 
(Cefas, 2011.; Villar-González i sur., 2011.; Zendong i sur., 2015.; Schirone i sur., 2018.; 
Moreiras i sur., 2020.; Qiu i sur., 2020.; Rossignoli i sur., 2021.). Od svih LT za koje su 
utvrđene NDK, a analizirani su u ovom istraživanju, najviše vrijednosti LOQ u odnosu na 

NDK ima OA u matriksu kamenica (16% od NDK), što ukazuje da se primjenom validirane 
metode svi analiti mogu pouzdano kvantificirati pri koncentracijama znatno nižima od NDK. 
Vrijednosti iskorištenja za sve tri metode i analite na svim koncentracijskim razinama, unutar 
su raspona od -20% do +10% za koncentracije analita ≥10 µgkg-1 utvrđenog Odlukom 
komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). U slijepim uzorcima obogaćenim DA, prosječna vrijednost 

RC podjednaka je na svim koncentracijskim  razinama i iznosi 93,5% (Tablica 11). Slično 

prosječno iskorištenje od 91% utvrđeno za istu metodu navode Beach i sur. (2015.). 
Vrijednosti CV ponovljivosti veće su pri nižim koncentracijskim razinama i kreću se od 7,9 do 

10,1%. Isto se uočava i kod CV obnovljivosti, čije se vrijednosti kreću od 8,3 do 11,8%. 
Rezultati ispitivanja preciznosti metode za određivanje PST prikazani su u Tablici 12. 
Prosječna vrijednost RC za PST iznosi 91,6%. Najmanje prosječno iskorištenje utvrđeno je 

za NEO (88,0%) i C1,2 (88,1%), a najviše za GTX5 (96,0%). Najmanji prosječni CV 

ponovljivosti utvrđen je za GTX5 (5,5%), najveći za C1,2 (13,5%), dok su najmanji i najveći 

prosječni CV obnovljivosti utvrđeni za GTX2,3 (7,2%) i C1,2 (15,4%). Prema rezultatima 
preciznosti međulaboratorijske studije objavljene u EURLMB SOP za određivanje PST 

prekolumskom oksidacijom (EURLMB, 2020.), kao i u ovom istraživanju, najveći CV utvrđen 

je za C1,2 toksine kvantificirane nakon SPE na C18 kolonicama (31,7% za prosječnu 

koncentraciju od 169 μgkg-1). Slična vrijednost utvrđena je za GTX5 u dagnjama, a za ostale 

PST ranije utvrđene vrijednosti bile su veće u odnosu na rezultate ovog istraživanja. 
Rezultati preciznosti metode za određivanje LT prikazani su u Tablicama 13-16. Prosječno 

iskorištenje za ovu skupinu fikotoksina iznosi 93,4%, s najnižom vrijednošću od 82,5% za 
SPX1, te najvećom za AZA1 od 106,8%. Prosječni CV ponovljivosti kreću se u rasponu od 

3,2% za GYM do 13,5% za PTX2, dok su vrijednosti CV obnovljivosti u rasponu od 4,7% za 
GYM do 15,7% za PTX2. Slična vrijednost prosječnog iskorištenja metoda za određivanje LT 

u različitim vrstama školjkaša od 93% navedena je u izvješću o validaciji metode od strane 

agencije Cefas (2011.). Za većinu fikotoksina utvrdili su manju vrijednost RC, dok je za YTX 
utvrđeno približno jednako iskorištenje (96%). CV obnovljivosti navode u rasponu od 3,1% 
(GYM) do 21,2% (YTX). Bacchiocchi i sur. (2020.) navode slično iskorištenje za GYM u 

dagnjama (94%), no veće za SPX1 (92%). Schirone i sur. (2018.) objavili su slične prosječne 
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vrijednosti iskorištenja u dagnjama za DTX2, PTX2 i AZA1, veće za DTX1 (98,4%), te manje 

za OA (90,5%), AZA1 (89,3%), YTX (90,6%) i homo YTX (91,4%). 
Navedene vrijednosti CV utvrđene validacijom metoda za određivanje DA, PST i LT 
prihvatljive su, budući da ispunjavaju uvjete propisane Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU, 
2002.) u pogledu uvjeta preciznosti. Svi utvrđeni CV obnovljivosti manji su od razine 
izračunate Horwitzovom jednadžbom (4) za odgovarajući maseni udio, vrijednosti CV 
ponovljivosti za sve analite manje su od CV obnovljivosti i nalazi se u rasponu od 1/2 do 2/3 
vrijednosti izračunate jednadžbom (4). CV obnovljivosti analita za koje je utvrđena NDK 
manji je je od CV za maseni udio koji odgovara 1/2 NDK. 

5.2. PROFIL FIKOTOKSINA U ŠKOLJKAŠIMA I MJEŠČIĆNICAMA 
Rezultati prikazani u poglavlju 4.2 ukazuju na pojavnost fikotoksina u svim vrstama 
obuhvaćenim ovim istraživanjem. U dvije trećine uzoraka detektiran je i kvantificiran jedan ili 
više fikotoksina. Najmanja pojavnost im je u mješčićnicama (29%), značajno veća u 

dagnjama (68%) i kapicama (75%), dok su kvantificirani u gotovo svim uzorcima kamenica 
(98%). Više od polovine fikotoksina uključenih u ovo istraživanje nije detektirano u uzorcima. 
Od hidrofilnih fikotoksina, kvantificirani su DA, GTX2,3 i GTX1,4, te od lipofilnih toksina OA, 
PTX2, AZA1 i 2, YTX i sva tri ciklička imina (Tablice 17 i 31). Najveću pojavnost u odnosu 
na ukupni broj uzoraka imali su SPX1 i GYM, koji su detektirani u 31% i 29% uzoraka, YTX i 
DA detektirani su u 13% uzoraka, OA i PnTX-G u 10 i 8%, AZA2 u 4%, GTX2,3 u 2%, 
GTX1,4 i AZA1 u manje od 1% uzoraka, dok je PTX2 detektiran u samo jednom uzorku. 
Pojavnost fikotoksina razlikuje se među analiziranim vrstama. U uzorcima dagnji prisutni su 
svi prethodno navedeni fikotoksini, u kamenicama DA, GTX2,3, OA, YTX i sva tri CI (Tablica 
17), u kapicama DA, AZA2, YTX, SPX1 i GYM, dok je u mješčićnicama prisutna uglavnom 

samo DA (Tablica 31). Također, utvrđena je razlika u pojavnosti fikotoksina između različitih 

lokaliteta, kao i među sezonama. 

5.3. POJAVNOST I KUMULACIJA FIKOTOKSINA 
Najveća pojavnost utvrđena je za CI, od kojih je SPX1 detektiran u 61% kamenica i 35% 

uzoraka dagnji, dok mu je pojavnost u kapicama i mješčićnicama zanemariva, sa po jednim 
uzorkom u kojem je koncentracija ≥LOQ. Za GYM je utvrđena najčešća pojavnost u 
kamenicama (89%), te manja u dagnjama (25%). U kapicama je prisutan u 6% uzoraka, te u 
jednom uzorku mješčićnica. PnTX-G nije detektiran u mješčićnicama, u kamenicama je 

kvantificiran u svega jednom uzorku, dok mu pojavnost u dagnjama iznosi 13% (Tablice 17 i 
31). Češća pojavnost spirolida u školjkašima u odnosu na ostale CI obuhvaćene ovim 
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istraživanjem u skladu je sa objavljenim istraživanjima mnogih autora. Amzil i sur. (2007.), 
EFSA (2010.), Rundberget i sur. (2011.), Garcia-Altares i sur. (2014.), Otero i sur. (2019.) u 
istraživanjima pojavnosti CI u školjkašima prikupljenim iz uzgojnih područja i tržišta na 
području Europe, također su utvrdili veću pojavnost spirolida u odnosu na ostale CI. 
Nekoliko godina nakon prve pojave GYM u školjkašima na Mediteranu (Biré i sur., 2002.), CI 
se pojavljuju u školjkašima podrijetlom iz Europskih mora uglavnom u niskim 

koncentracijama, što je u skladu s rezultatima ovog istraživanja u kojem najveće utvrđene 
koncentracije u uzorcima iznose 36,45 μgkg-1 SPX1, 39,85 μgkg-1 GYM i 6,87 μgkg-1 PnTX-G 
(Tablica 17), dok su prosječne koncentracije navedenih CI 6,72 μgkg-1, 6,91 μgkg-1 i 2,71 
μgkg-1. Villar-González i sur. (2006.) u dagnjama (M. galloprovincialis) iz Španjolske utvrdili 
su koncentracije SPX1 do 20 μgkg-1, dok Amzil i sur. (2007.) za kamenice (C. gigas) 
podrijetlom iz Francuske navode koncentraciju od 47 μgkg-1. U talijanskim dagnjama Pigozzi 
i sur. (2008.) navode koncentraciju istog fikotoksina od 13 μgkg-1, a Bacchiocchi i sur. (2020.) 
29,2 μgkg-1 SPX (suma prisutnih analoga), te 12,1 μgkg-1 GYM. Nešto veće koncentracije 
utvrdili su Rundberget i sur. (2011.) koji su u norveškim dagnjama (M. edulis) kvantificirali do 
226 μgkg-1 SPX1 i 115 μgkg-1 PnTX-G. Nakon što je 2003. god. prvi put utvrđena prisutnost 
CI u školjkašima iz Jadranskog mora (Pigozzi i sur., 2008.), provedena su brojna istraživanja 

pojavnosti LT, međutim, mnoga od njih nisu uključivala ovu skupinu fikotoksina ili neke od CI 
uključenih u ovo istraživanje. Stoga nema mnogo podataka o njihovoj pojavnosti u 

školjkašima i ostalim vrstama morskih organizama podrijetlom s područja istočne obale 
Jadrana. Autori Ninčević-Gladan i sur. (2011.) u istraživanju profila LT u dagnjama 

prikupljenim na području zapadne obale Istre, detektirali su GYM i SPX1 u koncentracijama < 
LOQ (12 μgkg-1), međutim, PnTX-G nije bio uključen u istraživanje. Slične koncentracije 
GYM i SPX1 navode autori Ujević i sur. (2015.) za dagnje prikupljene iz uzgajališta na 

južnom Jadranu. Ujević i sur. (2019.) u istraživanju profila fikotoksina u prugastim kapicama 
(A. tuberculata) i rumenkama (C. chione) navode najveće koncentracije GYM od 15,77 μgkg-
1 te SPX1 od 5,90 μgkg-1. 
I u ostalim svjetskim morima zabilježena je pojavnost CI u niskim koncentracijama, pa su 
tako autori Krock i sur. (2018.) te Álvarez i sur. (2010.) detektirali SPX1 u školjkašima iz 
Argentine i Čilea, ali ih nisu kvantificirali. Jiang i sur. (2017.) i Chen i sur. (2021.) detektirali 
su GYM u školjkašima u Kini s najvećim koncentracijama od 2,64 μgkg-1 odnosno 19 μgkg-1, 
a posljednje navedeni autori i SPX1 u koncentracijama do 9 μgkg-1. PnTX-G detektiran je u 
školjkašima u Kanadi i Mozambiku s najvećim koncentracijama od 83 μgkg-1 odnosno 7,7 
μgkg-1 (u nehidroliziranim ekstraktima) (McCarron i sur., 2012.; Tamele i sur., 2022.). Iako se 
CI u školjkašima diljem svijeta najčešće pojavljuju u niskim koncentracijama, na nekim 

područjima zabilježene koncentracije značajno su veće. Stirling i sur. (2001.) u istraživanju 
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LT u različitim vrstama školjkaša krajem 20. stoljeća u Novom Zelandu, navode koncentracije 
GYM do čak 23,4 mgkg-1, dok su Hess i sur. (2013.) u školjkašima podrijetlom iz Francuske 

utvrdili koncentraciju PnTX-G od 1,2 mgkg-1. 
Manju pojavnost u odnosu na CI u uzorcima ovog istraživanja imaju LT YTX i OA (Tablice 
17 i 31). YTX je najčešće detektiran u kapicama (48%), s prosječnom koncentracijom od 
140,38 μgkg-1 (Tablica 31). U dagnjama je prisutan u 15% uzoraka, s nešto većom 

prosječnom koncentracijom od 190,28 μgkg-1, dok je pojavnost u samo jednom uzorku 
kamenica zanemariva. OA je detektirana uglavnom u dagnjama, u 16% uzoraka s 
prosječnom koncentracijom 67,15 μgkg-1, dok je u nešto manjoj koncentraciji detektirana u 

samo dva uzorka kamenica (Tablica 17). Najveća koncentracija YTX utvrđena je u 

dagnjama i značajno je manja od NDK za ovu skupinu fikotoksina, dok je najveća 

koncentracija OA utvrđena također u dagnjama i više je nego dvostruko veća od NDK za 

okadaičnu skupinu. Od ukupnog broja ispitanih uzoraka njih pet je sadržavalo OA u 

koncentracijama većima od NDK. 
Jesotoksini su prvi put detektirani u Jadranskom moru 1995. god. u dagnjama prikupljenim 
na području zapadne obale sjevernog Jadrana (Italija), a uz njih utvrđeno je i prisustvo OA 
(Ciminiello i sur., 1997.). Na području istočne hrvatske obale, YTX i njegovi analozi prvi put 
su detektirani 2004. god. u školjkašima podrijetlom iz sjevernog i srednjeg Jadrana, također 

uz OA (Ninčević-Gladan i sur., 2008.). U biopokusom pozitivnim DSP uzorcima, autori su 
utvrdili od svih analoga YTX u najvećoj koncentraciji (do 0,203 mgkg-1), dok je OA imala 
najveću koncentraciju od 185 μgkg-1. Nedugo nakon toga su 2004. i 2005. god. Čustović i 

sur. (2014.) kvantificirali  YTX i OA u dagnjama iz srednjeg Jadrana u koncentracijama do 
468 μgkg-1, odnosno 41,31 μgkg-1, te 2006. god., također u školjkašima iz srednjeg Jadrana, 

YTX u hepatopankreasu dagnji u koncentraciji od 1870 μgkg-1 (Čustović i sur., 2009.). U DSP 
pozitivnim uzorcima dagnji iz sjevernog i srednjeg Jadrana prikupljenim 2007. godine, 
Ninčević i sur. (2010.) su ponovno utvrdili prisustvo YTX i njegovih analoga u četiri od devet 
uzoraka školjkaša (LC-MS/MS metodom) u koncentracijama do 794 μgkg-1 (karboksi homo 
YTX), te OA u tri od devet uzoraka, s najvećom koncentracijom od 1041 μgkg-1 (slobodna  i 
esterificirana OA). Arapov i sur. (2015.) također u DSP pozitivnim uzorcima dagnji 
podrijetlom s istočne obale Jadrana navode najveću pojavnost YTX u koncentracijama od 

122 do 479 μgkg-1, ali manju pojavnost OA, s najvećom koncentracijom od 291 μgkg-1. Vršne 

koncentracije oba fikotoksina određene su u uzorcima iz sjevernog Jadrana. Autori ovih, ali i 
novijih istraživanja, navode jesotoksine kao najčešće fikotoksine u Jadranskom moru. 

