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Due to its high nutritional value and health benefits, seafood is an important part of a healthy diet. Due
to their specific way of feeding, bivalve mollusks and ascidians filter large amounts of water and may
accumulate many contaminants in their tissues, such as phycotoxins, thus becoming their vectors in
the food chain. In the framework of this dissertation, LC-MS/MS methods for the determination of
domoic acid traces, lipophilic toxins, including insufficiently studied cyclic imines, and LC-FLD method
for the determination of paralytic shellfish toxins were validated and applied to determine the profile of
these phycotoxins in mussels (n = 416), oysters (n = 104), scallops (n = 52) and ascidians (n = 104).
Phycotoxins were quantified in 6 samples in concentrations higher than the MPL. SPX1 and GYM
were the most frequent, followed by YTX, DA, OA, PnTX-G, AZA2, GTX2,3, GTX1,4, AZA1, and
PTX2, present mostly in low concentrations. Based on the established concentrations and dietary
habits of consumers in Croatia, an exposure assessment of consumers to phycotoxins was done.
Consumers were not exposed to the acute toxic effect of most of the phycotoxins included in this
research, but they were exposed to the acute harmful effect of okadaic acid and paralytic shellfish
toxins. Statisticaly significant seasonality (p < 0,05) and influence of geographical region on the
occurrence of phycotoxins were observed, as well as the interspecies differences in their accumulation
in samples collected from the same region, exposed to the same environmental influence.



Key words: seafood, Adriatic, chromatography, phycotoxins, exposure

Thesis contains: 175 pages
16 figures
43 tables
11 supplements
572 references

Original in: Croatian

Defense committee:

1. Ivana Flanjak, PhD, associate prof. chair person
2. Krunoslav Aladi¢, PhD, assistant prof. member
3. Tanja Bogdanovi¢, PhD member
4. Stela Joki¢, PhD, full prof. stand-in
5. Drago Subarié¢, PhD, full prof. stand-in

Defense date: October 25, 2023.

Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposited in Library of the Faculty of
Food Technology Osijek, University of Osijek; President’s office, University Library in Zagreb and
only in electronic version in University Library in Osijek



Velika hvala cijenjenoj i dragoj mentorici prof. dr. sc. Jelki Pleadin na strpljenju, savjetima,

podrsci i vieri u mene. Velika si pokretaCka snaga i uzor koji su me vodili kroz ovo djelo.

Hvala dr. sc. Tini LeSi¢ i dr. sc. Brigiti Hengl na pomodi pri obradi podataka. Hvala mom

necaku Dariu na pomoci oko tehnickih pitanja.

Zahvaljujem predstojnici Veterinarskog zavoda Rijeka dr. sc. Nataliji DZafi¢ na pruZenoj
prilici da se pridruzim znanstvenoj zajednici, kao i dragim kolegicama iz laboratorija R-3 na

pomoci i ohrabrenju.

Hvala mojim sinovima Gabrielu i Gregoru, mojim andelima, ovaj rad rastao je zajedno s
vama i bio dio i vaseg Zivota. Nadam se da cete jednom spoznati njegovu vrijednost i

oprostiti mi za propustene igre.

Hvala mojoj dragoj majci i dragom bratu na svemu Sto ste Cinili za mene, nemjerljivo je kao i

moja ljubav prema vama.

| hvala tebi dragi tata, znam da bi bio ponosan. Ovaj rad posvecujem tebi i mami, najboljim

roditeljima.



Sadrzaj

TR 0 {0 1
2. TEORIJSKIDIO ......coiiiiieiieeeerreme e e e essme e ess s e s ssssne s ssssme e e e esssme e s sssmne e essameessssmsemnesesansessnsnnessesansessnnns 4
2.1. ZNACAJ PLODOVA MORA U PREHRANI .........cceieretrerereessaeseseseeessssssssssssssssssssassssssssnans 5
b0 | (0 B 10 € 1 6
2.2.1. DOMOICNA KISEIING ...t e e e e e 7
2.2.2. Akutna toksi€nost domoiCne KiSeliNe ...............eeeiiiiiiiiiiiieiiieee e 9
2.2.3. Kroni¢na toksi¢nost domoicne KiSeliNe..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 10
2.2.4. Akumulacija domoicne kiseline u SkoljkaSima ... 11
2.2.5. Toksini koji uzrokuju paralitiCko trovanje (PST) ... 12
2.2.6. AKUINA tOKSIENOSE PST ....ciiiiiiiiiiiiiie e e 15
2.2.7. Kroni€na toKSICNOSt PST ... e 17
2.2.8. Kumulacija PST u SKoljKaSima ... 17
2.2.9. Lipofilni fIKOLOKSINI.....ciiieeeieeeeeeeieee e e e e e e e e e 18
2.2.10. OkadaiCna SKUPING ..........coouuiiiiiiii e 19
2.2.11. PeKIENOLOKSINI ....ceeeiieiiiiee e 22
W 1 1= o] (o] <1 1 T SR 24
WA R T . 1= o = V1 o | P 26
2.2.14. CIKICKI TN ¢ttt e e e e et e e e e e e e e e e aae 28
2.2.15. SPIFONAI. ...t e e e 29
P2 L T €110 g Voo 10 e o R 30
2.2 7. PINAIOKSINI c.eeeeiiiiiiee e e e e e a e 31
2.2.18. Toksi¢no djelovanje CiKIiCKih imina............ccccciiii 32
2.3. METODE ODREDIVANJA FIKOTOKSINA ... snnr s s s s ssmms e s s s e s 34
2.4, PROCUJENA IZLOZENOST . ..ccceteereeeereeeessssesssesesesesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssenes 35
3. EKSPERIMENTALNI DIO........ciiiiiiiiecsemeeesssesssssssmsses s ssssssssmnn e s ss e essasssnmsssnssasssssmssnnsss sesnsssssnnnes 39
B T R4 N B NN - . 40
3.2. MATERIJAL IMETODE........o ot sms s s s s s e 41
3.2.1  UZOKCl e 41
3.2.2. Geografsko podrucje i lokaliteti izlova plodova mora...........cccccvviiiiiiiieiiiieeeee, 44
3.2.3. Reagensi i analitiCki standardi ... 46
3.2.4. Laboratorijska oprema i analitiCki instrumenti...............cccc 47
3.2.5. Priprema uzoraka za ekstrakCiju ... 47
3.2.6. Metoda za odredivanje domoicne Kiseline ..., 48
3.2.7. Metoda za odredivanje paralitiCkin toksina..............ccccooiiiiii 52
3.2.8. Metoda za odredivanije lipofilnih toksina............ccccoiiii 56
3.2.9. Procjena izIoZenosti potroSaca ..........cooovvviiiiiiii 60



3.2.10. StatistiCka obrada podataka.............cooovviiiiiiiiii 61

S 4 U | IR 17 N I 62
4.1. VALIDACIJA METODA ZA ODREDIVANJE DA, PSTILT.....coiiiireeereeere e e e e 63
4.1.1. SPECITIENOST ..ot e e e 63
4.1.2. UeCa) MatriKSA .. .o i ettt e e e e e e e e e e e e r e s 63
4.1.3. Linearnost kalibracijSkog pravea ..............ueeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 65
4.1.4. Granica detekcije i granica KvantifikacCije..............oeviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 65
4.1.5. Ponovljivost i unutarlaboratorijska obnovljivost ..............ccciieiee 68
4.1.6. MJErna NESIQUINOSE ......ooiiiiiiii i e 72
4.2. ANALIZA PRIKUPLJENIH UZORAKA .......iiiicirrrreereressmresss s e s e sne e ssssms e sss s sme e nessnneennns 72
4.3. PROCJENA IZLOZENOSTI POTROSACA ...ttt sseseseenssssesssssssssessssssssesssssssaes 82
LT £ N o L Y 86
5.1.  VALIDACIJA METODA .......oooiicciierircieressmrresssssmeessssms e s sssme e ssssms anesssssmsessssnsessnsneesesans aneesssan 87
5.2. PROFIL FIKOTOKSINA U SKOLJKASIMA I MJESCICNICAMA..........cccooreeiemerrrereneseenenns 92
5.3. POJAVNOST | KUMULACIJA FIKOTOKSINA .......cccooieirererrrsrersssessaressssmressssmsesssssnssss nssns 92
5.4. SUPOJAVNOST FIKOTOKSINA ... ciiiriiiismnrssmer s ssssssssmese s s s sssmes smmnn e s e s snsssanmnnsessas 102
5.5. RAZLIKA U PROFILU FIKOTOKSINA MEDU VRSTAMA.........cccoomrrmrrrrrmrerassesmrerensnnenenns 103
5.6. SEZONSKA POJAVNOST FIKOTOKSINA .......cooocciirriiircmernnr e s s sssme e ssssssms s smneneees 110
5.7. UTJECAJ LOKALITETA NA POJAVNOST FIKOTOKSINA ... e 113
5.8. PROCJENA IZLOZENOSTIPOTROSACA.......c.oontreresereesrirenssessesesseseasssessssssssssesssssssssases 114
L7 L I 1T o o PSSP 119
A T = 3 ) Y 122