Navedeno potvrđuje i istraživanje autora Talić i sur. (2020.) o pojavnosti LT u dagnjama 
prikupljenih tijekom 2017. god.. u srednjem Jadranu, pri čemu je utvrđena  pojavnost YTX s 
najvećom koncentracijom od 37,8 μgkg-1, te kao i prethodna istraživanja, povremenu 
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prisutnost OA uglavnom u niskim koncentracijama, do najviše 44,7 μgkg-1. Dodatno, novije 
istraživanje pojavnosti LT u dagnjama i rumenkama iz srednjeg Jadrana u razdoblju od 2016. 
do 2019. god. ukazuje na YTX kao najčešće fikotoksine u školjkašima Jadranskog mora 
(Bogdanović i sur., 2022.). Utvrđeni su u koncentracijama od 0,03 mgkg-1 u rumenkama do 
1,375 mgkg-1 u dagnjama. Isti autori navode pojavnost OA u manje od 1% ispitanih uzoraka 
s najvećom utvrđenom koncentracijom ukupne OA od 77 μgkg-1. 
Najveća koncentracija YTX utvrđena u uzorcima školjkaša u ovom istraživanju, kao i u 

prethodno navedenima, manja je od zakonodavstvom utvrđene NDK za skupinu jesotoksina, 
međutim, za razliku od spomenutih istraživanja, u ovom nije utvrđena češća pojavnost YTX u 
odnosu na ostale skupine fikotoksina. U navedenim istraživanjima, većina autora ili ne 
navodi LOQ korištenih metoda ili istraživanja ne uključuju CI, što onemogućuje usporedbu. 
Jedan od mogućih razloga manje pojavnosti YTX u ovom istraživanju je to što su za skupinu 

YTX utvrđene znatno veće vrijednosti LOQ metode u odnosu na LOQ CI u ovom istraživanju 
(30 i više puta veće), za koje je utvrđena najveća pojavnost. Međutim, čak i ukoliko se uzmu 
u obzir uzorci u kojima YTX nisu kvantificirani, ali su detektirani u koncentracijama > LOD, CI 
i dalje dominiraju svojom pojavnošću. Osim ovog, pojedina istraživanja na školjkašima iz 

srednjeg i južnog Jadrana također ukazuju da YTX nisu najčešći fikotoksini u školjkašima iz 

hrvatskog dijela Jadrana (Ujević i sur., 2015.; 2019.). 
U školjkašima iz Jadranskog, ali i iz drugih mora, YTX su detektirani i u većim 

koncentracijama. Rubini i sur. (2021.) navode više desetaka uzoraka školjkaša podrijetlom iz 

talijanskog dijela sjevernog Jadrana u razdoblju od 2012. do 2020. god. u kojima je 
koncentracija YTX bila veća od NDK. Liu i sur. (2016.) utvrdili su YTX u dagnjama 
podrijetlom iz Kine u koncentracijama do 3,9 mgkg-1, dok autori Liu i sur. (2017.) u 
hepatopankreasu japanskih kapica navode najveću koncentraciju 5,67 mgkg-1. 
Jedini detektirani analog okadaične skupine u ovom istraživanju je OA, čija je češća 

pojavnost u odnosu na ostale toksine skupine, u skladu s ranije navedenim istraživanjima 

školjkaša iz Jadranskog mora. Također je jedini LT čija je koncentracija premašila NDK 
tijekom ovog istraživanja (Prilog 7). Po pitanju utvrđenih koncentracija OA, u skladu su s 
dosad objavljenim istraživanjima u školjkašima Jadrana u kojima se navodi odsutnost OA 
(Ujević i sur., 2015.; Ujević i sur., 2019.), te raspon od niskih i srednjih koncentracija 
(Orhanović i sur., 1996.; Čustović i sur., 2014.; Talić i sur., 2020.; Bogdanović i sur., 2022.) 
pa sve do koncentracija većih od NDK (Ninčević-Gladan i sur., 2008.; Ninčević-Gladan i sur., 
2010.; Arapov i sur., 2015.). Rezultati ovog i navedenih istraživanja ukazuju na to da iako je 

OA uglavnom prisutna u niskim koncentracijama, školjkaši mogu kumulirati ovaj fikotoksin u 
velikim koncentracijama koje mogu ugroziti zdravlje ljudi, što se povremeno na području 
sjevernog Jadrana i događa. Slična pojavnost zabilježena je i u drugim morima. Pregledom 
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rezultata srodnih istraživanja u Europi i svijetu, može se uočiti da su koncentracije toksina 
okadaične skupine bile manje od LOD ili da je utvrđena pojavnost u malim koncentracijama 
(Goya i sur., 2022.; Jiang i sur., 2017.; Chen i sur., 2021.; Leyva-Valencia i sur., 2021.; 
Tamele i sur., 2022.), koncentracijama većim od NDK (Amzil i sur., 2007.; Deeds i sur., 
2010.; Taylor i sur., 2013.; Ben Haddouch i sur., 2017.; García-Altares i sur., 2016.; Otero i 
sur., 2019.), pa sve do izuzetno velikih koncentracija utvrđenih u školjkašima iz Kine (oko 3,5 
mgkg-1) (Li i sur., 2012.b), Irske (7,8 mgkg-1) (Salas i Clarke, 2019.), Argentine (11,8 mgkg-1) 
(Turner i sur., 2015.) te iz Grčke (do oko 50 mgkg-1) (Prassopoulou i sur., 2009.).  
Aciliranjem toksina okadaične skupine uz pomoć enzima, u školjkašima nastaju njihovi 
acilirani derivati (DTX3), što se smatra važnim korakom u procesu njihove depuracije 
(Rossignoli i sur., 2011.). Iako je toksičnost esterificiranih oblika manja, suprotan proces - 
enzimska hidroliza DTX3, odvija se u ljudskom organizmu tijekom probave, pri čemu nastaju 

toksičnije roditeljske molekule OA, DTX1 i DTX2 (Manita i sur., 2017.). Smatra se da je 
bioraspoloživost DTX3 manja od slobodnih, neesterificiranih oblika, te da bi u procjeni rizika 
koje ova skupina fikotoksina predstavlja trebalo uzeti u obzir udio DTX3, da ne bi došlo do 
precjenjivanja izloženosti (Braga i sur., 2016.). U dostupnim literaturnim podacima navode se 
različiti udjeli esterificiranih oblika u različitim vrstama školjkaša. Mnogi autori navode dagnje 
kao vrstu s najvećim udjelom slobodnog oblika okadaične skupine. Naime, istraživanja 

govore da dagnje u odnosu na ostale vrste imaju manju sposobnost esterifikacije (Rossignoli 
i sur., 2011.; Braga i sur., 2016.; Manita i  sur., 2017.; Alves i sur., 2019.), a posljedica je 
njihova sporija depuracija (Rossignoli i sur., 2011.). To potvrđuju i rezultati autora Vale i 
Sampayo (2002.) koji su u istraživanju udjela estera toksina okadaične skupine u različitim 

vrstama školjkaša ustanovili da udio estera OA u dagnjama nije veći od 50%, dok je u 

ostalim vrstama taj udio najčešće veći od 95%. Što se tiče udjela esterificirane OA u 

uzorcima ovog istraživanja, dobiveni rezultati nisu u skladu sa spomenutim istraživanjima. 

Budući da je OA kvantificirana gotovo isključivo u dagnjama, usporedba među vrstama nije 
moguća. Međutim, u 86% uzoraka u kojima je utvrđena, OA je bila u potpunosti 
esterificirana. Od preostalih 14% uzoraka samo dva su imala udio esterificirane OA manji od 
50%, dok se u ostalim uzorcima taj udio kretao od 60 do 78%. U dva uzorka kamenica u 
kojima je detektirana, OA je bila u potpunosti esterificirana. Različit profil OA skupine može 
se objasniti genetskom različitošću školjkaša (Prassopoulou i sur., 2008.), a podložan je i 
promjenama (Vale i Sampayo, 1999.) na koje utječu vrsta fitoplanktona, lokalitet i godišnje 

doba (Alves i sur., 2019.). 
Supojavnost PTX2 i OA pojašnjava se činjenicom da ove fikotoksine proizvodi ista vrsta 
fitoplanktona (Reguera i Pizzaro, 2008.; Alarcan i sur. 2018.). Međutim, u ovom istraživanju 

PTX2 je detektiran u samo jednom uzorku dagnji u koncentraciji od 30,07 μgkg-1 (Tablica 
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17), dok PTX1 nije uopće detektiran. PTX2 se u školjkašima Jadranskog mora rijetko 
pronalazi i to u tragovima ili manjim koncentracijama, međutim, češće su detektirani njegovi 

metaboliti PTX2SA i 7-epi-PTX2SA  (Pavela-Vrančič i sur., 2001.; 2006.; Ninčević-Gladan i 
sur., 2010.; 2011.; Bogdanović i sur., 2022.). Pretpostavlja se da je pojavnost PTX2 manja 
zbog toga što u školjkašima brzo dolazi do njegovog metaboliziranja u PTX2SA koja 
izomerizira u 7-epi-PTX2SA, a česta je i njihova  esterificikacija (Wilkins i sur., 2006.; Blanco 
i sur., 2019.). 
Azaspiracidi su također kvantificirani u niskoj koncentraciji u malom broju uzoraka (n = 27) 
(Tablice 17 i 31). U većini uzoraka prisutan je AZA2, dok je AZA1 utvrđen u samo dva 
uzorka, a AZA3 nije uopće detektiran. Pronađeni su isključivo u dagnjama i kapicama, s time 

da je pojavnost u kapicama (u odnosu na broj ispitanih uzoraka pojedine vrste) otprilike 
dvostruko veća od one u dagnjama. Koncentracije AZA2 kreću se od 3,00 do 5,40 μgkg-1 
(5,40 do 9,72 µg AZA ekv.kg-1). U dva uzorka u kojima je detektiran AZA1, prisutan je i AZA2 
u približno istoj koncentraciji, te je u njima utvrđena najveća ukupna koncentracija AZA u 
ovom istraživanju od 13,60 i 13,88 µg AZA ekv.kg-1. Iako je u odnosu na većinu fikotoksina iz 
ovog istraživanja pojavnost azaspiracida znatno manja, AZA su detektirani u 4% uzoraka, što 

se razlikuje od rezultata većine istraživanja LT u školjkašima prikupljenih s područja istočne 

obale Jadrana. U istraživanju profila LT u školjkašima hrvatskog dijela Jadrana prikupljenim 

tijekom 2007. god. (Ninčević-Gladan i sur., 2010.), 2008. god. (Arapov  i sur., 2015.), 
2009./2010. god. (Ujević i sur., 2019.) te 2016.-2019. god. (Bogdanović i sur., 2022.) AZA u 
školjkašima nisu uopće detektirani. AZA2 je detektiran u u četiri uzorka dagnji prikupljenim 
2017. god. na području južnog Jadrana (RH i BiH), s najvećom koncentrcijom 3,80 μgkg-1 
(Talić i sur., 2020.). Češća pojavnost AZA2 utvrđena u ovom istraživanju u odnosu na ostale 

analoge, u skladu je s rezultatima istraživanja LT u dagnjama podrijetlom iz sjevernog dijela 
srednjeg Jadrana (talijanska obala) tjekom 2012. i 2014. god., u kojem je također utvrđena 
dominacija istog analoga, ali s manjom vršnom koncentracijom od 7,1 µg AZA ekv.kg-1, s 
time da je AZA1 detektiran u tragovima u uzorcima s najvećom koncentracijom AZA2, dok 
AZA3 nije detektiran (Bacchiocchi i sur., 2015.). Dominaciju AZA2 utvrdili su i Taleb i sur. 
(2006.) u dagnjama prikupljenim u Maroku tijekom 2004. i 2005. god., Vale i sur. (2008.) u 
različitim vrstama školjkaša prikupljenim tijekom 2006. god. u Portugalu, kao i Goya i sur. 
(2022.) u patagonijskim kapicama (Zygochlamys patagonica) prikupljenim u Argentini u 
razoblju od 2012. do 2017. god. Profil i koncentracija analoga azaspiracida mogu se 
razlikovati, što potvrđuju istraživanja njihove pojavnosti u školjkašima prikupljenih s drugih 
područja. AZA1 kao dominantan analog navode James i sur. (2002.) u dagnjama iz 
Norveške, Ujedinjenog Kraljevstva i Irske, s najvećom ukupnom koncentracijom azaspiracida 

u cijelom tkivu od 4,2 mgkg-1. Isti analog prevladava među azaspiracidima u dagnjama (M. 
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galloprovincialis) iz Španjolske i velikim kapicama (P. maximus) iz Francuske (Magdalena i 
sur., 2003.b), dok Chen i sur. (2021.) kao dominantan analog u različitim vrstama školjkaša 

podrijetlom iz Kine navode AZA3, detektiran u manjim koncentracijama (do 2 µgkg-1). Iako je 
u ovom istraživanju prosječna koncentracija azaspiracida u školjkašima značajno manja od 
NDK, navedeni podaci ukazuju na njihovu kumulaciju u školjkašima i potencijalnu opasnost 
za potrošače, naročito stoga što je u školjkašima sjevernog Jadrana najzastupljeniji 
najtoksičniji analog. 
Od hidrofilnih fikotoksina u uzorcima ovog istraživanja detektirani su DA te GTX1,4 i GTX2,3 

iz skupine PST. DA utvrđena je u 13% uzoraka u svim vrstama školjkaša i mješčićnicama, u 
odnosu na NDK od 20 mgkg-1 u vrlo niskim koncentracijama (Tablice 17 i 31). Prisutna je 
najčešće u  kapicama (52%) u kojima je utvrđena i najveća koncentracija DA u istraživanju 

(809,54 μgkg-1). Sa gotovo jednakom vršnom koncentracijom kvantificirana je u 16% 
kamenica. DA je jedini fikotoksin ovog istraživanja koji je imao značajnu pojavnost u 

mješčićnicama. Pronađena je u 27% mješčićnica, no u značajno nižim koncentracijama u 
odnosu na kapice i kamenice. Najmanja pojavnost DA utvrđena je u dagnjama u kojima je 
detektirana u svega 4% uzoraka, s najvećom koncentracijom od 37,95 μgkg-1. Najniža 

utvrđena koncentracija u svim vrstama, nalazi se u koncetracijskom području blizu LOQ. 
Kumulacija DA u niskim koncentracijama u ovom istraživanju u skladu je s rezultatima 

srodnih istraživanja provedenih u Jadranskom moru, no pojavnost joj je znatno češća. 
Kvantificirana je u školjkašima i mješčićnicama tijekom svih sezona, za razliku od do sada 
zabilježene povremene pojave u školjkašima iz Jadranskog mora. Prvi put je detektirana u 
dagnjama podrijetlom iz talijanskog dijela sjevernog Jadrana u razdoblju od 2000. do 2004. 
god., s najvećom koncentracijom 2,5 mgkg-1 (Ciminiello i sur., 2005.). Od tada, u nekoliko 
navrata pronađena je u školjkašima i iz drugih područja Jadranskog mora, ali uvijek u 
koncentracijama značajno manjima od NDK (Arapov, 2013.). U školjkašima iz hrvatskog 

dijela Jadrana, prvi put je pronađena u dagnjama prikupljenim iz uzgajališta smještenog na 

zapadnoj strani istarskog poluotoka tijekom 2005. god., u najvećoj koncentraciji od 872,1 
µgkg-1 (Ljubešić i sur., 2011.). U razdoblju od 2006. do 2008. god. detektirana je u različitim 

vrstama školjkaša uzgojenim i izlovljenim na području srednjeg i sjevernog Jadrana, s time 
da je najveća utvrđena koncentracija DA u školjkašima srednjeg Jadrana (6549 µgkg-1) bila 
nekoliko puta veća od one utvrđene u školjkašima podrijetlom iz sjevernog dijela (1657 µgkg-
1) (Ujević i sur., 2010.). U istraživanju profila fikotoksina školjkaša prikupljenih iz srednjeg 

Jadrana tijekom 2009. i početkom 2010. god., DA je također detektirana u niskim 
koncentracijama, do najviše 770 µgkg-1(Ujević i sur., 2019.). U još dva istraživanja pojavnosti 

DA u više vrsta školjkaša srednjeg Jadrana tijekom 2011. i 2012., te krajem 2015. i početkom 
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2016. god., utvrđene su koncentracije od 200 µgkg-1 (Arapov i sur., 2016.) i do 3240 µgkg-1 
(Arapov i sur., 2017.). 
Pojavnost DA u školjkašima u niskim koncentracijama detektirana je i na Mediteranu. Autori 
Rijal Leblad i sur. (2013.) navode koncentraciju do 4900 µgkg-1u rumenkama (C. Chione) 
izlovljenim u mediteranskom dijelu Maroka, dok su Bouchouicha-Smida i sur. (2015.) u 
kamenicama (O. edulis) iz Tunisa utvrdili koncentracije do 1040 µgkg-1. Međutim, na nekim 

područjima zabilježena je pojavnost u koncentracijama većim od NDK. U Portugalu, autori 
Vale i Sampayo (2001.) navode ekstremnu toksičnost dagnji (M. edulis) zabilježenu u 

proljeće 2000. god., s koncentracijom DA u cijelom tkivu od 90 mgkg-1. Nešto kasnije u 
proljeće iste godine u školjkašima (Donax trunculus) izlovljenima na području atlantske obale 

u Francuskoj, uvrđena je najveća koncentracija od 53 mgkg-1, dok je godinu ranije na istom 
području pojavnost bila u niskim koncentracijama, do 3,2 mgkg-1 (Amzil i sur., 2001.). 
Tijekom monitoringa fikotoksina u školjkašima prikupljenim na mediteranskoj obali 
Španjolske u razdoblju od 2008. do 2011. god., DA je pronađena u 24% uzoraka gotovo svih 
vrsta analiziranih školjkaša, tijekom svih sezona i na svim lokalitetima (Giménez Papiol i sur., 
2013.). Autori navode da je 0,3% uzoraka sadržavalo DA u koncentraciji većoj od NDK, do 
najviše 27,4 mgkg-1. Također, ističu pojavnost DA u školjkašima podrijetlom iz spomenute 
regije, u kojoj se do 2008. god. nije pojavljivala, a kao objašnjenje navode promjenu u metodi 
za određivanje ovog fikotoksina, čime su postigli znatno nižu LOQ, što je kao i u ovom 

istraživanju, dalo sasvim novi uvid u pojavnost DA na tom području. 
Od osam analoga PST u ovom istraživanju detektirani su samo GTX2,3 u deset uzoraka 
dagnji i jednom uzorku kamenica, te GTX1,4 u tri uzorka dagnji. Iako je GTX1,4 jedan od 
fikotoksina s najrjeđom pojavnošću u ovom istraživanju, njegova prosječna koncentracija u 
uzorcima veća je od NDK od 800 µg STXdiHCl ekv.kg-1 (Tablica 17). U sva tri uzorka u 
kojima je kvantificiran, prisutan je i GTX2,3, koji doprinosi povećanju ukupne toksičnosti koja 
se kreće u rasponu od 27,73 do 1829,34 µg STXdiHCl ekv.kg-1. Oba analoga pripadaju 
podskupini najtoksičnijih PST – karbamatima. Mali broj kvantificiranih analoga ove skupine 
fikotoksina moguće je objasniti relativno visokim vrijednostima LOQ u odnosu na fikotoksine 
drugih skupina ovog istraživanja, s obzirom na primijenjenu instrumentalnu tehniku (LC-
FLD). Primjerice, primjenom spektrometrije masa kao alternative u identifikaciji i detekciji 
PST, moguća je separacija i kvantifikacija epimernih parova, detekcija analoga u nižim 

koncentracijama i njihovih metabolita (Ding i sur., 2017.; Rodríguez-Cabo i sur., 2021.; Lage i 
sur., 2022.). 
Kao u ovom istraživanju, Ding i sur. (2017.) po provedenoj studiji profila i metaboliziranja 
PST u dagnjama (M. galloprovincialis) podrijetlom iz Kine, navode GTX1,4 i GTX2,3 kao 
dominantne analoge, ali uz pojavnost novih metabolita PST u molarnom udjelu od otprilike 
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28%. Utvrdili su najveću ukupnu toksičnost od 10,76 mg STXdiHCl ekv.kg-1, no nije 
uključivala metabolite budući da je njihova toksičnost nepoznata. Rodríguez-Cabo i sur. 
(2021.) također su ustanovili pojavnost GTX1,4 i GTX2,3 u dagnjama (M. galloprovincialis) 
prikupljenim tijekom 2018. i 2019. god. iz Kantabrije i Baskije, ali istovremeno uz STX. 
Koncentracija u uzorcima kretala se od 170 do 983  µg STXdiHCl ekv.kg-1, a molarni udio 
pojedinih analoga razlikovao se u odnosu na lokacije s koje su školjkaši prikupljeni te su 
utvrđene i razlike s obzirom na godinu uzorkovanja. Lage i sur. (2022.) navode kompleksan 
profil PST u dagnjama (M. galloprovincialis) izloženim cvatu dinoflagelata Gymnodinium 
catenatum u Portugalu. Najveći molarni udjeli utvrđeni su za GTX6, dcSTX i C1, detektirani 

su i dcGTX 1 - 4, C 2 - 4, GTX4, GTX5, dcNEO, STX i M toksini, a najveća ukupna 

toksičnost iznosila je 33,67 mg STXdiHCl ekv.kg-1. U školjkašima Anadara tuberculosa, koji 
su bili vektor PST u slučajevima trovanja ljudi u Nikaragvi 2005. god., dominantan je bio STX 

s još većom ukupnom toksičnošću do čak 41,38 mg STXdiHCl ekv.kg-1, što je više od 50 

puta veća vrijednost u odnosu na NDK. U školjkašima podrijetlom iz drugih područja autori 

također navode pojavnost PST, u koncentracijama koje ne prelaze NDK. Tako su autori 
Alves i sur. (2022.) u kamenicama (C. gasar) iz Brazila, utvrdili koncentraciju PST u rasponu 
od 0,32 do 421 µg STXdiHCl ekv.kg-1, a profilom dominiraju GTX2,3, STX i dcSTX, dok su 
Peteva i sur. (2019.) u dagnjama iz Bugarske detektirali samo GTX2, u koncentracijama do 
1,6 µg STXdiHCl ekv.kg-1. 
U Jadranskom moru PST su detektirani uglavnom u sjevernom dijelu, rjeđe na području 

srednjeg i južnog Jadrana (Ciminiello i sur., 1995.; Ujević i sur., 2012.; 2019.; Roje-Busatto i 
Ujević, 2014.). Profil PST koje su navedeni autori utvrdili u školjkašima razlikuju se u odnosu 
na ovo istraživanje, iako su neka od istraživanja uključivala školjkaše prikupljene s istih 

područja. Ciminiello i sur. (1995.) u hepatopankreasu dagnji prikupljenih iz uzgajališta 

smještenih na zapadnoj obali sjevernog Jadrana detektirali su samo GTX 2 i 3, u niskim 
koncentracijama. Autori Ujević i sur. (2012.) istraživali su profil PST u školjkašima 

prikupljenim s područja istočne obale Jadrana, u kojma su tijekom 2009. god. biopokusom 
utvrđeni PST. U uzorcima dagnji iz uzgajališta smještenog na jugu istarskog poluotoka, 
navode STX kao dominantan analog uz GTX2,3 i dcSTX, sa najvećom toksičnošću do 

1550,49 µg STXdiHCl ekv.kg-1. Uzorci iz uzgajališta na zapadnoj obali Istre, te oni iz južnog 

Jadrana, sadržavali su samo dcSTX u niskim koncentracijama. 
Školjkaši u kojima je utvrđena koncentracija PST veća ili blizu NDK u ovom istraživanju, 

prikupljeni su iz uzgajališta smještenog na istom području južnog dijela poluotoka kao i u 
prethodno spomenutom istraživanju, te iako je najveća ukupna toksičnost slična, najveći 

doprinos toksičnosti ima GTX1,4, a koji u istraživanju autora Ujević i sur. (2012.) nije uopće 

detektiran. Istraživanjem profila fikotoksina u školjkašima izlovljenim u srednjem Jadranu, 
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Ujević i sur. (2019.) od PST kvantificirali su GTX2,3 i STX u rumenkama u nižim 

koncentracijama, dok su prugaste kapice sadržavale STX kao dominantan analog u 

koncentraciji do 98,04 µgkg-1, uz GTX5, GTX2,3 i dcSTX. U još jednom istraživanju profila 

PST, u mješčićnicama izlovljenim na području zapadne obale Istre sa tri lokacije nakon 

slučajeva trovanja ljudi PST uslijed konzumacije mješčićnica krajem 2008. god., Roje-
Busatto i Ujević (2014.) detektirali su ove fikotoksine u svim pretraženim uzorcima. Profil 

PST razlikovao se u odnosu na lokacije, međutim, na svim lokacijama dominantni su bili 
GTX2,3 i STX u koncentracijama do 655,72 i 653,17 µgkg-1. Uzorci sa lokacije koja 
geografskim položajem odgovara onoj sa koje su prikupljeni uzorci mješčićnica i kamenica iz 
ovog istraživanja imali su kompleksniji profil u odnosu na ostale lokacije. Uz spomenute 
analoge detektirani su još dcGTX2,3, dcSTX, GTX5 i C1,2, a najveća ukupna toksičnost 

iznosila je 806,95 µg STXdiHCl ekv.kg-1. U mješčićnicama iz ovog istraživanja nisu 
detektirani PST, a u samo jednom uzorku kamenica detektiran je GTX2,3. 
Rezultati ovog istraživanja pokazuju da se fikotoksini nakupljaju u školjkašima i 
mješčićnicama, ponekad u koncentracijama većima od NDK. Profil fikotoksina razlikuje se 
među vrstama, a navedeni literaturni podaci ukuzuju na razlike s obzirom na područja s kojih 

školjkaši potječu, kao i vremensko razdoblje u kojem su prikupljeni ili izlovljeni. Naročit rizik 

za potrošače predstavlja povremena, iznenadna pojava fikotoksina u visokim 
koncentracijama, kao što je slučaj u ovom istraživanju sa PST, koji se smatraju jednima od 
najopasnijih prirodnih toksina budući da već 1 mg može biti smrtonosan u vrlo kratkom 
vremenu (Wiese i sur., 2010.; Leal i Cristiano, 2022.a). Osim njih, uočava se pojavnost 
toksina okadaične skupine, također povremeno u koncentracijama većim od NDK. Iako za 
razliku od hidrofilnih PST i DA, akutna toksičnost lipofilnih toksina ne izaziva životnu ugrozu, 

potrebno je uzeti u obzir moguće štetne posljedice po zdravlje uslijed kronične izloženosti 

nižim, opetovanim koncentracijama fikotoksina, čija je pojavnost u ovom istraživanju 

utvrđena, kao i novootkrivenih fikotoksina poput CI o čijoj toksičnosti ima malo podataka. 
Navedeno se primarno odnosi na OA za koju je utvrđeno da osim štetnog djelovanja na 

probavni sustav djeluje i kao tumorski promotor (Manerio i  sur., 2008.; del Campo i sur., 
2017.; Emery i sur., 2021.), te DA i PST koji izazivaju oštećenja SŽS (Goldstein 2008.; Costa 
i sur., 2014.), oštećenja DNA, umanjuju obrambene mehanizme organizma, a imaju i 
genotoksični potencijal (Hong i  sur., 2003.; Costa i sur., 2012.). Poseban rizik predstavljaju 
za djecu, starije i osobe s kroničnim bolestima koji su osjetljiviji na njihov toksični učinak 

(Petroff i sur., 2021.). 
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5.4. SUPOJAVNOST FIKOTOKSINA 
Iz rezultata prikazanih u Tablici 18 razvidno je da su u školjkašima analiziranim u ovom 
istraživanju fikotoksini često istovremeno prisutni u raznim kombinacijama. Od ukupnog broja 
uzoraka u kojima su fikotoksini kvantificirani, u 49% istovremeno je prisutno dva ili više 

fikotoksina, s time da su najčešće istovremeno prisutna dva (u 35% uzoraka), a najrjeđe 

istovremeno pet različitih toksina (u 1% uzoraka). 
Supojavnost fikotosina u školjkašima je česta. Iako su za većinu fikotoksina uglavnom 
poznati mehanizmi djelovanja i intenzitet toksičnog učinka, o učinku kombinacija fikotoksina 

malo se zna, no objavljena su istraživanja koja ukazuju na njihovo sinergističko, aditivno ili 
antagonističko djelovanje. Alarcan i sur. (2018.) u preglednom radu o supojavnosti LT, 
navode OA kao najčešće prisutni fikotoksin u kombinaciji sa ostalim LT. Iako je u skoro petini 
uzoraka iz ovog istraživanja utvrđena OA, SPX1 osim što ima pojavnost u najvećem broju 

uzoraka, najčešće je prisutan u kombinaciji s drugim fikotoksinima. Ovaj rezultat je u skladu 
sa zaključkom autora spomenutog preglednog rada o prostornoj ovisnosti pojave 
kombinacija fikotoksina i češćoj pojavnosti SPX1 u kombinacijama u školjkašima (naročito u 

dagnjama) na području Europe. Također, autori navode supojavnost hidrofilnih i LT, što je 

zapaženo i u ovom istraživanju. 
Istraživanja o mogućem međudjelovanju fikotoksina su rijetka, a opaženi učinci u in vitro 
istraživanjima za iste kombinacije fikotoksina su sinergija, aditivnost i antagonizam, ovisno o 
njihovim molarnim udjelima (Ferron i sur., 2016.). Ispitivanje sinergističkog učinka OA i 

ostalih LT na ljudskim stanicama neuroblastoma ukazalo je na povećanje toksičnog 

djelovanja OA u prisustvu DTX2 ili YTX, ujedno ovisno o koncentraciji i trajanju 
međudjelovanja (Rodríguez i sur., 2015.). Budući desetina uzoraka iz ovog istraživanja u 

kojima je prisutno više od jednog fikotoksina istovremeno sadrži OA i YTX, uzimajući u obzir 

rezultate prethodno spomenutog istraživanja, moguće je da je njihova toksičnost veća od 

očekivane za utvrđenu koncentracijsku razinu. U ispitivanju učinka OA na ljudske Caco-2 
stanice u kombinaciji sa PTX2, SPX1 ili YTX, Alarcan i sur. (2019.) uočili su antagonističko 

djelovanje ovih fikotoksina u kombinaciji s OA pri nižim koncentracijama, no pri većim 

koncentracijama toksični učinak bio je veći, što ukazuje na njihovo moguće aditivno ili 
sinergističko djelovanje. Također, Dragunow i sur. (2005.) uočili su senzibilizaciju stanica 

neuroblastoma, prethodno izloženih GYM i njegovim analozima, na apoptotičko djelovanje 