L= o 1 74 165



ACh
ACN
AMPA
ANOVA
AOAC

CAC
CDC

Cefas

Cl
CONTAM

CRM
CTX
Ccv

DA
dcNEO
dcSTX
DNA
DNS-CI

Popis oznaka, kratica i simbola

acetilkolin

acetonitril

alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionska kiselina
analiza varijance (engl. Analysis of Variance)

udruzenje sluzbenih analitiCkin kemicara (engl. Association of Official
Analytical Chemists)

akutna referentna doza (engl. Acute Reference Dose)

amnezijsko trovanje Skoljkasima (engl. Amnesic Shellfish Poisoning)
azaspiracid

azaspiracidno trovanje Skoljkasima (engl. Azaspracide Shellfish Poisoning)
nagib kalibracijskog pravca

brevetoksin

koncentracija

N-sulfokarbamoil goniautoksin

Komisija Codex Alimentarius

Centar za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease Control and
Prevention)

Centar za znanost o okoliSu, ribarstvu i akvakulturi (engl. Centre for
Environment, Fisheries & Aquaculture Science)

cikli¢ki imin

Panel za kontaminante u lancu ishrane (engl. Panel on Contaminants in the
FoodChain)

certificirani referentni materijal

ciguatoksin

koeficijent varijacije (engl. Coefficient of Variation)

domoi¢na kiselina (engl. Domoic Acid)

dekarbamoil neosaksitoksin

dekarbamoil saksitoksin

deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

danzil klorid



DNS-DA
DSP
DTX

DZS
EFSA
ekv.
ELISA
ESI
EURLMB

FAO

FDMT
FLD
FSAI
GTX
GYM
HAB
HAPIH

hERG
HPLC

HRMS

ICHA

i.p.
ISSHA

KA
LC-MS/MS

derivat danzil klorida i domoicne kiseline

trovanje Skoljkasima koje uzrokuje proljev (engl. Diarrheic Shellfish Poisoning)
dinofizistoksin

Drzavni zavod za statistiku

Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority)
ekvivalent

enzimski imunosorbentni test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
ionizacija elektrorasprsenjem (engl. Electrospray lonization)

Europski referentni laboratorij za morske biotoksine (engl. European Union
Reference Laboratory for Monitoring of Marine Biotoxins)

Organizacija za hranu i poljoprivredu (engl. Food and Agriculture
Organization)

liofilizirano tkivo dagniji (engl. Freeze-dried Mussel Tissue)
fluorescencijski detektor (engl. Fluorescence Detector)

Irska uprava za sigurnost hrane (engl. Food Safety Authority of Ireland)
goniautoksin

gimnodimin

Stetno cvjetanje algi (engl. Harmful Algal Bloom)

Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu (ranije Hrvatska agencija za hranu -
HAH)

kalijev naponsko ovisan kanal (engl. the human Ether-a-go-go Related Gene)

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid
Chromatography)

spektrometrija masa visoke razluCivosti (engl. High-resolution mass
spectrometry)

Medunarodna konferencija o Stetnim algama (engl. International Conference
on Harmful Algae)

intraperitonealna aplikacija

Medunarodno udruZenje za proucavanje Stetnih algi (engl. International
Society for the Study of Harmful Algae)

kainska kiselina (engl. Kainic Acid)

tekucinska kromatografija sa tandemskom spektrometrijom masa (engl.
Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry)



LFIA
LOAEL

LOD
LOQ
LT

m/z
mAChR
Max.
ME
MeOH
Min.
MM

MP
MRM

nAChR
NADPH
NDK
NEO
NMDA
NOAEL
n.p.

OA
OPCW

PICES

PLTX
PnTX

imunotest lateralnog protoka (engl. Lateral Flow Immunoassay)

najniza doza kod koje je uoCen Stetni ucinak (engl. Lowest Observed Adverse
Effect Level)

granica detekcije (engl. Limit of Detection)

granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantification)
lipofilni toksini

C-11 hidroksil metabolit paralitiCkih toksina
molarna masa

omjer mase i naboja

muskarinski acetilkolinski receptor

maksimum

utjecaj matriksa (engl. Matrix Effect)

metanol

minimum

modifikator matriksa (engl. Matrix Modifier)
Ministarstvo poljoprivrede

pracenje viSestrukih reakcija (engl. Multiple Reaction Monitoring)
broj uzoraka

nikotinski acetilkolinski receptor

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

najveca dopustena koliina

neosaksitoksin

N—metil-D—aspartat

najveca doza koja ne uzrokuje Stetni u€inak (No-Observed-Effect Level)
nije primjenjivo

okadai¢na kiselina (engl. Okadaic Acid)

Organizacija za zabranu kemijskog oruzja (engl. Organisation for the
Prohibition of Chemical Weapons)

Sjevernopacificka organizacija za znanost mora (engl. The North Pacific
Marine Science Organization)

palitoksin

pinatoksin



PP
PSP
PST
PTFE
PTX
PTX2SA
PUFA
QqQ

R2

RC

RH

RT

S/N

SD
SPE
SPX
SSE
STX
STXdiHCI
SZS
TIC

TDI
TEF
t.m.

U
UDPGT
UHPLC

UNESCO

protein fosfataza

paraliticko trovanje Skoljkasima (engl. Paralytic Shellfish Poisoning)
paralitiCki toksini (Paralytic Shellfish Toxins)

politetrafluoretilen

pektenotoksin

pektenotoksin-2-seko kiselina

viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated Fatty Acids)

trostruki kvadrupol analizator masa (engl. Triple Quadrupole Mass
Spectrometer)

funkcionalna skupina

koeficijent determinacije (engl. Coefficient of Determination)
IskoriStenje (engl. Recovery)

Republika Hrvatska

vrijeme zadrzavanja analita (engl. Retention Time)

omijer signala i Suma (engl. Signal/Noise)

standardna devijacija

ekstrakcija na &vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction)

spirolid

supresija/pojacanje signala (engl. Signal suppression/enhancement)
saksitoksin

saksitoksin dihidroklorid

sredisnji ziv€ani sustav

kromatogram ukupnih iona (engl. Total lon Chromatogram)
prihvatljiv dnevni unos (engl. Tolerable Daily Intake)

faktor ekvivalentne toksi¢nosti (engl. Toxicity equivalency factor)
tjelesna masa

proSirena mjerna nesigurnost

glukuronozil transferaza

tekuéinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra High-
Performance Liquid Chromatography)

Organizacija Ujedinjenih naroda za obrazovanje, znanost i kulturu (engl.
United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization)



UV/IVIS ultraljubiCasto/vidljivo (engl. Ultraviolet/Visible)
YTX jesotoksin

ZO0l zapadna obala Istre



1.UVOD



1. Uvod

Plodovi mora Cine vazan dio uravnotezene prehrane zbog brojnih pozitivnih ucinaka na
zdravlje. Karakterizira ih veliki udio lako probavljivih bjelancevina, te niski udio kolesterola i
masti. Znacajan su izvor polinezasi¢enih masnih kiselina te mnogih drugih mikronutrijenata,
poput vitamina i minerala (Dong, 2009.; Oehlenschlager, 2012.). Zbog velike nutritivne
vrijednosti i svjesnosti potroSaca o njihovoj dobrobiti za zdravlje, sve je veca potraznja za
poznatim vrstama, poput Skoljkasa, ali i manje poznatim jestivim vrstama, kao Sto su
mjesCicnice (razred plastenjaka). MjesCicnice odlikuje veliki udio bjelanCevina i mala
kalorijska vrijednost, narocCito Microcosmus vrste, a bogati su vitaminima, mineralima i jodom
(Meenakshi, 2012.; Lambert i sur., 2016.). Zbog specificnog nacina hranidbe (filtracije velikih
koli€¢ina vode), ukoliko SkoljkaSi i mjescCi¢nice 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

Zivotinja koji se njima hrane (Costa i sur., 2017.).