OA. Malobrojne in vivo studije dale su drugačije rezultate. U istraživanju kombinirane oralne 

toksičnosti YTX i AZA1 na miševima, nisu utvrđene patološke promjene unutarnjih organa, 

kao ni povećana apsorpcija i toksičnost YTX u prisustvu subletalnih doza AZA1 (Aasen i sur., 

2011.). Slično su utvrdili i Aune i sur. (2012.) u istraživanju međudjelovanja OA i AZA1 nakon 
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oralne administracije pokusnim miševima. Nije uočen aditivni niti sinergistički učinak što se 
tiče smrtnosti, kao ni veći patološki učinak. Apsorpcija iz probavnog trakta bila je slaba, a u 
kombinaciji toksina još više reducirana. Rezultati istraživanja oralne toksičnosti OA i YTX na 

miševima pokazuju da se u kombinaciji njihov toksični učinak ne razlikuje od toksičnog 

učinka pojedinačnih toksina (Sosa i sur., 2013.).  
Alarcan i sur. (2018.) ističu potrebu za istraživanjima izloženosti potrošača kombinacijama 
fikotoksina poput ovog, s ciljem planiranja in vitro i in vivo istraživanja, naročito zbog 
ograničenih količina dostupnih standardnih otopina fikotoksina i visokih troškova istraživanja. 

Malobrojna istraživanja bave se toksičnim učinkom kombinacije dvaju fikotoksina, no iz 
rezultata ovog istraživanja razvidno je da je česta istovremena pojavnost i više njih. 
Međudjelovanje i utjecaj na ukupnu toksičnost kombinacije više fikotoksina potpuno je 
nepoznato. Daljnja istraživanja najčešćih kombinacija fikotoksina i njihovih međusobnih 

omjera u različitim vrstama školjkaša, doprinijeti će spoznajama o njhovim sinergističkim 

učincima na ljude i izloženosti njihovom toksičnom učinku. S obzirom na navedeno i činjenicu 

da je objavljeno vrlo malo istraživanja pojavnosti koja istovremeno uključuju hidrofilne i LT, a 
još rjeđe CI, kroz duži vremenski period koji obuhvaća različite sezone, ovo istraživanje 

pruža korisne podatke koji mogu doprinijeti istraživanjima toksičnog učinka fikotoksina.   
 

5.5. RAZLIKA U PROFILU FIKOTOKSINA MEĐU VRSTAMA 
Razlika u profilu fikotoksina među različitim vrstama školjkaša i mješčićnicama ispitana je 
usporedbom učestalosti njihove pojavnosti i utvrđenih koncentracija u uzorcima kamenica i 
dagnji prikupljenih s lokaliteta L4 (Tablica 30), te kamenica, kapica i mješčićnica izlovljenih s 

lokaliteta L9 (Tablica 31). Budući da prikupljeni uzorci uspoređivanih vrsta potječu s istog 
područja, tijekom rasta bili su izloženi jednakim uvjetima. Podaci prikazani u Tablici 30 
ukazuju na kumulaciju više vrsta fikotoksina u dagnjama u odnosu na  kamenice. Obje vrste 
kumulirale su DA, OA i sve CI, međutim, isključivo u dagnjama detektirani su YTX, te GTX2,3 
i GTX1,4. U dagnjama dominiraju CI s najčešćom pojavnošću PnTX-G u 69% uzoraka, ali s 
najmanjom prosječnom koncentracijom u odnosu na druga dva CI. Nešto manja je pojavnost 

SPX1, u 60% uzoraka, dok je od CI GYM utvrđen u najmanjem broju uzoraka (29%), oba s 
približno jednakim prosječnim koncentracijama. U najmanjem broju uzoraka dagnji utvrđeni 
su DA i YTX (4%), s prosječnim koncentracijama od 5,06 i 164,94 μgkg-1. 
Usporedbom koncentracija pojedinačnih fikotoksina u ove dvije vrste školjkaša, utvrđena je 

statistički značajna razlika u kumulaciji DA (p = 0,030) i GYM (p = 0,001). DA u kamenicama 
detektirana je oko četiri puta češće i s približno deset puta većom prosječnom 
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koncentracijom u odnosu na dagnje. GYM je detektiran u tri puta više uzoraka kamenica, s 

približno dvostruko većom prosječnom koncentracijom. Stirling (2001.) navodi sličnu 

pojavnost GYM utvrđenu u 32% ispitanih uzoraka dagnji (M. galloprovincialis), te u svim 
uzorcima kamenica (T. chilensis) prikupljenih na Novom Zelandu. 
Prosječna koncentracija SPX1 određena u ovom istraživanju u obje vrste statistički se 

značajno ne razlikuje (p = 0,180), kao ni koncentracija OA (p = 0,224). Utvrđena podjednaka 
kumulacija OA u dagnjama i kamenicama prikupljenim s lokaliteta L4 razlikuje se od mnogih 
istraživanja provedenih na dagnjama i kamenicama, u kojima je utvrđena kumulacija OA u 

znatno većim koncentracijama u dagnjama (Lindegarth i sur., 2009.; Kacem  i sur., 2010.; Li i 
sur., 2015.; Mafra i sur., 2015.; Salas i sur., 2019.). Međutim, iako je ovim istraživanjem 

utvrđena podjednaka prosječna koncentracija u ovim vrstama, OA je bila prisutna u oko četiri 

puta više uzoraka dagnji na spomenutom lokalitetu, s najvećom koncentracijom utvrđenom 
tijekom ovog istraživanja upravo u ovoj vrsti školjkaša. 
Iz podataka prikazanih u Tablici 30 također je razvidno da postoji značajna razlika u 

pojavnosti PnTX-G među ovim vrstama, budući da je navedeni fikotoksin gotovo isključivo 

utvrđen u dagnjama, dok je u kamenicama prisutan samo u jednom uzorku. Navedeni 
rezultati u skladu su s istraživanjem pojavnosti CI autora Hess i sur., (2013.) i García-Altares 
i sur. (2014.) koji su utvrdili češću pojavnost i veću kumulaciju PnTX-G u dagnjama (M. 
galloprovincialis) u odnosu na vongole (V. decussata) i kamenice (C. gigas), kao i autora 
Lamas i sur. (2019.) koji navode veću koncentraciju PnTX-G u dagnjama (M. 
galloprovincialis) u odnosu na ostale vrste školjkaša uključene u istraživanje. Tamele i sur. 

(2022.) u istraživanju pojavnosti LT u četiri vrste školjkaša (Atrina vexillum, Pinctada 
imbricata, Anadara antiquata i Saccostrea cucculata) samo u tropskoj kamenici (S. 
cucculata) nisu detektirali PnTX-G, što je u skladu s njegovom rijetkom pojavnošću u 

kamenicama utvrđenoj i u ovom istraživanju. Isti autori utvrdili su i razliku u kumulaciji među 

vrstama. Rambla-Alegre i sur. (2018.) također navode razliku u kumulaciji CI u različitim 

vrstama te češću pojavnost PnTX-G u dagnjama u odnosu na druge vrste, te otprilike 
podjednaku pojavnost SPX1 u kamenicama i dagnjama.  
Od PST pronađenih samo u dagnjama, GTX2,3 je češće prisutan , ali sa značajno manjom 
prosječnom koncentracijom u odnosu na GTX1,4, koji je ujedno toksin prisutan u najvećoj 

koncentraciji utvrđenoj u ovom istraživanju (1736,29 μgkg-1). Čak i kada je koncentracija PST 

u dagnjama bila više nego dvostruko veća od NDK, u kamenicama s istog lokaliteta ovi 
fikotoksini uopće nisu detektirani. Navedeno ukazuje na razlike u pojavnosti i kumulaciji 
hidrofilnih i LT fikotoksina u različitim vrstama, na što utječe više čimbenika. 
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Razlika u kumulaciji među vrstama utvrđena je tijekom mnogih istraživanja, no kao i u ovom, 
mnoga su potvrdila da su dagnje dobra indikatorska vrsta za PST, budući da ih kumuliraju 
vrlo brzo nakon izloženosti i u velikim koncentracijama (Navarro i sur., 2011.), kao i da se 
depuracija u dagnji brže odvija u odnosu na vrste poput kopita (S. squamosus), periski 
(Atrina vexillum) i kapica (P. magellanicus) (Bricelj i Shumway, 1998.; Montojo i sur., 2006.). 
Kod vrsta koje se brzo detoksificiraju, koncentracija PST značajno se smanjuje tijekom 
nekoliko tjedana, dok se u vrstama kod kojih je detoksifikacija spora mogu zadržati i po 

nekoliko mjeseci i godina od prestanka izloženosti (Bricelj i Shumway, 1998.). Iznenadna 
pojava visokih koncentracija GTX1,4 i GTX2,3 u dagnjama iz ovog straživanja, te depuracija 

do koncentracija manjih od LOD u svega nekoliko tjedana, u skladu je s navedenim 
literaturnim podacima. Problem je što vrlo brza kumulacija PST u dagnjama može uzrokovati 

neopaženu i ujedno visoku toksičnost ovih školjkaša (Rourke i sur., 2021.). 
U ranije spomenutim istraživanjima školjkaša istovremeno prikupljenih s istih područja, Ujević 

i sur. (2019.) navode razliku u profilu i kumulaciji PST u rumenkama i prugastim kapicama, 
dok Roje-Busatto i Ujević (2014.) u kapicama (F. proteus), jakovljevim kapicama i 
kamenicama istovremeno izlovljenim sa istog područja nisu detektirali PST, dok u 
mješčićnicama (Microcosmus vulgaris) jesu. U njima je utvrđeno više analoga PST u 
koncentracijama do 806,95 μgkg-1. Oyaneder-Terrazas i sur. (2017.) u istraživanju 

pojavnosti, varijabilnosti i bioakumulacije PST u različitim vrstama morskih organizama, uočili 

su značajne razlike među vrstama, kao i različitu kumulaciju u različitim tkivima iste vrste. 

Školjkaše navode kao vrstu koja najviše kumulira PST, nakon čega slijede puževi, 

plaštenjaci, bodljikaši, glavonošci i ribe kao vrsta u kojoj se ovi fikotoksini najmanje 
kumuliraju. Zbog složenih procesa biotransformacije i metaboliziranja PST u školjkašima, 

njihov profil najčešće se razlikuje od onog u fitoplanktonu koji ih proizvodi (Ding i sur., 2017.). 
Uočeno je povećanje toksičnosti u školjkašima uslijed biokonverzije u termostabilnije, 

toksičnije analoge, npr. C1 i 2 u GTX2 i 3, GTX4 u GTX1, GTX3 u GTX2, GTX1 i 4 u NEO, 
GTX2 i 3 u STX (Oyaneder-Terrazas i sur., 2022.), ali i obrnuti proces konverzije toksičnijih u 

manje toksične analoge (Andres i sur., 2019.). Kapacitet transformacije PST razlikuje se 
među vrstama (Bricelj i Shumway, 1998.). Također, moguće su i razlike profila iste vrste 
fitoplanktona uslijed djelovanja različitih faktora, poput geografske lokacije, okolišnih uvjeta 

(Negri i sur., 2007), dostupnosti nutrijenata (Granéli i Flynn, 2006.) i stadija životnog ciklusa 
(Silva i sur., 2015.), čime je temeljem prisustva pojedine vrste fitoplanktona teško predvidjeti 

profil PST i potencijalnu toksičnost školjkaša. Razlike u profilu PST i njihovoj kumulaciji 
proizlaze iz razlika u unosu, raspodjeli među tkivima, metabolizmu i izlučivanju u različitim 

vrstama (Cembella i sur., 1994.; Bricelj i Shumway, 1998.; Donovan i sur., 2008.). Također, 

profil PST u školjkašima mijenja se od trenutka unosa do depuracije, zbog selektivnog 



5. Rasprava 

106  

zadržavanja pojedinih analoga ili zbog enzimatske transformacije tijekom metaboliziranja 
toksina (Andres i sur., 2019.), no i to je ovisno o vrsti. Općenito, vrste koje su neosjetljive na 
djelovanje PST, poput dagnji, kumuliraju ove toksine u visokim koncentracijama, za razliku 
od osjetljivih vrsta koje u prisustvu toksičnog fitoplanktona aktiviraju određene fiziološke 

mehanizme kojima sprječavaju ili umanjuju njihov unos (Gainey i Shumway, 1988.). 
Tablica 31 prikazuje pojavnost fikotoksina u kamenicama, kapicama i mješčićnicama 

izlovljenim s lokaliteta L9. Kamenice i kapice kumulirale su i hidrofilne i LT, dok su 
mješčićnice kumulirale uglavnom hidrofilni toksin DA, te su u samo po jednom uzorku 
utvrđeni GYM i SPX1. U jednom uzorku kamenica utvrđen je GTX2,3 koji nije detektiran u 
kapicama, dok je u kapicama za razliku od kamenica prisutan AZA2. López-Rivera i sur. 
(2010.) također navode razliku u pojavnosti azaspiracida među vrstama. Utvrdili su značajno 

veću pojavnost AZA2 u kapicama (A. purpuratus) uz manji udio AZA1 u odnosu na dagnje 
(M. chilensis), u kojima je dominirao AZA1, ujedno u manjim koncentracijama. U monitoringu 
fikotoksina u razdoblju od 2003. do 2010. god. u Irskoj, azaspiracidi su pronađeni u mnogim 
vrstama školjkaša. Od 14 vrsta obuhvaćenih istraživanjem kumulacija u dagnjama (M. edulis) 
i pacifičkim kamenicama (C. gigas) bila je najveća, a utvrđene koncentracije AZA prelazile su 
NDK (Salas i sur. 2011.).  
U ovom istraživanju YTX je utvrđen u jednom uzorku kamenica, za razliku od kapica u kojima 
je ovaj fikotoksin određen u skoro polovini uzoraka s prosječnom koncentracijom od 140,38 
μgkg-1. Češća kumulacija YTX u kapicama u odnosu na ostale vrste, kao što je utvrđeno u 

ovom istraživanju, u skladu je s rezultatima ranijih istraživanja. Turner i sur. (2015.) su u 
ispitivanju profila LT, među različitim vrstama školjkaša YTX pronašli samo u kapicama Z. 
patagonica i Aequipecten tehuelchus. Dhanji-Rapkova i sur. (2011.) navode dagnje, ali i 
kapice, kao jedine vrste u kojima su detektirani jesotoksini tijekom višegodišnjeg monitoringa 