Fikotoksine naj¢eS¢e proizvode dinoflagelati roda Alexandrium, Gymnodinium i Dinophysis,
te dijatomeje roda Pseudo-nitzchia. Ukoliko uslijed okolisnih i klimatskih uvjeta dode do
njihove proliferacije i nakupljanja, mogu imati Stetan ucinak na okoli$ i zdravlje ljudi. Vrsta i
intenzitet simptoma akutne intoksikacije fikotoksinima ovisi o vrsti i koli€¢ini uneSenog toksina
te osjetljivosti organizma (Visciano i sur., 2016.). Simptomi su Cesto sli¢ni onima koje
uzrokuju mikrobiolo$ki kontaminanti i ne prepoznaju se kao intoksikacije fikotoksinima, §to uz
neobvezno prijavijivanje epidemioloskim sluzbama doprinosi podcjenjivanju broja
intoksikacija (O"Mahony, 2018.).

Fikotoksini su termostabilne molekule koje se prema sindromima koje uzrokuju dijele u
nekoliko skupina. Domoi¢na kiselina i njeni analozi hidrofilni su neurotoksini, uzrokuju
sindrom Ciji glavni simptom je gubitak kratkoro¢nog pamcenja, po ¢emu je ovo trovanje i
dobilo naziv — engl. Amnesic shellfish poisoning (ASP) (Farabegoli i sur., 2018.). Trovanje
Skoljkasima koje uzrokuje paralizu (PSP) uzrokuje skupina hidrofilnih neurotoksina, koju Cine
saksitoksin (STX) i njegovi analozi. STX je jedan od najpotentnijih poznatih neproteinskih
toksina (Thottumkara i sur., 2014.). Simptomi trovanja mogu biti blagi, ali u tezim slu¢ajevima
mogu uzrokovati smrt (Wiese i sur., 2010.). Skupinu koja uzrokuje probavne smetnje - engl.
Diarrheic shellfish poisoning (DSP), €ine lipofilni spojevi - okadai¢na kiselina i njeni derivati
dinofizistoksini, te njihovi esterificirani oblici. Jo§ su se dvije skupine polieterskih spojeva
ranije svrstavale u DSP skupinu: pektenotoksini (PTX) i jesotoksini (YTX) zbog Ceste
supojavnosti, zajedniCke ekstrakcije u lipofilnoj frakciji uzoraka i istovremenom odredivanju
bioloskim pokusom, medutim, danas je poznato da imaju razli€ite bioloSke ucinke (Reguera i
Pizzaro, 2008.), te nisu zabiljezeni podaci o akutnom toksicnom djelovanju na ljude

(Farabegoli i sur., 2018.). Azaspiracidno trovanje Skoljkasima (AZP) po simptomima nalikuje
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na DSP, a uzrokuju ga azaspiracidi (AZA) koje saCinjava oko 30 analoga. Mehanizam
djelovanja je jo$ uvijek nepoznat, medutim, dokazana je kardiotoksic¢nost i citotoksi¢nost
(Farabegoli i sur., 2018.). Cikli¢ki imini (Cl) su skupina biotoksina za koju je karakteristi¢no
da sadrze imino skupinu. Otkriveni su medu posljednjima te jo§ nema podataka o njihovim
negativnim ucincima na zdravlje ljudi i za njih jo§ uvijek nije utvrdena najve¢a dopustena
kolicina (NDK). Medutim, poznato je da predstavljaju brzo djeluju¢e neurotoksine koji
izazivaju smrt pokusnih Zivotinja vrlo brzo nakon intraperitonealne (i.p.) aplikacije lipofilnog
ekstrakta (EFSA, 2010.). Uslijed globalnih klimatskih promjena i antropogenog utjecaja,
uCestalost i rasprostranjenost Stetnog cvjetanja algi se mijenja (Van Dolah, 2000.; Farabegoli
i sur., 2018.), Sto za posljedicu ima vecu pojavnost i veéi broj vrsta fikotoksina u morskim
organizmima, ¢ak i u podrucjima u kojima do sada nisu bili prisutni (Bates i sur., 2018.; Braga
i sur., 2023.). Profil fikotoksina ovisi o vrsti prisutnog fitoplanktona, vrsti Skoljkasa i
specificnostima lokaliteta, a podloZan je promjenama uslijed razli€ite raspolozZivosti hranjivih
tvari tijekom godisSnjih doba, klimatskih i antropogenih utjecaja (Bacchiocchi i sur., 2015.;

Bazzoni i sur., 2016.).

Akumulacija fikotoksina u plodovima mora predstavlja rizik za potroSace, te je stoga
ispitivanje njihove pojavnosti i kumulacije u ovim organizmima, kao i ispitivanje izlozenosti
potroSaca, neophodno za karakterizaciju rizika koji predstavljaju. U tu svrhu potrebno je
primjenjivati pouzdane, precizne i suvremene analititke metode sa S$to niZzim granicama
detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ), te ukljuciti u istrazivanje Sto veci broj analoga. Takoder
su vazna istrazivanja supojavnosti fikotoksina zbog njihovog moguceg sinergistiCkog ili
aditivnog ucinka u organizmu, ispitivanje utjecaja lokaliteta i godiSnjih doba na pojavnost, te

utvrdivanje razlika u pojavnosti medu razli€itim vrstama.

S obzirom na malobrojna istrazivanja pojavnosti hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina (LT) u
Skoljkasima i mjesci¢nicama podrijetlom iz hrvatskog dijela sjevernog Jadrana, kao jednog
od znacajnih uzgojnih podruéja u RH, ujedno tijekom duzeg vremenskog razdoblja koje
obuhvaéa sva godiSnja doba, kao i na &injenicu da do sada nema objavljenih podataka o
procjeni izloZzenosti potroSaca fikotoksinima u RH, ovo istraZivanje predstavlja znacajan
znanstveni doprinos na podrucju sigurnosti hrane i zastite potroSaca. Rijetka su istrazivanja
profila fikotoksina SkoljkaSa s ovog podrucdja ukljucivala posljednje otkrivene Cl te ¢e stoga
ovo istrazivanje dati uvid u njihovu geografsku rasprostranjenost, kao i mogucnosti
kumulacije u razli¢itim vrstama. Takoder, malobrojna su istrazZivanja u kojima se usporeduje
profil fikotoksina medu razliitim vrstama koje potjeu s istog podruja u prirodnom
okruzenju, za razliku od laboratorijskih istrazivanja koja ne mogu oponasati slozene prirodne

uvjete, utjeCuéi pritom znacajno na pojavnost i kumulaciju fikotoksina u SkoljkaSima.
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2.1. ZNACAJ PLODOVA MORA U PREHRANI