LT u školjkašima u Velikoj Britaniji. Uočene razlike u kumulaciji YTX u ovim vrstama 
objašnjavaju različitom brzinom depuracije, koja je tri puta veća kod dagnji, kao i mogućim 
različitim mehanizmima ovog procesa. 
Od CI kamenice iz ovog istraživanja su kumulirale GYM i SPX1, dok je u kapicama 
detektiran GYM, te u samo jednom uzorku SPX1. PnTX-G nije detektiran u niti jednoj od tri 
vrste na lokalitetu L9. Statistički značajna razlika utvrđena je u kumulaciji GYM između 

kamenica i kapica (p = 0,041). Više od 90% kamenica kumuliralo je ovaj fikotoksin, za razliku 
od oko 6% kapica, u kojima je prisutan i s manjom prosječnom koncentracijom. Kao i na 
ovom lokalitetu, u kamenicama s lokaliteta L4 GYM je također detektiran u najvećem broju 

uzoraka (Tablica 30). Ovi rezultati u skladu su s istraživanjem autora Jiang i sur. (2017.) koji 
od svih LT navode GYM s najčešćom pojavnošću u portugalskim kamenicama (Crassostrea 
angulata). Češću pojavnost i kumulaciju u većim koncentracijama GYM u kamenicama (C. 
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gigas) u odnosu na dagnje (M. galloprovincialis) navode i Li i sur. (2015.). U istraživanju 

esterifikacije GYM u školjkašima Ji i sur. (2020.) uočili su razliku među vrstama u 
koncentraciji i profilu GYM i njegovih estera. Za razliku od kamenica (Crassostrea spp.) u 
kojima su utvrdili samo prisustvo GYM, u školjkašima Antigona lamellaris, periskama (A. 
Pectinata) i dagnjama (M. galloprovincialis) detektirali su GYM i njegove estere u vrlo 
visokom udjelu (> 90%).  Razlika u  esterifikaciji u različitim vrstama mogla bi biti uzrok češće 
pojavnost i značajne razlike u koncentraciji GYM u kamenicama u odnosu na dagnje i kapice 
utvrđene u ovom istraživanju. Ukoliko dolazi do njegove esterifikacije u dagnjama i 
kapicama, esteri GYM nisu mogli biti detektirani budući da nisu ispitivani tijekom ovog 
istraživanja, a koncentracija GYM posljedično je bila manja.   
Mnogi autori navode dagnje kao vrstu s najvećim potencijalom kumulacije LT, ali i kapice 
(Suzuki i sur., 2001.; Blanco i sur., 2019.; Liu i sur., 2019.; Zheng i sur., 2021.). U ovom 
istraživanju upravo u dagnjama detektiran je najveći broj različitih analoga LT, kao i najveće 

koncentracije nekih od njih. Rezultati ukazuju da postoji razlika u pojavnosti i kumulaciji LT 
među ispitanim vrstama, a specifična je za svaki od analoga. Te razlike proizlaze iz 
različitosti u složenim procesima vezanim uz kumulaciju toksina, kao što su unos toksina, 

probava, biotransformacija, kompartmentalizacija i uklanjanje toksina (Blanco, 2018). 
Najveća stopa filtracije u kamenica manja je od one u dagnjama (Comeau i sur., 2008.; 
McFarland i sur., 2013.), što bi mogao biti jedan od razloga češće pojavnosti OA u dagnjama 
u odnosu na kamenice utvrđene u ovom istraživanju. Efikasnost apsorpcije ovisi i o ukupnoj 
količini unešenih čestica i prisustvu drugih vrsta fitoplanktona (Navarro i Iglesias, 1993; 
Guéguen i sur., 2008). Sidari i sur. (1998.) ukazuju na mogući selektivni unos dinoflagelata u 
suspenziji sa diatomejama, naročito vrsta Dinophysis u dagnjama. Tijekom probave, unešeni 

fitoplankton podložan je djelovanju enzima školjkaša, ali i autolitičkih enzima samog 

fitoplanktona (Blanco, 2018.). Dagnje su otporne na citotoksično djelovanje OA, što je 

vjerovatno povezano s pohranom u lizosomalnom sustavu (Svensson i sur., 2003.), čime je 
moguća njena kumulacija u visokim koncentracijama. Brzina depuracije LT iz školjkaša 

također ovisi o samom toksinu (Blanco, 2018.). Pojedini autori kao jedan od mogućih uzroka 

razlika među vrstama navode i razlike u fiziološkom statusu školjkaša koji se sezonski 
mijenja ovisno o njihovom reproduktivnom ciklusu (Svensson i Förlin, 2004.). 
DA detektirana je u ovom istraživanju u svim vrstama s lokaliteta L9, ali s najčešćom 

pojavnošću i najvećom prosječnom koncentracijom u kapicama. Koncentracija u kapicama 
statistički se značajno razlikuje u odnosu na mješčićnice (p = 0,006) u kojima je detektirana 
približno dvostruko rjeđe u odnosu na broj uzoraka svake od navedenih vrsta i sa značajno 

manjom prosječnom koncentracijom. Udio uzoraka kamenica koje sadržavaju DA je najmanji 
u odnosu na kapice i mješčićnice, no prosječna koncentracija nešto je manja u odnosu na 
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kapice. Kao što je već ranije navedeno, utvrđena je značajna razlika u kumulaciji DA u 
kamenicama i dagnjama s lokaliteta L4 (Tablica 30), gdje je DA detektirana češće i s većom 

prosječnom koncentracijom u kamenicama. Ovi rezulati su u skladu s istraživanjima 

pojavnosti DA u školjkašima različitih vrsta izloženim jednakim okolišnim uvjetima, u kojima 

je također utvrđena razlika u pojavnosti i kumulaciji među vrstama. Ujević i sur. (2019.) 
navode češću pojavnost i veću koncentraciju DA u prugastoj kapici u odnosu na rumenku, 
dok Takata i sur. (2009.) S. squamosus navode kao vrstu u kojoj je kumulacija DA veća u 
odnosu na ostale vrste prikupljene s istog područja (Perna viridis, Anadara antiquata, Chama 
iostoma, Chama lazarus, Atrina vexillum, Placuna sella, Hyotissa hyotis). Kao i u ovom, u 
ranije spomenutom istraživanju Bouchouicha-Smida i sur. (2015.) utvrdili su kumulaciju DA u 
većim koncentracijama u kamenicama  u odnosu na dagnje. Isto navode i autori Picot i sur. 
(2012.) koji su dokazali da je Cerastoderma edule dominantan vektor DA, dok su manju 
koncentraciju odredili u kućicama (Ruditapes spp.), šljancima i škljencima (Ensis spp., Solen 
spp.) te kamenicama (C. gigas), a najmanju u dagnjama (M. edulis). Rourke i sur., (2021.) 
navode najveću i najdužu kumulaciju DA u kapicama (P. magellanicus), značajno manju u 
dagnjama (M. edulis), te gotovo zanemarivu pojavnost u kamenicama (C. virginica). 
Kod pojedinih vrsta, poput dagnji (M. edulis, M. galoprovincialis), koritnica (Mesodesma 
donacium) i češljača (A. purpuratus), depuracija DA je brza, za razliku od vrsta kao što su 

britvasta školjka (Siliqua patula) i velika kapica (P. maximus) kod kojih je depuracija znatno 
sporija (Novaczek i sur., 1992.; Blanco i sur., 2002.a; 2002.b; Trainer i sur., 2004.; Álvarez i 
sur., 2015.; 2020.). Razlika u kumulaciji DA među vrstama pripisuje se različitoj brzini unosa i 

eliminacije (Blanco i sur., 2002.a; 2002.b; Mafra i sur., 2009.; Mafra i sur., 2010.a; Mafra i 
sur., 2010.b; Blanco i sur., 2021.), apsorpciji iz probavne žlijezde (Blanco i sur., 2021.; 
Blanco i sur., 2020.), distribuciji među različitim tkivima (Blanco i sur., 2002.b; Álvarez i sur., 
2015.; 2020.) te okolišnim uvjetima (Blanco i sur., 2006.). Manja pojavnost i manja 
kumulacija u kamenicama u odnosu na kapice prikupljene s istog lokaliteta u ovom 
istraživanju mogla bi se objasniti i manjim unosom DA zbog niskog intenziteta pročišćavanja 

kod kamenica (engl. clearance rate) i sposobnosti selektivnog odbacivanja stanica diatoma 
Pseudo-nitzschia pseudofecesom (Mafra i sur., 2009.). Jedno od mogućih objašnjenja 

značajno manje pojavnosti i kumulacije DA u dagnjama u odnosu na ostale vrste je 
potencijalno prisustvo bakterija koje razgrađuju DA u probavnom sustavu dagnji. Prema 
istraživanju autora Stewart i sur. (1998.), u probavnom sustavu vrsta M. edulis i Mya 
arenaria, u kojima je eliminacija DA brza, pronađene su bakterije koje biodegradiraju DA, dok 

se u vrstama pout kapice P. magellanicus, koja dugo zadržava DA, takve bakterije rijetko 

pronalaze. Također, u kapicama se DA uglavnom kumulira u probavnoj žlijezdi te je 

nedostupna djelovanju tih bakterija. Manja kumulacija DA u kamenicama i mješčićnicama u 
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odnosu na kapice može biti posljedica nedostatka mehanizama selekcije čestica tijekom 

filtracije (Armsworthy i sur., 2001), te smanjenog unosa hrane kada se hrane detritusom 
bogatim anorganskim česticama (Robbins i sur., 1985.). Određena svojstva mikroalgi poput 

biomineralizirane stijenke diatomeja mogu ih zaštititi od toga da budu uhvaćene (Jacobi i 

sur., 2021.), a tome u prilog govori i istraživanje autora Barillé i Cognie (2000.) koji su u 
fecesu i pseudofecesu kamenica (C. gigas) pronašli značajan broj diatomeja koje su 
preživjele ekstracelularnu probavu. Među vrstama postoje razlike u akumulaciji DA i na 
molekularnom nivou. Dugo zadržavanje DA u velikoj kapici (P.maximus) Mauriz i Blanco 
(2010.) objašnjavju nedostatkom membranskog transportera neophodnog da se ovaj 
fikotoksin elimira iz stanica, dok Trainer i Bill (2004.) pretpostavljaju postojanje glutamatnih 
receptora za koje se DA dugotrajno veže i na taj način sprječava intoksikacija britvaste 
školjke (S. Patula). 
Dagnje koje se najčešće koriste u praćenju fikotoksina u školjkašima, prema rezultatima 
ovog istraživanja nisu vrsta u kojoj DA ima najveću pojavnost i kumulaciju. Iako je 
zabilježena kumulacija DA u mješčićnicama u koncentracijama koje mogu predstavljati 
opasnost za potrošače (López-Rivera i sur., 2009.), u ovom istraživanju one su vrsta koja 
kumulira DA u manjoj koncentraciji od kamenica i kapica. Zbog dužeg zadržavnja, kumulacije 

većih koncentracija i češće pojavnosti, kapice se mogu smatrati prikladnijom vrstom za 
monitoring DA u odnosu na dagnje. 
U Hrvatskoj se tijekom godine provodi planirano, kontinuirano praćenje pojavnosti fikotoksina 

u školjkašima, s ciljem zaštite potrošača od njihovog akutnog toksičnog učinka. Prema Planu 
praćenja kakvoće mora i školjkaša na proizvodnim područjima i područjima za ponovno 

polaganje živih školjkaša (Nacionalni plan) kojeg donosi MP (MP, 2023), u izlovnim i 
proizvodnim područjima na kojima se uzgaja više različitih vrsta školjkaša, određena je samo 

jedna referentna vrsta za praćenje pojavnosti fikotoksina, prema kojoj se procjenjuje njihova 
pojavnost u svim ostalim vrstama. Međutim, temeljem rezultata ovog istraživanja razvidno je 

da se pojavnost i kumulacija pojedinih fikotoksina značajno razlikuju među vrstama. Iako se 

dagnje najčešće koriste kao sentinel vrsta, one su prikladne za praćenje pojavnosti PST i 
pojedinih LT, no ne i za DA koja se češće i u većim koncentracijama kumulira u kapicama. 

Kapice su prikladne za praćenje YTX, dok su kamenice prikladna sentinel vrsta za GYM. 

Stoga bi za praćenje pojavnosti fikotoksina, na područjima na kojima se uzgaja ili izlovljava 
više različitih vrsta, bilo prikladno uključiti više njih istovremeno. Osim navedenog, praćenjem 

pojavnosti u više vrsta u slučaju povećanih koncentracija fikotoksina zbog kojih dolazi do 

zatvaranja uzgajališta ili obustave izlova, smanjili bi se ekonomski gubici. Prema trenutno 
važećim propisima, u svim uzgajalištima na području u kojem se utvrdi koncentracija 
fikotoksina veća od NDK u referentnoj vrsti, zabranjuje se izlov svih vrsta školjkaša. 
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Međutim, rezultati ovog istraživanja pokazuju da kada je u dagnjama prikupljenim sa 
lokaliteta L4 utvrđena visoka toksičnost uslijed kumulacije PST, istovremeno prikupljene 

kamenice s istog lokaliteta bile su sigurne za konzumaciju i mogle su se eksploatirati.      