Riba i plodovi mora poput rakova, glavonozaca, Skoljkasa, bodljikasa, plastenjaka i drugih
jestivih morskih organizama, osim §to su ukusna delicija, Cine vazan dio uravnotezene
prehrane zbog brojnih pozitivnih u€inaka na zdravlje. Karakterizira ih veliki udio bjelan¢evina
sa esencijalnim aminokiselinama koje su lako probavljive zbog malo vezivnog tkiva i mali
udio masti sa povoljnim sastavom masnih kiselina. Zna€ajan su izvor viSestruko nezasicenih
masnih kiselina (PUFA), narocito vrste koje imaju veci udio masti. Siromasni su kolesterolom
i sadrZe 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 Zzeljeza (Dong, 2009.; Oehlenschlager,
2012.). Osim §to 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 sadrze na tisuce razli€itih
bioaktivnih komponenti i sekundarnih metabolita koje iskazuju antibiotsko, antiviralno,
antiparazitsko, protuupalno, antifibroticno i antikancerogeno djelovanje, te se Kkoriste u
proizvodnji funkcionalne hrane i dodataka prehrani. Jedan su od znacajnijih izvora hrane koja
moze doprinijeti lijecenju razli¢itih bolesti (Grienke, 2014.; Suleria, 2015.). Zbog velike
nutritivne vrijednosti plodova mora i svjesnosti potoSaca o njihovoj dobrobiti za zdravlje, sve
je veca potraznja za dobro poznatim vrstama poput Skoljkasa, ali i manje poznatim jestivim
vrstama kao $to su mjeSc€icnice (razred plastenjaka). MjeScicnice su pridneni beskraljeznjaci
Siroko rasprostranjeni u Mediteranu, a koriste se kao hrana jo§ od anticCkog doba (Vafidis i
sur., 2008.). Odlikuje ih veliki udio bjelanCevina i mala kalorijska vrijednost, narocito
Microcosmus vrste, bogati su vitaminima, mineralima i jodom (Lambert i sur., 2016.;
Meenakshi 2012.). Poput Skoljkasa, konzumiraju se sirovi ili minimalno procesuirani, bez

aditiva, Sto takoder doprinosi velikoj nutritivnoj vrijednosti ovih vrsta.

Osim navedenih hranjivih vrijednosti, vazan je i ekonomski aspekt uzgoja i izlova morskih
plodova u priobalnim podrugjima, kao lako dostupnog i jeftinog izvora hrane, te
upotpunjavanja turistiCke ponude proizvodima marikulture tradicionalnim za to podrudje.
Zbog povoljnih geomorfoloskih i meteoroloskin uvjeta na Jadranu (Sarusié, 2000.),
marikultura je jedna od vaZznijh gospodarskih grana u Hrvatskoj, a dagnje (Mytilus
galloprovincialis Lamarck, 1819) i kamenice (Ostrea edulis Linnaeus, 1758) najvise uzgajane
vrste SkoljkaSa (Mati¢-Skoko i sur. 2017.). S obzirom na veliki broj uzgajaliSta u Republici
Hrvatskoj, Skoljkasi su namirnica dostupna potro$ac¢ima. Ukoliko se uzgajaju u Cistom moru,
te izlovljavaju i stavljaju na trziSte u skladu sa dobrom proizvodackom praksom, pozeljni su

kao dio uravnotezene prehrane.
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2.2. FIKOTOKSINI

Dvoljusturni Skoljkasi i mjes€i¢nice zbog specifitcnog nacina hranidbe mogu biti uzrocnici
bolesti koje se prenose hranom. Filtriraju¢i velike koli€ine 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 toksi¢ne vrste mikroalgi
(Oliveira i sur., 2011.; Costa i sur., 2017.; O’Mahony, 2018.). Na taj nacin postaju njihov
vektor u prehrambenom lancu i mogu izazvati intoksikacije u ljudi i zivotinja koji se njima
hrane (Costa i sur., 2017.). Postoje dokazi da kroni¢no izlaganje Skoljkasa subletalnim
koncentracijama toksi¢nih vrsta fitoplanktona moZe imati negativni utjecaj na njihovo
razmnozavanje, rast i brzinu procesa eliminacije fikotoksina, no u ovim organizmima
fikotoksini ne izazivaju vidljive promjene na temelju kojih bi potrodac¢i mogli posumnjati u

njihovu zdravstvenu ispravnost (Brown i sur., 2020.).

Vedina algi prisutnih u morskoj i slatkoj vodi neophodne su u odrZzavanju Zivota u vodenim
ekosistemima jer Cine temelj prehrambenog lanca, proizvode kisik i sudjeluju u regulaciji
atmosferskog ugljicnog dioksida (Glibert i sur., 2018.). Od ukupnog broja poznatih vrsta
mikroalgi potencijalno je toksicno oko njih 140 (Zingone i sur., 2021.). Fikotoksini su
sekudarni metaboliti mikroalgi koji imaju ulogu obrambenog mehanizma od suparnickih vrsta
i predatorskih organizama (Pradhan i sur., 2022.). Ukoliko zbog okolisnih i klimatskih uvjeta
dode do proliferacije toksi¢nih mikroalgi i njihovog nakupljanja (tzv. Stetno cvjetanje algi —
HAB, engl. Harmful algal blooms), fikotoksini mogu imati Stetan ucinak na okoli$ i zdravlje
ljudi, te izazvati ekonomsku Stetu u sektoru ribarstva, akvakulture i obalnog turizma (Van
Dolah, 2000.; Nicolas i sur., 2017.; Diaz i sur., 2019.; Anderson i sur., 2021.), a pojedine
vrste iskazuju snazno toksi¢no djelovanje €ak i kada su prisutne u manjim koncentracijama
(Glibert i sur., 2018.). Stetno cvjetanje algi prirodna je pojava zabilieZzena i u povijesnim
zapisima. Jedan od prvih koji govori o trovanju ljudi fikotoksinima uslijed konzumacije
Skoljkasa datira iz 1793. god., a nagada se da je pojava ,krvave“ rijeke u Egiptu opisana u
Bibliji bila posliedica $tetnog cvjetanja algi (Hallegraeff, 1993.). Stetno cvjetanje algi je
nepredvidiva globalna pojava na koju utjeCu prirodni Cimbenici, poput klimatskih i
hidrografskih uvjeta (promjene meteoroloSkih uvjeta, temperature, prozirnosti, turbulencije i
saliniteta vode, te koncentracije nutrijenata), ali i antropogeni ¢imbenici, poput prijenosa
mikroalgi s jednog podru€ja na drugo putem balastnih voda plovila (Smayda, 2007.),
povecéanja populacije, industrijalizacije i poljoprivrede u priobalnom podrucju (Ferreira i sur.,
2011.).

S obzirom na Stetno djelovanje, mikroalge se mogu podijeliti u tri skupine. Netoksi¢ne vrste

koje promjenom boje, pojavom pjene i smanjivanjem udjela otopljenog kisika u vodi uzrokuju
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povecanje mortaliteta riba i negativno utjeCu na rekreacijsku vrijednost u priobalnim
podrucjima, vrste koje uzrokuju fizitka oStecenja i toksi¢nost u riba, ali ne i ljudi, te vrste koje
proizvode toksine koji u ljudi i zivotinja mogu uzrokovati razliCite sindrome uslijed
konzumacije plodova mora koji ih sadrze (Diaz i sur., 2019.), a neki od njih su medu
najsnaznijim poznatim toksinima (Glibert i sur., 2018.). Pored akutne toksi¢nosti, pojedini
fikotoksini ve¢ u malim koncentraciiama pokazuju mutageno i toksi¢no 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 naj¢edc¢e proizvode dinoflagelati roda Alexandrium, Gymnodinium, Dinophysis,
Protoperidinium, Protoceratium, Karenia, Gambierdiscus, Ostreopsis te dijatomeje roda
Pseudo-nitzchia (Ciminiello i sur.,, 2009.). Fikotoksini su termostabilne, uglavhom
neproteinske molekule, malih do vrlo velikih molekulskih masa, raspona od otprilike 300 do
3500 Da. Cine ih razli¢ite kemijske komponente, poput alkaloida, ciklikih peptida, polietera,
imina, te heterociklickih 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 viSe
skupina: azaspiracidi (AZA), okadaicna kiselina (OA) i dinofizistoksini (DTX), pektenotoksini
(PTX), jesotoksini (YTX), ciklicki imini (Cl), domoi¢na kiselina (DA), paraliti¢ki toksini (PST) i
brevetoksini (BTX) (Ciminiello i sur., 2009.; Farabegoli i sur., 2018.). Za razliku od prethodno
navedenih, ciguatoksini (CTX) i palitoksini (PITX) su skupina fikotoksina &iji vektor nisu
organizmi koji se hrane filtracijom, ve¢ najces¢e ribe i rakovi (Ciminiello i sur., 2009.; Tubaro i
sur., 2011.; Farabegoli i sur., 2018.), te stoga nisu uklju€eni u ovo istrazivanje, kao ni BTXs,
Cija je pojavnost ogranicena uglavnom na podrucje Floride, Meksickog zaljeva i Novog
Zelanda (Amazil i sur., 2021.).

2.2.1. Domoicna kiselina

Domoicna kiselina izolirana je prvi put 1958. god. iz crvene alge Chondria armata (Takemoto
i Daigo, 1958.), koja se u Japanu tradicionalno koristila za lijeCenje liSajeva i kao insekticid
(Higa i Kuniyoshi, 2000.; La Barre i sur., 2014.). ProuzroCila je amnezijsko trovanje
Skoljkasima (ASP) nakon konzumacije dagnji 1987. god. u kanadskoj pokrajini Prince

Edward Island, od kojeg je umrlo Cetvero, a oboljelo vise od stotinu ljudi (Tasker, 2021.).

Domoi¢na kiselina je hidrofilna aminokiselina (Tasker, 2021.). Njenu strukturu ¢ine 2,3,4
trisupstituirani pirolidinski prsten sa imino skupinom, tri karboksilne skupine zahvaljujuéi
kojima molekula ima veliki ionizacijski potencijal i topivost, te elektronski bogata konjugirana
dvostruka veza koja je kljucna za njenu bioloSku aktivnost. Do sada je otkriveno i opisano
osam izomera (izodomoic¢na kiselina A — H), C5 epimer (epi-domoi¢na kiselina) (Slika 1) i

dva laktona (La Barre i sur., 2014.). Domoi¢na kiselina je umjereno termostabilna molekula
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te se ne unisStava kuhanjem, vec¢ prelazi u C5 epimer koji je jednako toksi¢an, dok izlaganjem
UV zragenju dolazi do fotodegradacije u manje toksi¢ne izomere i dekarboksilirane derivate
(Quilliam, 2003.a; Bouillon i sur., 2008.).

CH, CH,
/ % " CooH —/
H < B CcH "
I \ 3— l-' '|I
I COOH K : WCO0O0H
in N NcooH H S oo
3 | |
LB i
Dompoigna kiselina epi-domoiéna kiselina

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

Domoicnu kiselinu i ve¢inu njenih izomera proizvode crvene alge (Rhodophyta). 1zolirani 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.). Znacajan izvor takoder ¢ine
dijatomeje - alge kremenjasice. To su jednostani¢ne, eukariotske alge za koje je svojstveno
da im je ljuSturica koja se sastoji iz dva dijela (valve) izgradena od silicijevog dioksida.
Sadrze pigmente i ve€ina vrsta je fotosintetska, te osim $to su vazan dio hranidbenog lanca,
znacajnu ulogu imaju u kruZenju ugljika u prirodi. Razmnozavaju 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 podrucja, no najbrojnije su u hladnim
do umjerenim morima (Jones, 2013.). Vecina vrsta je planktonska (Tan i sur., 2016.), nalaze
se u bentosu, mulju, te pricvrS¢ene za razliCite supstrate u priobalju (Jones, 2013.). DA
proizvode dijatomeje roda Pseudo-nitzschia od kojih je najmanje 26 vrsta toksi¢no (Bates i
sur., 2018.), ali i Nitzschia vrste (Kotaki i sur., 2000.; Tan i sur., 2016.). Prethodno
spomenuto, prvo zabiljezeno trovanje DA prouzroCila je toksi¢na vrsta Pseudo-nitzschia
multiseries (Bates i sur., 1989.). Na pojavnost DA utjeCu razli€iti bioticki i okoliSni ¢imbenici,
od kojih su znacajniji stadij razvojnog ciklusa dijatomeja (Fehling i sur., 2004.; Trainer i sur.,
2009.), temperatura i salinitet vode (Bates, 1998.; Zhu i sur., 2017.), izloZenost sunéevom
zraCenju (Bates 1998., Pan i sur., 1998.; Thorel i sur., 2014.), prisustvo odredenih bakterija
(Kodama i sur. 2006.; Kobayashi i sur., 2009.) te sadrzaj nutrijenata (Anderson i sur., 2008.;
Lelong i sur., 2012.).
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2.2.2. Akutna toksicnost domoicne kiseline

Domoi¢na kiselina pripada skupini kainoida - neuroloSki aktivnih neproteinogenih
aminokiselina Ciji predstavnik je neurotoksin kainska kiselina (KA). Obje su analozi
glutaminske kiseline, vaznog ekscitatornog neurotransmitera u srediSnjem ziv€anom sustavu
sisavaca. Zbog strukturne sliCnosti vezu se na slicne vrste receptora u mozgu - glutamatne
receptore (Tasker, 2016.). 1zomeri DA pokazuju znacajno manju toksi¢nost od same DA i
njenog epimera, no Sawant i sur. (2008.) su u istrazivanju potencijala izomera na glodavcima
ustanovili da DA Iso-A ima priblizno jednak potencijal kada se ubrizga direktno u

hipokampus.

Pretpostavka je da je neurotoksi¢ni u€inak DA posljedica djelovanja na ionotropne AMPA
(alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionska kiselina) i kainatne receptore, te u
ve¢im dozama indirektno na NMDA (N-metil-D—aspartat) receptore (Costa i sur., 2014.).
Posljedica djelovanja DA na navedene glutamatne receptore je oslobadanje endogenog
glutamata, koji uzrokuje povecanje koncentracije intracelularnog Ca?* u neuronima, $to
dovodi do njihovog oStecenja i neurotoksiénosti (Pulido, 2008.). Degeneracija neurona
izazvana djelovanjem DA ovisi o dozi (Giordano i sur., 2007.), a osim na neurone, DA utjeCe

i na funkciju drugih vrsta stanica u SZS (Ross i sur., 2000.).

Buduc¢i se u mozgu i hipokampusu nalazi velik broj glutamatnih receptora, neurotoksi¢no
djelovanje DA odituje se izazivanjem neuroloskih napada i kognitivnom disfunkcijom (Pulido,
2008.). lzaziva oStecenja odredenih regija hipokampusa i talamusa koje se dovode u vezu s
pamcenjem, 8to za posljedicu ima gubitak kratkoroénog pamcenja, karakteristiCan simptom
po kojem je trovanje DA dobilo ime Amnesic shellfish poisoning (ASP). Osim za SZS, DA je
toksi€na i za periferni Ziv€ani sustav, a uz neurolodke javljaju se i simptomi od strane
probavnog sustava. Uz gubitak paméenja, trovanje DA izaziva simptome poput glavobolje,
konvulzija, dezorijentiranosti, zbunjenosti, promjena u ponaSanju, mucnine, povracanja,
gr€eva u probavnom sustavu, proljeva, gastrointestinalnog krvarenja, aritmije, nestabilnosti
krvnog tlaka i oSte¢enja oka (Todd, 1993.). U tezim slu€ajevima trovanja javljaju se

konvulzije i koma, a mogu¢ je i smrtni ishod (Perl i sur., 1990.).

Temeljem podataka prikupljenih nakon trovanja viSe od stotinu ljudi DA 1987. god. u Kanadi,
utvrdeno je da vrsta i tezina simptoma ovise o koli¢ini uneSenog fikotoksina te o osjetljivosti
organizma. Vecina oboljelih bili su stariji muskarci s postojec¢im komorbiditetima. Osobe koje
su konzumacijom Skoljkasa unijele vecu koli¢inu DA imale su teze simptome. Proljev u
mladih osoba i gubitak pamc¢enja kod starijih osoba su simptomi povezani s dobi oboljelih.
Od najtezih bolesnika vecina ih je bila starija od 65 godina s kroni¢nim bolestima poput

hipertenzije, Secerne bolesti i kroni€ne bubreZne bolesti. Pretpostavlja se da osim doze, dobi
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i osjetljivosti organizma na apsorpciju, izlu€ivanje i prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru do
receptora, na toksi¢ni ucinak utjee i vrsta hrane konzumirane zajedno sa kontaminiranim
Skoljkasima (Todd, 1993.). Utvrdeno je da je integritet krvno-mozdane barijere i
funkcionalnost bubrega smanjena u vrlo mladih i vrlo starih Zzivotinjskih organizama, $to
moze objasniti veci broj sluajeva u starijih ljudi, ujedno s tezim simptomima (Kerr i sur.,
2002.).