5.6. SEZONSKA POJAVNOST FIKOTOKSINA 
S ciljem eliminacije utjecaja vrste na analizu sezonske pojavnosti fikotoksina, usporedba je 
provedena zasebno za svaku vrstu. Za neke od njih uočena je značajna razlika među 

sezonama. Najveće koncentracije OA u dagnjama zabilježene su u toplijem dijelu godine, u 
proljeće tijekom travnja te početkom ljeta u lipnju, dok su najmanje zabilježene u jesenskim 

mjesecima, u studenom (Tablica 32). U kamenicama je OA kvantificirana u samo dva 
uzorka, u travnju i siječnju (Tablica 33), dok u kapicama i mješčićnicama nije detektirana. 
Jedini uzorak dagnji u kojem je uz OA bio prisutan i PTX2 uzorkovan je u prosincu (Tablica 
32). 
Najveće koncentracije YTX u dagnjama zabilježene su također u toplijim mjesecima, u 

svibnju i srpnju, dok se tijekom jesenskih i zimskih mjeseci prosječna koncentracija 

smanjivala do veljače, kada u niti jednom uzorku nije utvrđen YTX, uz iznimku siječnja u 

kojem je zabilježena veća koncentracija u odnosu na ostale zimske mjesece (Tablica 32). U 
kapicama prosječne sezonske koncentracije nisu se značajno razlikovale, no zabilježena su 

tri pika s najvećim koncentracijama slično kao kod dagnji, u travnju, srpnju i siječnju (Tablica 
34). U kamenicama samo je jedan uzorak u listopadu sadržavao YTX iznad LOQ (Tablica 
33). Pojavnost azaspiracida u odnosu na ostale fikotoksine u ovom istraživanju je rijetka i 
prosječne koncentracije ne razlikuju se značajno među sezonama, no češće su detektirani 
tijekom toplijeg dijela godine (Tablice 32 i 34). 
Prosječne koncentracije GYM u dagnjama bile su najviše u jesenskim mjesecima s  
najvećim vrijednostima u rujnu, a najmanje u zimskim mjesecima, s time da u siječnju i 

veljači nije uopće detektiran (Tablica 32). U kamenicama je GYM prisutan  
tijekom svih mjeseci, a najveće koncentracije zabilježene su u ljetnim mjesecima s 
maksimumom u kolovozu (Tablica 33). U kapicama je ovaj fikotoksin utvrđen u svega tri 
uzorka u kolovozu, veljači i ožujku (Tablica 34). SPX1 u dagnjama u najvećim 

koncentracijama kumulirao se u travnju, dok mu je pojavnost bila najmanja u jesen te u rujnu 
i studenom nije detektiran (Tablica 32). U kamenicama najmanje koncentracije SPX1 
zabilježene su u jesen i tijekom zimskih mjeseci, u proljeće su bile veće, dok su tijekom tri 
ljetna mjeseca koncentracije jako varirale. U kolovozu je kvantificiran samo u jednom uzorku, 
ali u visokoj koncentraciji (Tablica 33). Od srpnja do listopada zabilježene su najveće 

prosječne koncentracije PnTX-G u dagnjama, tijekom zime i proljeća bile su najniže, s time 
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da u siječnju nisu detektirani (Tablica 32). U samo jednom uzorku kamenica PnTX-G je 
utvrđen u listopadu (Tablica 33). 
Za razliku od sezonske pojavnosti PnTX-G u ovom istraživanju, u pojedinim ranijim 
istraživanjima  dagnji (M. edulis) prikupljenim u Kanadi nije uočena sezonska pojavnost ovog 
fikotoksina (McCarron i sur., 2012.), dok pojedina navode najveće koncentracije u različitim 
vrstama školjkaša prikupljenim tijekom dvogodišnjeg istraživanja na području atlantske i 

obale Kantabrijskog mora Španjolske u zimskom periodu (Lamas i sur., 2019.). Ujedno, Hess 
i sur. (2013.) su tijekom četverogodišnjeg istraživanja uočili češću pojavnost PnTX-G u 
dagnjama (M. galloprovincialis) podrijetlom iz mediteranskog dijela Francuske tijekom ljetnih 
mjeseci. Kao i u ovom istraživanju, sličnu sezonsku pojavnost GYM i SPX1 u školjkašima iz 

srednjeg Jadrana navode Ujević i sur. (2019.). Najveće koncentracije GYM i SPX1 u 

prugastoj kapici utvrdili su tijekom toplijeg dijela godine, u rumenkama u travnju, te u slučaju 

GYM još i u studenom. Bacchiocchi i sur. (2020.) utvrdili su kumulaciju SPX u dagnjama iz 
sjevernog dijela srednjeg Jadrana (zapadna obala) u najvećim koncentracijama krajem zime 

i početkom proljeća, dok je prema kraju godine koncentracija padala, uz iznimku jednog 
lokaliteta, gdje je najveća koncentracija utvrđena u kasnu jesen. Najveće koncentracije GYM 

utvrdili su u ljetnim mjesecima. 
U dagnjama u kojima su biopokusom dokazani DSP toksini iz sjevernog i južnog Jadrana, 

GYM je detektiran tijekom ljetne sezone (Arapov i sur., 2015.). U istom istraživanju, u 
sjevernom Jadranu utvrđena je pojavnost YTX i OA u razdoblju od svibnja do rujna, dakle u 
toplijem dijelu godine, kao i u ovom istraživanju. Ninčević Gladan i sur. (2008.) također 

navode pojavnost OA i skupine YTX u toplijim mjesecima, u razdoblju od travnja do 
listopada, a u petogodišnjem istraživanju uočavaju razlike u pojavnosti po godinama. U još 

dva istraživanja utvrdili su pojavnost istih skupina toksina u razdoblju od kolovoza do 
listopada (Ninčević Gladan i sur., 2011.), te od travnja do listopada (Ninčević Gladan i sur., 

2010.). Čustović i sur. (2014.) detektirali su OA u travnju, dok je YTX detektiran prve godine 
istraživanja u razdoblju od veljače do kolovoza, a iduće godine od travnja do prosinca. 
Pojavnost AZA u školjkašima Jadrana, također tijekom toplijeg dijela godine, kao i u ovom 
istraživanju, navode Talić i sur. (2020.) te Bacchiocchi i sur. (2015.), koji uz najveće 

koncentracije u ljetnoj sezoni navode veće koncentracije i tijekom jeseni i zime. 
Sezonska pojavnost DA utvrđena u ovom istraživanju statistički značajno se razlikuje samo 

kod mješčićnica. U jesen su zabilježene najveće koncentracije, dok su najmanje utvrđene u 

ljeto i proljeće (Tablica 35). Slična pojavnost utvrđena je u kapicama (Tablica 34). U 
dagnjama najveće koncentracije bile su utvrđene također u jesen, nešto manje tijekom zime, 
dok u proljeće i ljeto DA nije detektirana (Tablica 32). U kamenicama je najmanja pojavnost 
također zabilježena tijekom ljetnih mjeseci, dok u razdoblju od srpnja do listopada DA uopće 
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nije detektirana (Tablica 33). Rezultati ovog istraživanja razlikuju se od dosadašnjih 

istraživanja školjkaša prikupljenih iz sjevernog Jadrana, u kojima je zabilježena pojavnost DA 

u toplijem dijelu godine. Ljubešić i sur. (2011.) utvrdili su DA u dagnjama u razdoblju od 
travnja do listopada 2005. god., dok su Ujević i sur. (2010.) utvrdili pojavnost DA u 
dagnjama, kamenicama, jakovljevim kapicama i kapicama Flexopecten proteus u razdoblju 
od srpnja do studenog tijekom tri uzastopne godine. Isti autori navode pojavnost ovog 
fikotoksina u dagnjama iz središnjeg Jadrana u hladnijem dijelu godine, s najvećom 

koncentracijom utvrđenom u veljači 2006. god., kada su zabilježene najniže temperature 

mora u osmogodišnjem razdoblju, što ukazuje na to da se cvat Pseudo-nitzschia može 

dogoditi i u hladnijem dijelu godine. Također, utvrdili su ne samo sezonsku, već i različitu 

godišnju pojavnost ovih dijatomeja. U još jednom istraživanju školjkaša iz ovog dijela 

Jadrana, DA je detektirana u razdoblju od travnja do srpnja (Ujević i sur., 2019.). 
Paralitički toksini pojavili su se u dagnjama u dva navrata, u proljeće i zimi, s time da su u 
travnju i siječnju zabilježene koncentracije veće ili vrlo blizu NDK (Tablica 32). Slično, 

pojavnost PST tijekom zimskih mjeseci i ranog proljeća u mješčićnicama (Microcosmus 
vulgaris) iz sjevernog Jadrana zabilježili su autori Roje-Busatto i Ujević (2014.), s najvećim 

koncentracijama u veljači i travnju 2009. god. Također u tom periodu, u dagnjama iz 

sjevernog Jadrana detektirani su PST u visokim koncentracijama (Ujević i sur., 2012.), dok 
Taleb i sur. (2001.) navode sezonsku kontaminaciju pojedinih vrsta školjkaša PST na 

Mediteranu upravo u razdoblju od siječnja do travnja. Braga i sur., (2023.) su tijekom 
monitoringa fikotoksina u Portugalu, uočili iznenadnu, sporadičnu pojavu PST u školjkašima. 
Zabilježena su razdoblja kada uopće nisu bili detektirani, međutim, kada bi se pojavljivali, 
najveće koncentracije i učestalost zabilježene su u jesen i zimi. 
Sezonska pojavnost većine LT ovog istraživanja u skladu je sa dinamikom pojavnosti 
fitoplanktona u Jadranu. U proljeće i početkom ljeta dolazi do njihove proliferacije uslijed 

povećanog sunčevog zračenja, termičke stratifikacije mora i dostupnosti hranjivih tvari, te u 

jesen kao posljedica dotoka većih količina slatke vode bogate hranjivim tvarima, najvećim 

dijelom iz rijeke Po u Italiji (Revelante i sur., 1992.; Bernardi Aubry i sur., 2004.; Bacchiocchi i 
sur., 2015.). Odstupanja pojavnosti pojedinih fikotoksina od ovog trenda Bacchiocchi i sur. 
(2020.) objašnjavaju ekofiziološkim razlikama fitoplanktona koji ih proizvode. Ujević i sur. 

(2010.) navode pojavnost dijatomeja Pseudo-nitzschia tijekom cijele godine u Jadranskom 
moru, s porastom biomase najčešće u rano proljeće i jesen. Ninčević Gladan i sur. (2020.) 
klasificirali su dvije karakteristične populacije Pseudo-nitzschia u sjevernom Jadranu, od 
čega jednu koja se javlja u toplijem i drugu koja se javlja u hladnijem dijelu godine. Moguće 

je da je toksičnost školjkaša zabilježena tijekom zimskih mjeseci posljedica pojačanog 

miješanja i resuspenzije organske tvari iz bentosa, koja predstavlja izvor hranjivih tvari za 
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fitoplankton u zimskom periodu (Roje-Busatto i sur., 2014.). Zbog složenosti biodinamike 

fitoplanktona dolazi do varijacije u njihovoj pojavnosti tijekom različitih vremenskih perioda, 
pa je tako zabilježena i različita toksičnost školjkaša u različitim godinama istraživanja 

(Karlson i sur., 2007.; Ninčević Gladan i sur., 2008.; Blanco i sur., 2019.; Zheng i sur., 2021.; 
Goya i sur.  2022.; Patrício i sur., 2022.). 
Do proliferacije fitoplanktona može doći u bilo koje vrijeme i na bilo kojem lokalitetu ukoliko 

za to postoje uvjeti. Mehanizmi HAB su izuzetno složeni i pod utjecajem meteoroloških, 

fizikalnih, kemijskih i bioloških čimbenika. Uočene su dugoročne promjene u pojavnosti i 

intenzitetu HAB, pri čemu su najznačajniji utjecaj imale eutrofikacija i klimatske promjene 

(Zhang i sur., 2022.). Promjene u vodenim sustavima izazvane klimatskim promjenama, za 
posljedicu imaju intenziviranje cvjetanja algi, između ostalog i toksičnih vrsta, što negativno 
utječe na sigurnost hrane, zdravlje ljudi te na ekonomiju (Gobler i sur., 2020.; Dai i sur., 
2023).  

5.7. UTJECAJ LOKALITETA NA POJAVNOST FIKOTOKSINA 
Ispitivanje utjecaja lokaliteta na profil fikotoksina provedeno je usporedbom profila u 
dagnjama prikupljenim iz uzgajališta smještenih na različitim dijelovima istarskog poluotoka. 

Da se umanji utjecaj vrste na profil, odabrana je samo jedna vrsta koja se uzgaja na najviše 

različitih lokaliteta. Pojavnost fikotoksina u dagnjama sa različith lokaliteta prikazana je u 
Tablicama 19-29. Rezultati ukazuju na različitu pojavnost kvantificiranih fikotokisna. OA, 

YTX i CI prisutni su u uzorcima dagnji prikupljenim sa svih lokaliteta, no među njima uočene 

su razlike u prosječnim koncentracijama (Tablice 22, 26-29), osim u slučaju YTX. Lokalitet 
koji se ističe najvećom raznolikošću detektiranih fikotoksina je L5, sa kojeg su uz lokalitet L4 
prikupljeni uzorci dagnji u kojima su utvrđene najveće prosječne koncentracije GYM, PnTX-
G, GTX1,4 i OA u ovom istraživanju. Oba lokaliteta nalaze se u istom zaljevu smještenom na 
jugu istarskog poluotoka. Za razliku od njih, lokalitet na kojem je učestalost pojavnosti 
fikotoksina u prikupljenim uzorcima bila manja, kao i prosječne koncentracije, je L8, smješten 

na sjevernom dijelu zapadne obale poluotoka (Slika 13). 
Literaturni podaci govore da je dinamika fitoplanktona vrlo kompleksna, a produkcija 
fikotoksina u ovisnosti o nizu okolišnih i antropogenih čimbenika koji su jedinstveni na 
određenom geografskom položaju u vrijeme uzorkovanja (Peteva i sur., 2018.). Također, 
pozicija obitavališta morskih organizama utječe na njihove fiziološke procese poput 

reprodukcijskog ciklusa, koji pak ima utjecaj na fiziološki status organizama, što uz razlike u 

metaboliziranju fikotoksina, okolišne uvjete i produkciju fikotoksina u fitoplanktonima, utječe 
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na njihovu pojavnost i kumulaciju (Li i sur., 2009.a; 2009.b; Raijman Nagar i sur., 2016.; 
Tong i sur., 2018.; He i sur., 2022.). 
Lokalitet L8 iz ovog istraživanja, s utvrđenom najmanjom pojavnošću fikotoksina i njihovim 

najmanjim prosječnim koncentracijama, nalazi se u plitkom zaljevu najveće dubine 19 m i 

pod utjecajem je dotoka svježe vode iz rijeke Dragonje (Ninčević i sur., 2020.). Također, 
lokaliteti L4 i L5 nalaze se u plitkom zaljevu s najvećom dubinom otprilike 8 m i ograničenim 

dotokom svježe vode s kopna. Zbog plitkosti hidrografski parametri su nestabilni i uvelike 
ovise o vremenskim uvjetima (Skejić i sur., 2017.). Osim navedenog, u odnosu na ostala 
područja, u zaljevu u kojem se nalaze lokaliteti L4 i L5  izražen je antropogeni utjecaj, budući 
da se u njemu sidre manja plovila, a i gustoća naseljenosti je veća, naročito u ljetnoj sezoni 

kada poraste i do 469% (HGK, 2018). Budući tijekom ovog istraživanja nisu bilježeni 

hidrografski i meteorološki podaci na lokalitetima sa kojih su uzorci prikupljani, ne može se 

procijeniti njihov utjecaj na različitu pojavnost fikotoksina među njima. Stoga, mogući razlog 

pojavnosti više različitih vrsta fikotoksina i kumulacije nekih od njih u koncentracijama većima 
u odnosu na ostala područja, predstavlja značajan antropogeni utjecaj. 