Istrazivanja toksi¢nosti DA na necCovjekolikim primatima i glodavcima pokazala su sli¢ne
patohistoloske ucinke i u€inke na ponasanje neovisno o putu ulaska u organizam. U ljudi se
unos DA odvija isklju€ivo oralnim putem (Costa i sur., 2014.). Apsorpcija iz probavnog trakta
je slaba, a bioraspolozivost 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 fizioloSkom 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 najCeS¢e iz tijela izluCuje nepromijenjena.
Apsorbirana DA vrlo brzo se uklanja iz seruma bubreznim klirensom, prvenstveno
glomerularnom filtracijom (Costa i sur., 2014.), $to objasnjava zasto su osobe sa smanjenom
bubreznom funkcijom osjetljiviie na njeno toksi¢no djelovanje. Krvno-mozdana barijera slabo
je propusna za DA, ali u pojedinim strukturama SZS kao $to je area postrema u produljenoj
mozdini, ta barijera nedostaje, te je ulazak puno laksi. Buduci se area postrema povezuje s
kontrolom refleksa povraéanja, povracanje kao jedan od ¢eScih simptoma trovanja DA moze
se objasniti osteéenjem ovog dijela SZS. Domoiéna kiselina moze izazvati osteéenje fetusa
buduéi prolazi placentarnu barijeru. Istrazivanjem na Stakorima pronadena je u mozgu fetusa
i amnionskoj tekucini (Maucher-Fuquay i sur., 2012.). Posebno zabrinjavaju¢e je da je
eliminacija iz fetalne plazme dvostruko sporija nego iz majCine, te da dolazi do recirkulacije
izmedu fetusa i amnionske tekucine (Maucher-Fuquay i sur., 2012.b; Shum i sur., 2020.).

Takoder, DA se izlu€uje majcinim mlijekom.

2.2.3.Kronic¢na toksicnost domoicne kiseline

Domoicna kiselina osim u ljudi, izaziva trovanje i u drugih Zivotinjskih vrsta poput morskih
ptica i morskih lavova, ukoliko se hrane sitnom ribom ili drugim morskim organizmima Kkoji
sadrze DA. Osjetljivost na toksi¢no djelovanje DA razli¢ito je medu vrstama. Ljudi su
osjetljiviji od glodavaca na toksi¢ni uCinak DA uneSene oralnim putem, dok se procjenjuje
priblizno jednaka osjetljivost u odnosu na morske lavove. Stoga oni predstavljaju prikladnu
vrstu za ispitivanje toksi¢nog ucinka ovog fikotoksina u ljudi. Zbog slabe apsorpcije i brze
eliminacije DA se ne kumulira u organizmu, no ipak postoji zabrinutost zbog kumulativhe

toksicnosti uslijed duzeg izlaganja niskim koncentracijama (Costa i sur., 2014.). Upravo su
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istrazivanja na morskim lavovima, uginulih od posljedica dugotrajnog izlaganja DA, vrlo
vazna za procjenu rizika i mogucéeg kroni¢nog toksi¢nog ucinka u ljudi. Istrazivanje klini¢kog
ucinka subletalne kroni¢ne izlozenosti morskih lavova DA u prirodnom okruzenju rezultiralo
je pojavom simptoma poput neuroloSkih napada, letargije, gubitka apetita, trzanja misiéa,
blefarospazma te promjenama u pona$anju (Goldstein i sur., 2008.). Od histoloskih promjena
uoCavaju se lezije u hipokampusu i parahipokampalnom girusu te atrofija. Navedene
promjene Se$ée se primjeéuju u mladih jedinki, $to govori u prilog tome da je nezreli SZS
osjetljiviji na toksi¢ni u€inak DA. Grattan i sur. (2018.) u istrazivanju ponaSanja nativnih
amerikanaca koji tradicionalno ucestalo konzumiraju britvaste Skoljke, ustanovili su
povezanost problema u svakodnevnoj memoriji i Cestog konzumiranja Skoljkasa koji su
sadrzavali nisku koncentraciju DA, dok Levin i sur. (2010.) u istrazivanju provedenom na
morskim lavovima i morskim vidrama ukazuju na moguce imunomodulatorsko djelovanje DA,

subletalnim dozama.

2.2.4.Akumulacija domoic¢ne kiseline u skoljkasima

Dvoljusturni Skoljkasi i mjesc€icnice 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.). Naj¢es¢i proucavani
vektori su Skoljkasi poput dagniji, britvastih Skoljaka, ¢eslja¢a, 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
mjeSc&i¢nica (Lopez-Rivera i sur., 2009.; Kvrgi¢ i sur., 2022.). Najvec¢im dijelom kumulira se u
probavnoj Zlijezdi Skoljkasa, u kojima ne izaziva akutne toksi¢ne ucinke kao u sisavaca, za
Sto joS uvijek ne postoji znanstveno objasnjenje. Pretpostavlja se da bi razlog mogla biti
razlika u strukturi kainatnih receptora na koje se DA veze, u odnosu na one u sisavaca ili to
Sto se u Skoljkasima DA ne apsorbira iz probanog trakta (Doucette i Tasker, 2008.). Razlog
bi mogao biti i nepostojanje transportnih proteina za DA buduci da je ona zbog tri karboksilne
skupine cviter ion, te ne moze slobodno proc¢i kroz stani€nu membranu (Mauriz i Blanco,
2010.). lako se €ini da DA nije toksi¢na za SkoljkaSe, ipak iskazuje odredene Stetne ucinke u
dagnjama, CeSljatama i kamenicama, poput oSte¢enja DNA (Dizer i sur., 2001.), disfunkcije
mitohondrija, oksidativhog stresa (Ventoso i sur., 2019.), promjena u hemolimfi, acidoze,
hipoksije, zatvaranja ljusture (Jones i sur.,, 1995.a), promjena hemocita (Jones i sur.,
1995.b), negativhog ucinka na razvoj larvi (Liu i sur., 2007.) i odraslih jedinki, te na njihovo

prezivljavanje (Liu i sur., 2008.).
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Medu vrstama SkoljkaSa koji kumuliraju DA postoje razlike u pojavnosti i koncentraciji ovog
fikotoksina u njihovom tkivu, ¢ak i kada rastu na istom podrudju i izlozene su istim okoliSnim
uvjetima (Takata i sur., 2009.; Picot i sur., 2012.; Bouchouicha-Smida i sur., 2015.; Ujevi¢ i
sur., 2019.), §to se moze objasniti razliCitom apsorpcijom i brzinom depuracije DA (Blanco i
sur., 2021.). Pojedine vrste Skoljkasa, poput dagnji (Novaczek i sur., 1992.; Blanco i sur.,
2002.), koritnica (Alvarez i sur., 2015.) i &esljada (Alvarez i sur., 2020.) eliminiraju DA brzo iz
svog tkiva, dok se u drugim vrstama dugo zadrzava i sporo eliminira iz tkiva, kao npr. u

velikim kapicama (Blanco i sur., 2002.) i britvastim Skoljkama (Trainer i Bill, 2004.).

Rasprostranjenost toksi¢nih Pseudo-nitzschia vrsta u morima je globalna. Nakon prve
izolacije iz crvenih algi u Japanu 1958. (Takemoto i Daigo, 1958.). i prvog zabiljeZzenog
trovanja ljudi s DA u Kanadi 1987. god. (Tasker, 2021.) te uvodenja monitoringa, DA je
detektirana u S$koljkasima izlovljenim u mnogim svjetskim morima. Pronadena je u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (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.), Skotskoj (Hess i sur., 2001.),
Portugalu i Francuskoj (Vale i sur., 2001.), Spanjolskoj (Blanco i sur., 2021.b), na Mediteranu
(Amazil 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., takoder u sjevernom Jadranu (Ljubesi¢ i sur., 2011.), zatim 2006. god. u srednjem
Jadranu, te 2007. i 2008. god. ponovno u sjevernom dijelu (Ujevi¢ i sur., 2010.). Od tada se u
Jadranskom moru pojavljivala sporadi¢no, u koncentracijama znacajno manjim od najvece

dopustene koli€ine (Pistocchi i sur., 2012.; Ujevic i sur., 2019.; Kvrgi¢ i sur., 2022.).

2.2.5. Toksini koji uzrokuju paralitiCko trovanje (PST)

PST su skupina globalno rasprostranjenih hidrofilnih, potentnih neurotoksina koji uslijed
konzumacije plodova mora koji ih sadrze uzrokuju paraliticko trovanje - PSP (engl. Paralytic
shellfish poisoning) riba, ptica, sisavaca i ljudi, koje je Cesto i smrtonosno (Halstead i
Schantz, 1984.). Prvi identificirani PST otkriven je u Skoljkadu Saxidomus giganteus 1957.
god. (Schantz i sur., 1957.) prema kojoj je dobio ime saksitoksin (STX), a cijela skupina PST
u poSlosti 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 oruzja (OPCW) (Wang, 2008.). Ve¢ je doza od
otprilike 1 mg unesena oralno smrtonosna za ljude (Wiese i sur., 2010.). Tijekom stoljeca, u
medicinskoj literaturi postoje pisani tragovi o njegovom toksi¢nom ucinku. Prvo trovanje PST

zabiliezeno je 1798. god. nakon konzumacije Skoljkasa na podrucju kanadske obale
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Britanske kolumbije, a iz tog doba postoje i zapisi o sezonskoj toksi¢nosti Skoljkasa u
priobalnom podruc¢ju Aljaske (Thottumkara i sur., 2014.). U posljednjih nekoliko desetlje¢a
PST prosirili se se na mnoga nova podrucja, a veliki problem predstavlja €injenica da se
trovanja ovim fikotoksinom pojavljuju sporadi¢no 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 jednostani¢ni protisti koji imaju
znacajnu ekoloSku ulogu u slatkovodnim i morskim staniStima. Poznato je oko 2000 vrsta od
kojih se veéina nalazi u morima (Orr i sur., 2013.). PST proizvodi otprilike desetak toksicnih
Alexandrium vrsta, najée3c¢e 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) utjeCu geografski polozaj i okolidni uvjeti (Anderson i sur., 1994.).
Pojavnost ove skupine fikotoksina zabiljeZena je u mnogim vrstama morskih organizama ¢ak
i u slucaju odsutnosti dinoflagelata, $to uz podatak o njihovoj Sirokoj rasprostranjenosti
ukazuje na moguce postojanje i drugih proizvodaca PST, poput pojedinih vrsta bakterija koje

su prisutne u morima (Sakamoto i sur., 1992.).

Saksitoksin je alkaloid koji u svojoj molekuli sadrzi tetrahidropurinski prsten (Raposo i sur.,
2020.). Poznato je najmanje 58 strukturno sli¢nih spojeva koji pripadaju skupini PST, od kojih
je vise od 30 analoga STX (Wiese i sur., 2010.; Wu i sur., 2019.). Svim PST zajednicki je
tetrahidropurinski prsten sa supstituentima R1-R4 na C6, C11 i N1 polozaju (Raposo i sur.,
2020.) (Slika 2).

Slika 2 Opc¢a 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 koiji pri visokoj temperaturi i u kiselom mediju (pH < 4) podlijezu
hidrolizi i prelaze u odgovarajuée analoge iz skupine karbamata (Van Egmond i sur., 2004.).
Promjene pH i temperature mogu potaknuti interkonverziju medu analozima, Sto za
posliedicu moze imati povecanje ili smanjenje toksi¢nosti (Leal i Cristiano, 2022.a). U
organizmu, PST se apsorbiraju u razli€itim organima razliCitim intenzitetom, no najviSe u
probavnim organima, nakon ¢ega slijedi distribucija u ostale organe i tkiva (Andres i sur.,
2019.; Garcia i sur., 2004.). Nakon apsorpcije, PST su podloZni reakcijama biokonverzije
koje se razlikuju medu 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 toksic¢nosti, moguée je nastajanje novih analoga PST uslijed biokonverzije,

koji ne mogu nastati u organizmima koji ih inae proizvode (Raposo i sur., 2020.).

Apsorpcija, biokonverzija i eliminacija PST u pojedinim vrstama ovise o0 mnogim
¢imbenicima, od kojih su najznacajniji specificnost metabolizma vrste i molekularna struktura
toksina. Poznato je viSe od Cetrdeset razli€itin reakcija biokonverzije od kojih se najveci broj
odvija u SkoljkaSima, manje u dinoflagelatima koji ih proizvode, te u ljudi (Leal i Cristiano,
2022.a). NajceS¢e 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.; Garcia i sur., 2010.; Li i sur., 2012.a; Bricelj i sur., 2014.; Quilliam i sur., 2017.;
Leal i Cristiano, 2022.a). Vecina 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 (Garcia i sur., 2009.; Garcia i sur., 2010.), glutationom
kao reducensom (Sakamoto i sur., 2000.), ali i enzimatskom aktivnhoS¢u koja potjece od

pojedinih vrsta bakterija (Smith i sur., 2001.; Donovan i sur., 2008.).

S obzirom na supstitucijsku skupinu R4, dijele se u vide podskupina koje se razlikuju po
toksi¢nosti (navedeni prema padajucoj vrijednosti) (Tablica 1): karbamoil, dekarbamoil i N-
sulfokarbamoil toksine (EFSA, 2009.b). Takoder su identificirani i opisani analozi s
hidrobenzoatom, sulfatiranim benzoatom i acetatom kao R4 supstitucijskom skupinom, no
njihova pojavnost je rieda, a toksi¢nost je utvrdena samo za neke od njih (Raposo i sur.,
2020.). Medu 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 polozaju (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 toksicnost PST

Toksi¢no djelovanje STX i njegovih analoga oc€ituje se u reverzibilnoj opstrukciji naponsko
reguliranih natrijevih kanala na membrani neurona (Choudhary i sur., 2002.). Opstrukcija
kanala sprjeCava ulazak Na* iona u stanicu i Sirenje akcijskog potencijala kroz membrane
stanica Ziv€anog sustava i miSicnih stanica, Sto dovodi do neuro-muskularne paralize
(Duran-Riveroll i Cembella, 2017.; Leal i Cristiano, 2022.a). lako je opisana interakcija STX i
sa Ca?" i K* naponsko reguliranim kanalima, najznacajnija 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 razli€it toksi¢ni potencijal analoga, sama kvantifikacija pojedinih analoga nije
dovoljna da bi se utvrdila sukladnost analiziranih Skoljkasa sa zakonodavstvom propisanim
najvecim dopustenim koli€inama. Potrebno je znati relativhu toksi¢nost analoga u odnosu na
referentni toksin skupine, tzv. faktor ekvivalentne toksi¢nosti (TEF, engl. Toxicity Equivalency
Factor), koji je definiran kao omjer toksiénosti komponente neke kemijske skupine s istim
na¢inom djelovanja, u odnosu na referentni toksin iste skupine (Botana i sur., 2010.). U
Tablici 1 prikazani su PST ukljuéeni u ovo istraZivanje, s pripadajuéim supstitucijskim
skupinama i utvrdenim faktorom ekvivalentne toksi¢nosti (TEF). Trenutno referentne,
vrijednosti TEF navedene u Tablici 1, predloZzene od strane CONTAM (engl. Contaminants
in the Food Chain) panela (EFSA, 2009.b), temelje se uglavhom na podacima o akutnoj
toksi¢nosti dobivenim biopokusom na miSevima nakon intraperitonealne aplikacije. Medutim,
buduci da je prirodni put intoksikacije kod ljudi oralni put, potrebno je u procjeni toksiénosti
uzeti u obzir podatke o toksi¢nosti 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, uklju€uje prvenstveno podatke
prikupljene u slu€ajevima trovanja ljudi, ali i in vitro podatke (FAO i WHO, 2016.), ¢ime su

odredene objektivnije vrijednosti.