5.8. PROCJENA IZLOŽENOSTI POTROŠAČA 
Prema podacima Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (ranije Hrvatska agencija za 
hranu), u istraživanju prehrambenih navika koje se odnose na konzumaciju školjkaša tijekom 
2011. i 2012. god. u RH, zabilježeno je 14 konzumacija od strane 13 konzumenata, s 
prosječnom veličinom porcije od 34,40 g, te najvećom porcijom od 87,27 g, što ukazuje na 
rijetku konzumaciju školjkaša u RH (0,65% od ukupnog broja ispitanika istraživanja) (Tablica 
5). Budući izloženost fikotoksinima nastaje kao posljedica povremene konzumacije školjkaša 

i pojavnost fikotoksina u njima je sporadična, nije mogao biti utvrđen TDI (EFSA, 2008.a, 

2008.b, 2009.a, 2009.b, 2009.c, 2009.d). S obzirom na dokazan akutni toksični učinak 

fikotoksina, za razliku od kroničnog o kojem nema dovoljno podataka, za procjenu izloženosti 

značajnija je jednokratna konzumacija velikih porcija. Školjkaši mogu kumulirati fikotoksine u 

velikim koncentracijama, te samo jedan obrok može uzrokovati bolest ili čak smrt. Budući da 
se dostupni toksikološki podaci odnose na akutnu toksičnost, izloženost potrošača u ovom 

istraživanju procijenjena je u odnosu na ARfD.  
U Tablicama 37-42 prikazana je izloženost potrošača koncentracijama fikotoksina utvrđenim 

u školjkašima tijekom 2018. i 2019. god. u slučaju kozumacije različitih veličina porcija - 
prosječne i najveće u RH, te velike od 400 g procijenjene od strane EFSA (2009.e).  
Iz prikazanih rezultata razvidno je da se udio u ARfD i izloženost fikotoksinima u odnosu na 

prosječnu tjelesnu masu potrošača razlikuje među pojedinim skupinama fikotoksina. 
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Procijenjeni unos DA školjkašima izlovljenim tijekom ovog razdoblja značajno je manji od 
ARfD u slučaju konzumacije svih ispitanih veličina porcija (Tablica 37). Udio u ARfD kreće 

se od 0,002% do 13%, dok se izloženost kreće u rasponu od 0,001 do 3,96  μgkg-1 t.m, što je 

otprilike osam puta manje od ARfD, te više od 200 puta manje od LOAEL (Tablica 2). Čak i 

u slučaju konzumacije školjkaša koji sadrže koncentraciju DA jednaku NDK (20 mgkg-1), 
konzumacijom srednje i najveće porcije u RH, izloženost ne prelazi ARfD. Međutim, ukoliko 
se konzumira velika porcija od 400 g, izloženost potrošača prosječne tjelesne mase u RH biti 

će 97,93 μg DA po kg t.m., što je 326% ARfD, ali otprilike devet puta manje od LOAEL 
(Tablica 43). Budući da je procijenjena izloženost manja od LOAEL, potrošači neće biti 

izloženi akutnom toksičnom djelovanju DA. 
Iako je pojavnost PST (2%) rjeđa u odnosu na ostale kvantificirane fikotoksine u ovom 
istraživanju, utvrđena koncentracija u nekoliko uzoraka vrlo je blizu NDK, a u jednom uzorku 
je više nego dvostruko veća. U slučaju konzumacije prosječne porcije, 9% uzoraka u kojima 
su PST kvantificirani sadrži ove fikotoksine u koncentraciji koja bi rezultirala izloženošću 

većom od ARfD. Pri konzumaciji najveće porcije taj udio iznosi 27%, dok pri konzumaciji 
velike porcije od 400 g udio uzoraka koji premašuju ARfD iznosi 45% (Tablica 38). Međutim, 

zbog utvrđene NDK od 800 µg STX diHCl ekv.kg-1, uzorak s najvećom utvrđenom 

koncentracijom od 1829,34 µg STX diHCl ekv.kg-1 ne bi dospio na tržište, no ipak bi 

konzumacija 18 i 36% uzoraka rezultirala izloženošću većom od ARfD u slučaju konzumacije 

najveće porcije u RH, te velike porcije od 400 g. U slučaju koncentracija PST u školjkašima 

jednakih NDK, konzumacijom najveće porcije u RH i velike porcije od 400 g izloženost je 

veća od ARfD, a prilikom konzumacije velike porcije, izloženost prelazi vrijednost LOAEL 

više nego dvostruko (Tablica 43). Također, ukoliko se izuzme uzorak u kojem je utvrđena 

koncentracija PST veća od NDK, konzumacija velike porcije od 400 g 18% uzoraka u kojima 
je tijekom ovog istraživnja utvrđena koncentracija >LOQ rezultirala bi izloženošću većom od 

LOAEL u, što bi u potrošača moglo izazvati akutni štetni učinak. Navedeno ukazuje da rizik 
od štetnog djelovanja akutne izloženosti PST u školjkašima u RH postoji. 
U 10% uzoraka ovog istraživanja kvantificirana je OA. Od tog broja je u 7% utvrđena 

koncentracija veća od NDK koja iznosi 160 μg OA ekv.kg-1. U slučaju najveće veličine porcije 

u RH, izloženost OA bila bi veća od ARfD konzumacijom dva od pet uzoraka u kojima je 
utvrđena koncentracija > NDK, dok bi u slučaju konzumacije iste porcije korigirane zbog 
koncentriranja LT, izloženost bila veća konzumacijom svih uzoraka s koncentracijom > NDK. 
U slučaju konzumacije velike porcije od 400 g konzumacija ukupno 25% uzoraka rezultirala 
bi izloženošću većom od ARfD, a ukoliko se primijeni korekcija iste porcije, taj udio iznosio bi 

55% (Tablica 39). Međutim, ukoliko pretpostavimo da niti jedan uzorak s koncentracijom OA 

> NDK neće biti konzumiran od strane potrošača, do izloženosti veće od ARfD došlo bi pri 
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konzumaciji 17% uzoraka s veličinom porcije 400 g, odnosno 48% uzoraka u slučaju 

korekcije velike porcije. Također, do izloženosti veće od ARfD došlo bi u slučaju konzumacije 

velike porcije od 400 g ukoliko bi koncentracija okadaične skupine bila jednaka NDK, ali i do 
izloženosti veće od LOAEL konzumacijom korigirane, te izloženosti blizu LOAEL 

konzumacijom nekorigirane velike porcije (Tablica 43), te bi se tada mogli očekivati štetni 

akutni učinci ove skupine fikotoksina. Izloženost veća od LOAEL utvrđena je u slučaju 

konzumacije korigirane velike porcije uzoraka u kojima je u ovom istraživanju utvrđena 

koncentracija > NDK. 
Pojavnost PTX u ovom istraživanju vrlo je mala, < 1%, kao i kumulacija u školjkašima. U 
slučaju konzumacije niti jedne od ispitivanih veličina porcija izloženost nije veća od ARfD 

(Tablica 40). Međutim, konzumacijom velike porcije od 400 g i koncentracije PTX jednake 
NDK, te uzimajući u obzir prosječnu tjelesnu masu potrošača u RH, izloženost bi u ovom 

slučaju bila veća od ARfD, no više od 200 puta manja od LOAEL za korigiranu veličinu 

porcije, te vrlo blizu ARfD konzumacijom nekorigirane velike porcije (Tablica 43). 
U odnosu na PTX, u ovom istraživanju utvrđena je nešto veća pojavnost AZA (4%), no u 

koncentracijama značajno manjima od NDK, koja iznosi 160 μg AZA ekv.kg-1. Također ni za 
AZA nije utvrđena izloženost veća od ARfD uslijed konzumacije prosječne i najveće porcije u 

RH, kao ni velike porcije od 400 g (Tablica 41). Međutim, konzumacijom porcije od 400 g i 
korigirane najveće porcije u RH, u slučaju koncentracije AZA jednake NDK, izloženost bi bila 

veća od ARfD (Tablica 43), u slučaju najveće porcije neznatno, dok bi u slučaju konzumacije 
velike porcije bila oko četiri puta veća od ARfD za nekorigiranu te oko šest puta veća za 

korigiranu porciju, no još uvijek manja od LOAEL. Stoga se može zaključiti da potrošači neće 

biti izloženi štetnom akutnom djelovanju AZA i PTX. 
Koncentracije YTX utvrđene u ovom istraživanju, u odnosu na NDK od 3,75 mg YTX ekv.kg-
1vrlo su niske, iako im je pojavnost češća u odnosu na ostale regulirane LT. Konzumacijom 
školjkaša s koncentracijama YTX utvrđenim u ovom istraživanju, neovisno o veličini porcije, 

izloženost nije veća od ARfD (Tablica 42). Jedino bi konzumacijom korigirane velike porcije 
od 400 g školjkaša koji sadrže ovaj fikotoksin u koncentraciji jednakoj NDK, izloženost bila 

nešto veća od ARfD (Tablica 43), no još uvijek oko 300 puta manja od LOAEL, što ukazuje 

na nizak rizik od akutnog štetnog djelovanja YTX. 
Izloženost potrošača fikotoksinima je funkcija količine konzumiranih školjkaša i koncentracija 

u kojima su u njima prisutni (Munday i Reeve, 2013.). S obzirom na prehrambene navike 
potrošača u RH, prosječnu tjelesnu masu, različite veličine konzumirane porcije i utvrđene 

koncentracije fikotoksina u školjkašima tijekom ovog istraživanja, može se smatrati da 

potrošači u RH nisu izloženi riziku od akutne toksičnosti većine fikotoksina obuhvaćenih 
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istraživanjem. Međutim, utvrđen je rizik od štetnog akutnog djelovanja OA kao i skupine PST 
koji su jedni od najopasnijih prirodnih toksina. Rezultati istraživanja također ukazuju da 

konzumacija velike porcije od 400 g u slučaju koncentracija OA i PST jednakih NDK, 
uzimajući u obzir prosječnu tjelesnu masu potrošača u RH, rezultira izloženošću većom od 

ARfD i LOAEL, što znači da utvrđene NDK ne štite potrošače koji konzumiraju velike porcije 
od mogućeg akutnog toksičnog učinka ovih fikotoksina. 
Rezultati ovog istraživanja ukazuju na pojavnost više skupina fikotoksina u školjkašima i 

mješčićnicama, od kojih su se neki kumulirali u koncentracijama koje mogu ugroziti zdravlje 
potrošača uslijed akutnog toksičnog učinka. Također, pojedini fikotoksini poput DA, OA, YTX 
i CI, iako u malim koncentracijama, prisutni su u školjkašima gotovo tijekom svih sezona. Za 
neke od njih se pretpostavlja mogući štetni učinak uslijed kronične izloženosti subletalnim 

dozama. Za skupinu CI nisu utvrđene NDK zbog nedostatka dokaza o akutnoj toksičnosti za 

ljude iako je toksičnost dokazana na pokusnim životinjama. To znači da će potrošači biti 

izloženi CI, bez obzira u kojoj koncentraciji su prisutni u školjkašima. 
Sve navedeno ukazuje da postoji određen rizik za konzumente školjkaša, koji je potrebno 
okarakterizirati temeljem podataka o izloženosti, identifikacije i karakterizacije opasnosti. 
Zbog specifičnosti pojavnosti fikotoksina u školjkašima karakterizacija rizika koju 

predstavljaju je izuzetno složena. Svaka od skupina fikotoksina obuhvaća više analoga, za 

većinu od njih toksični učinak nije u potpunosti poznat, a s vremenom se otkrivaju i novi 
analozi zahvaljujući novim i osjetljivijim analitičkim metodama. Kao što je uočeno tijekom 

ovog istraživanja, često je u školjkašima istovremeno prisutno više toksina različitih skupina, 

što također može utjecati na njihovu toksičnost. Međutim, sinergistički učinci različitih 

fikotoksina, ujedno i fikotoksina s drugim toksičnim tvarima koje mogu biti unesene u ljudski 

organizam, također nisu istražene. Ujedno, pojedini fikotoksini prolaze složene procese 

biotransformacije tijekom metaboliziranja ili termičke obrade i mijenja im se toksičnost. 

Pojavnost fikotoksina mijenja se tijekom sezona poput pojavnosti okadaične skupine, ali i 

tijekom dužeg niza godina. Godine u kojima se pojedini fikotoksini češće pojavljuju izmjenjuju 

se s dužim razdobljima njihove odsutnosti. To se naročito odnosi na PST čija je pojavnost 

nepredvidiva i kod kojih je uočena dekadalna pojavnost, koju pojedini autori povezuju sa 
utjecajem jedanaestogodišnjeg solarnog ciklusa (Vale i sur., 2022.), što je također potrebno 

uzeti u razmatranje prilikom karakterizacije rizika.  
Jedan od načina umanjivanja rizika kojeg fikotoksini predstavljaju je kontinuirani monitoring 
njihovih koncentracija u školjkašima na uzgojnim i izlovnim područjima, uz praćenje 

koncentracija toksičnog fitoplanktona u moru, te zabrana njihova izlova u slučaju 

prekoračenja NDK (Fernandes-Salvador i sur., 2021.). Unatoč tim mjerama u prvih petnaest 

godina 21. stoljeća zabilježeno je na tisuće slučajeva trovanja fikotoksinima diljem svijeta. 
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Najčešća su trovanja ciguatera toksinom i okadaičnom skupinom, dok su najsmrtonosniji 

tetrodotoksin i PST. Na području Europe prevladava trovanje okadaičnom skupinom (Nicolas 
i sur., 2017.). Prema podacima EFSA-e tijekom 2018. i 2019. god. prijavljeno je 266, 
odnosno 214 slučajeva trovanja fikotoksinima, te je uočeno povećanje broja slučajeva u 

odnosu na prethodne godine (EFSA 2019; 2021). Smatra se da je broj slučajeva podcijenjen 

zbog sličnosti simptoma trovanja koje fikotoksini uzrokuju s bakterijskim i virusnim 
infekcijama i alergijama, te nedostatka svjesnosti liječnika o postojanju ovih sindroma 

(Nicolas i sur., 2017.; Carvalho i sur., 2019.), ali i nepoznavanja njihove potencijalne 
opasnosti i simptoma trovanja od strane potrošača (Milin i Jovanović, 2022.) Stoga su 
edukacija i podizanje svjesnosti o problemu koji fikotoksini predstavljaju neophodni među 

zdravstvenim djelatnicima, ali i među potrošačima školjkaša. 
Problem predstavlja i rekreacijsko prikupljanje školjkaša iz područja koja nisu klasificirana za 
uzgoj ili izlov školjkaša u svrhu konzumacije, te svjesno i nesvjesno kršenje zabrana o 

izlovljavanju u slučaju povišenih koncentracija fikotoksina na nekom području (Turnbull i sur., 
2013.). Iako provođenje monitoringa u brojnim zemljama umanjuje rizik od štetnog akutnog 

učinka fikotoksina, ne može ga u potpunosti ukloniti. Čak i na područjima s uspostavljenim 
kontinuiranim monitoringom može doći neopaženo do kumulacije fikotoksina u školjkašima u 

koncentracijama većima od NDK. Razlog je što se ispitivanje koncentracija fikotoksina u 
školjkašima provodi najčešće jednom tjedno, no ponekad dolazi do rapidne kumulacije 
fikotoksina (Fernández i sur., 2019.; Vale, 2020.) u vremenu kraćem od razdoblja između 

dva uzorkovanja, te školjkaši s povišenim koncentracijama ovih toksina time ipak mogu doći 

do potrošača. 
Prema podacima Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (2011-2012) konzumacija 
školjkaša u RH je mala i od svih eksploatiranih vrsta uključuje samo dagnje. Međutim, 

istraživanje je provedeno na malom broju ispitanika, njih 2002, što čini samo 0,05% 
ispitanika u odnosu na ukupni broj stanovnika RH prema popisu stanovništva iz 2011 god. 
(DZS, 2013.), što bi značilo da je samo 0,65% stanovnika konzumiralo školjkaše tijekom 

dvije godine istraživanja prehrambenih navika. Moguće je da je udio potrošača školjkaša veći 
i da nije homogeno raspoređen među županijama. Za pretpostaviti je da će u priobalnim 
područjima gdje su školjkaši dostupniji i gdje se stanovništvo bavi eksploatacijom plodova 

mora i turizmom, i njihova konzumacija biti učestalija. Stoga će u tim područjima potrošači u 
većoj mjeri biti izloženi riziku od toksičnog učinka fikotokisna. 
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Na osnovi rezultata istraživanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeći zaključci: 
1. Validirane su LC-MS/MS metode za određivanje DA i LT te LC/FLD metoda za 

određivanje PST u dagnjama, kamenicama, kapicama i mješčićnicama. Rezultati 
validacijskih studija ukazuju na prikladnost metoda za namjenu, s obzirom da vrijednosti 
validacijskih parametara zadovoljavaju postavljene kriterije prihvatljivosti utvrđene 

zakonodavstvom  
2. Validacijom LC-MS/MS metode za određivanje DA dobivene su niže vrijednosti LOD i 

LOQ od trenutno referentne LC-UV metode, što pruža mogućnost primjene ove metode u 
daljnjim istraživanjima s ciljem čim učinkovitije detekcije i kvantifikacije koncentracija DA 
u tragovima. 

3. Validacija LC-MS/MS metode za određivanje LT uključivala je CI koji nisu obuhvaćeni 

SOP-om Europskog referentnog laboratorija za morske biotoksine i njihovom  
interlaboratorijskom validacijskom studijom (EURLMB, 2015.) te je utvrđena prikladnost 
metode za detekciju i kvantifikaciju cikličkih imina SPX1, GYM i PnTX-G. 

4. Validacijom LC-MS/MS metoda za određivanje DA i LT utvrđen je značajan utjecaj svih 

matriksa na ionizaciju analita u odnosu na otapalo. Za kvantifikaciju DA u dagnjama, 
kamenicama i kapicama moguće je koristiti kalibracijski pravac pripremljen dodavanjem 

standardnih otopina u ekstrakt slijepog matriksa jedne od ovih vrsta školjkaša, dok je za 

mješčićnice potrebno koristiti isključivo njihov ekstrakt. Za kvantifikaciju LT u školjkašima 
iz ovog istraživanja moguće je koristiti kalibracijski pravac pripremljen dodavanjem 

standardnih otopina u ekstrakt slijepog matriksa dagnji. Za kvantifikaciju LT u 
mješčićnicama potrebno je koristiti kalibraciju u matriksu ove vrste.  

5. U svim istraživanim vrstama školjkaša i mješčićnicama utvrđena je prisutnost fikotoksina. 
Utvrđeni su hidrofilni toksini DA i PST (GTX2,3 i GTX1,4), te lipofilni OA, PTX2, AZA1 i 2, 
YTX, SPX1, GYM i PnTX-G. Pojavnost u najvećem broju uzoraka imali su SPX1 i GYM, 
zatim padajućim redosljedom YTX, DA, OA, PnTX-G, AZA2, GTX2,3, GTX1,4, AZA1 i 
PTX2.  

6. Rezultati ukazuju da se utvrđen profil fikotoksina školjkaša hrvatskog dijela sjevernog 

Jadrana razlikuje od većine ranije objavljenih istraživanja, prema kojima su YTX i OA 
najčešći fikotoksini u školjkašima Jadrana. Profil fikotoksina kompleksniji je od 
očekivanog. Navedeni fikotoksini prisutni su u školjkašima i mješčićnicama u 

koncentracijama znatno nižim od legislativom propisanih NDK, osim OA i PST koji su 

kvantificirani u koncentracijama većim od NDK u približno 1% uzoraka. 
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7. Skoro polovina uzoraka u kojima su fikotoksini kvantificirani sadrži kombinaciju dva ili 

više toksina. S obzirom na malobrojna istraživanja o njihovom međudjelovanju odnosno 
sinergističkim učincima, podaci o kombinacijama fikotoksina u različitim vrstama mogu 

poslužiti u planiranju budućih istraživanja ove vrste. 
8. Usporedbom profila fikotoksina među različitim vrstama koje potječu s istog lokaliteta, 

uočene su razlike u pojavnosti i kumulaciji. U odnosu na kamenice, dagnje kumuliraju 

više različitih fikotoksina i prikladna su vrsta za praćenje pojavnosti PST. Kapice su 
prikladna vrsta za praćenje YTX i DA. Kumulacija GYM veća je u kamenicama u odnosu 
na kapice i dagnje, dok je kumulacija PnTX-G značajno veća u dagnjama. U 
mješčićnicama je utvrđena gotovo isključivo DA. Temeljem pojavnosti fikotoksina u jednoj 

vrsti ne može se procijeniti pojavnost u ostalim vrstama koje se uzgajaju na istom 
području. 

9. Utvrđena je sezonska pojavnost fikotoksina, kao i utjecaj lokaliteta na njihovu pojavnost. 
Češća pojavnost i veće koncentracije LT zabilježene su uglavnom tijekom toplijeg dijela 

godine, uz određene razlike među vrstama, dok je u istom razdoblju utvrđena najmanja 

pojavnost DA. PST utvrđeni su u nekoliko navrata u proljeće i zimi, s time da su travnju i 

siječnju zabilježene koncentracije veće ili vrlo blizu NDK. U istraživanjima pojavnosti 

fikotoksina potrebno je sagledati i mogući utjecaj sve izraženijih klimatskih promjena na 
sezonsku pojavnost ovih tvari. 

10. Najveće prosječne koncentracije fikotoksina utvrđene su u školjkašima prikupljenim iz 

uzgajališta na južnom dijelu, dok su najmanje koncentracije utvrđene u školjkašima iz 

sjeverozapadnog dijela istarskog poluotoka, čime je utvrđen i utjecaj lokaliteta na njihovu 

pojavnost. 
11. S obzirom na prehrambene navike potrošača u RH i utvrđene koncentracije fikotoksina u 

školjkašima tijekom ovog istraživanja, potrošači nisu izloženi akutnom toksičnom učinku 

većine fikotoksina obuhvaćenih istraživanjem. Međutim, utvrđena je izloženost štetnom 
akutnom djelovanju OA i PST. Budući za skupinu CI nisu utvrđene NDK, a SPX1 i GYM 

su najčešće detektirani u ispitanim uzorcima, potrošači su izloženi svim prisutnim 
količinama ovih fikotoksina u školjkašima. S obzirom da njihova toksičnost nije dovoljno 
istražena, fikotoksini općenito predstavljaju potencijalnu prijetnju za potrošače.
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Prilog 1 Gradijent eluiranja LC-FLD metode za određivanje PST 
Vrijeme/Min. Udio mobilne faze B/% 

0,0 0 
5,0 5 
9,0 70 
11,0 5 
15,0 0 

 
Prilog 2 Gradijent eluiranja LC-MS/MS metode za određivanje LT 

Vrijeme/Min. Udio mobilne faze B/% 
0,0 30 
0,5 30 
8,0 90 
10,0 90 
10,1 100 
12,1 100 
13,0 30 
15,0 30 

 
Prilog 3 Podaci o prehrambenim navikama koji se odnose na konzumaciju školjkaša 

u RH u 2011. i 2012. godini (HAH, 2011.-2012.) 
Godina 

istraživanja Opis obroka Količina u kuhanom jelua/g t.m./kg 
2012. Dagnje u umaku 87,27 n.p. 
2012. Rižoto od dagnji 32,49 71 
2012. Dagnje u umaku 29,09 94 
2012. Rižoto s plodovima mora 11,06 70 
2012. Rižoto s plodovima mora 15,85 75 
2012. Dagnje s vinom 77,01 89 
2012. Dagnje s vinom 64,17 80 
2012. Rižoto s plodovima mora 12,90 98 
2011. Rižoto s plodovima mora 9,22 100 
2011. Rižoto s plodovima mora 16,59 87 
2011. Rižoto s plodovima mora 3,69 90 
2012. Plodovi mora dinstani 16,61 60 
2012. Rižoto s plodovima mora 18,43 60 
2012. Dagnje u umaku 87,27 88 

n.p. nije primjenjivo; aKoličina termički obrađenih školjkaša odgovara količini sirovih školjkaša, 
očišćenih od ljušture (Bognár, 2002). 
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Prilog 4 TIC uzorka kapica koji sadrži 809,35 µgkg-1 DA (a); slijepog uzorka 
obogaćenog DA u koncentraciji od 800 µgkg-1(b); slijepog uzorka (c); RT DA + epi-
DA = 5,3 min 
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Prilog 5 Kromatogrami nakon peroksidne oksidacije otopine za kalibraciju koja sadrži 

nehidroksilirane PST (GTX2,3, dcGTX2,3, GTX5 400 µgkg-1, STX, dcSTX 500 µgkg-
1, C1,2 1400 µgkg-1) (a i b); slijepog uzorka kamenica (c); uzorka dagnji koji sadrži 

106,40 µgkg-1 GTX2,3 (d) 

 
    



8. Prilozi 

169  

Prilog 6 Kromatogrami nakon perjodatne oksidacije otopine za kalibraciju koja sadrži hidroksilirane PST (GTX1,4, NEO 2 mgkg-1) (a); slijepog uzorka kamenica (b); uzorka 
dagnji koji sadrži 750,34 µgkg-1 GTX1,4 nakon pročišćavanja na C18 kolonicama (c); 1° primarni oksidacijski produkt; 2° sekundarni oksidacijski produkt; 3° tercijarni oksidacijski produkt  
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Prilog 7 TIC uzorka dagnji koji sadrži 347,78 μgkg-1 OA (a); kalibracijskog standarda 
u matriksu sa koncentracijom OA skupine od 600 µgkg-1 (b); slijepog uzorka dagnji 
(c); RT OA = 6,0 min. 
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Prilog 8 TIC kalibracijskog standarda u matriksu sa koncentracijom OA skupine od 
600 µgkg-1, AZA i CI 300 µgkg-1, YTX 1,5 mgkg-1 
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Prilog 9 Proširena mjerna nesigurnost metode za određivanje DA 

Analit Koncentracijska razina/µgkg-1 U/% 
DA 50,0 23,9 

150,0 18,2 
250,0 17,4 
375,0 17,0 
500,0 16,9 
750,0 16,7 

1000,0 16,7   
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Prilog 10 Proširena mjerna nesigurnost metode za određivanje PST  
Analit Koncentracijska razina/µgkg-1 U/% 

STX 120,0 17,2 
150,0 15,5 
180,0 15,4 
210,0 16,6 
240,0 18,0 

dcGTX2,3 120,0 20,6 
150,0 19,8 
180,0 20,6 
210,0 21,8 
240,0 22,8 

dcSTX 120,0 16,1 
150,0 15,4 
180,0 15,5 
210,0 15,9 
240,0 16,4 

GTX2,3 120,0 20,2 
150,0 16,1 
180,0 13,3 
210,0 11,6 
240,0 10,5 

GTX5 120,0 19,6 
150,0 16,1 
180,0 14,2 
210,0 13,4 
240,0 13,2 

C1,2 120,0 35,1 
150,0 32,2 
180,0 30,8 
210,0 29,7 
240,0 29,1 

GTX1,4 120,0 25,4 
150,0 22,8 
180,0 21,2 
210,0 20,2 
240,0 19,6 
370,0 18,7 
500,0 18,4 

NEO 120,0 36,1 
150,0 29,4 
180,0 25,4 
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210,0 22,8 
240,0 21,0  Prilog 11 Proširena mjerna nesigurnost metode za određivanje LT  

Analit Koncentracijska razina/µgkg-1 U/% 
OA 45,0 21,8 

56,5 17,3 
68,0 14,8 
79,0 13,4 
90,0 12,7 

295,0 13,6 
500,0 14,5 

DTX1 45,0 15,1 
56,5 13,6 
68,0 13,2 
79,0 13,0 
90,0 13,2 

DTX2 45,0 14,4 
56,5 13,4 
68,0 13,0 
79,0 13,2 
90,0 13,7 

PTX2 45,0 33,8 
56,5 32,1 
68,0 31,2 
79,0 30,8 
90,0 30,6 

YTX 937,5 18,7 
1406,3 17,0 
1875,0 16,4 
2344,0 16,5 
2813,0 16,6 

Homo YTX 937,5 20,0 
1406,3 18,2 
1875,0 17,5 
2344,0 17,4 
2813,0 17,4 

AZA1 40,0 21,7 
50,0 16,7 
60,0 14,9 
70,0 14,9 
80,0 15,9 
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AZA2 40,0 13,5 
50,0 13,6 
60,0 14,3 
70,0 15,0 
80,0 15,6 

AZA3 40,0 17,7 
50,0 17,2 
60,0 17,7 
70,0 18,6 
80,0 19,5 

SPX1 25,0 27,4 
62,5 15,4 

100,0 14,4 
150,0 14,8 
200,0 15,1 
250,0 15,3 
300,0 15,5 

GYM 25,0 15,8 
62,5 8,8 

100,0 7,4 
150,0 6,8 
200,0 6,5 
250,0 6,4 
300,0 6,3 

PnTX-G 25,0 29,4 
62,5 20,5 

100,0 20,2 
150,0 20,3 
200,0 20,4 
250,0 20,5 
300,0 20,6 

 
 