Tablica 1 PST s karakteristi¢nim supstitucijskim skupinama i faktorom ekvivalentne
toksi¢nosti (modificirano iz Raposo i sur., 2020.)

Toksin R1 R2 R3 R4 TEF
STX H H H -OCONH: 1,0
NEO OH H H (karbamoil) 1,0
GTX1 OH H -0SO5 1,0
GTX2 H -0SOs H 0,4
GTX3 H H -0SO3 0,6
GTX4 OH -0SOs H 0,7
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O
AN
1 K‘CHQ
dcSTX H H H -OH 1,0
dcGTX2 H -OS0Os H 0,2
dcGTX3 H H -OSOs HD..H 0,4
CHs
(dekarbamoil)
C1 (GTX8) H -OS0Os H -OCONHSO3 0,1
C2 (epiGTX8) H H -OSOs
GTX5 (B1) H H H jL 0,1
O4SHN o
M““c;Hy
(N-sulfokarbamoil)

Toksini iz skupine PST uzrokuju paraliticko trovanje Skoljkasima — PSP (Paralytic shellfish
poisoning). Vrsta i tezina simptoma ovisi o koli€ini uneSenog toksina, a simptomi se javljaju u
kratkom vremenu od intoksikacije, najéeS¢e unutar 30 minuta. U blagim slu¢ajevima trovanja
simptomi zapocinju parestezijom u podrucju usne Supljine, koja se moze Siriti prema vratu i
rukama, te prema nogama i stopalima. Javljaju se glavobolja, muénina i povracanje. U
slu¢aju teze intoksikacije parestezija prelazi u obamrlost, $to dovodi do otezanog izvodenja
voljnih pokreta, opce slabosti, osje¢aja lebdenja, tahikardije, poteSkoc¢a u disanju i govoru. U
najtezim slu€ajevima dolazi do miSicne paralize i gusSenja, a smrt nastupa zbog gusenja
uslijed respiratorne paralize i kolapsa sr¢anoZilnog sustava, najCeSc¢e unutar dvanaest sati
(Prakash i sur., 1971.). Antidota nema, lijeCenje je simptomatsko, te se potiCe Sto brza
eliminacija toksina davanjem tekucine, a u tezim slu€ajevima pruza se respiratorna potpora.

Ukoliko oboljeli prezivi osamnaest sati, mogu¢ 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 Zrtava detektirani su u organima probavnog
sustava, bubrezima, srcu, plu¢ima, StitnjaCi, nadbubreznoj Zlijezdi, mozgu i cerebrospinalnoj
tekuc¢ini (Garcia i sur., 2004.). Kao §to je ranije navedeno, u organizmu PST prolaze
biotransformaciju u razli¢itim tkivima, a pretpostavlja se da ona zapoc€inje ve¢ u crijevima.
Izlu€uju se iz tijela najve¢im dijelom mokrac¢om (Llewellyn i sur., 2002.), ali i stolicom (Garcia
i sur., 2004.). Biokonverzija je takoder znaCajna za detoksifikaciju. Npr. glukuronidacijom
toksina nastaju hidrofilni glukuronidi koji se mogu, u odnosu na njihovu slobodnu formu,

lakSe izluciti iz organizma (Garcia i sur., 2009.). Koli¢ina PST koja je toksi¢na ili smrtonosna
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za ljude individualno je vrlo razli¢ita i ovisi o osjetljivosti organizma (FAO, 2004.), a djeca su

osjetljivija od odraslih (Rodrigue i sur., 1990.).

2.2.7. Kroni¢na toksicnost PST

Nema mnogo istrazivanja kroni¢ne toksi¢nosti PST, naroc€ito u ljudi (Vilarifio i sur., 2018.).
lako objavljena istraZivanja ne ukazuju na postojanje ozbiljnijih posljedica izlaganja sisavaca
subletalnim dozama (Zepeda i sur., 2014.), uoCene su odredene promjene koje ti toksini
uzrokuju, poput umanjene ucinkovitosti mehanizama obrane od oksidativhog stresa (Hong i
sur., 2003.; Ramos i sur., 2014.), oSte¢enja DNA koja upuéuju na apoptozu (da Silva i sur.,
2011.), promjena enzima ukljuéenih u metaboliziranje toksina (Hong i sur., 2003.) te Stetnih
promjena ponasanja (Diehl i sur., 2016.). U istrazivanju provedenom na ribama, Costa i sur.
(2012.) uodili su moguéu genotoksiénost PST. lako navedena istrazivanja ukazuju na
potencijalnu kroniénu toksi¢nost, moguce je i da prethodna izlozenost ovim fikotoksinima
umanjuje osjetljivost na njihovo akutno toksi¢no djelovanje tijekom kasnije izloZzenosti
(Prakash i sur., 1971.; EFSA, 2009.b).

2.2.8. Kumulacija PST u skoljkasima

Bioakumulacija PST u Skoljkasima i drugim morskim organizmima uzrok je nekoliko tisu¢a
slu¢ajeva PSP godiSnje, naroCito u siromasnim priobalnim podrucjima (Benjamin i Suarez,
2016.). Najces¢i vektori su dvoljusturni Skoljkasi, no detektirani su i u drugim morskim
organizmima, kao $to su plastenjaci (Roje-Busato i Ujevi¢, 2014.; Ben-Gigirey i sur., 2020.),
bodljikasi (Silva i sur., 2018.), rakovi (Llewellyn i sur., 2002.), puzevi (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 Skoljkasi i puzevi naj¢eSce kontaminirani (Oyaneder Terrazas i sur., 2017.). Unos i
brzina depuracije ovih fikotoksina razlikuju se medu vrstama. U nekim vrstama PST
zadrzavaju se danima (npr. Mytilus vrste), dok su u nekima prisutni mjesecima (npr.
Placopecten magellanicus i Spondylus squamosus), a primijeéena je i razlika u brzini
depuracije medu analozima ove skupine u istoj vrsti Skoljkasa (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 takoder ovisi o vrsti, no
opcenito kod 3koljkada najveéi udio nalazi se u probavnim organima (Oyaneder Terrazas i
sur., 2017.).

lako PST izazivaju odredene Stetne uCinke u Skoljkasa (Hégaret i sur., 2012.; Astuya i sur.,
2015.; Castrec i sur., 2020.), ti u€inci su znacajno maniji u odnosu na toksi¢no djelovanje koje
izazivaju u sisavaca. Jedan od mogucih razloga je nalaz da se neuromuskularni impulsi u

Skoljkasa provode najveéim dijelom putem naponsko ovisnih Ca?* kanala, za koje se PST
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vezu manjim afinitetom u odnosu na Na* kanale (Kao, 1993.; Leal i Cristiano, 2022.a). Drugi
moguci razlog je mutacija reziduuma aminokiselina u strukturi Na* ionskih kanala pojedinih
vrsta Skoljkasa, §to umanjuje mogucnost vezivanja PST na receptore (Bricelj i sur., 2005.).
Medu vrstama Skoljkasa postoje velike razlike u osjetljivosti prema PST. Vrste koje nisu
osjetljive na njihov toksi¢ni u¢inak mogu u kratkom vremenskom razdoblju kumulirati vrlo
visoke koncentracije toksina. UoCena je i genetska adaptacija pojedinih vrsta na PST kao
posliedica opetovane izloZzenosti. Nasuprot njima, pojedine osjetljive vrste posjeduju
mehanizme kojima se zaustavlja ingestija toksic¢nog fitoplanktona, poput zatvaranja ljusStura,
te stoga kumuliraju manje koliine 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, uklju€ujuéi podrucje juzne
(Garcia 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.; Rodriguez-Cabo i sur., 2021.) i Mediterana (Vale i sur.,
2008.; Kacem i sur., 2015.), uz pojavu brojnih slu¢ajeva PSP, dijelom i s letalnim ishodom. U
Jadranskom moru, PST su detektirani prvi put 1993. god. u SkolijkaS§ima prikuplienim iz
uzgajalista talijanske regije Emilia-Romagna, smjeStene na sjevernom dijelu zapadne obale
Jadrana (Ciminiello i sur., 1995.). U hrvatskom dijelu Jadrana, od uvodenja monitoringa
fikotoksina 2000. god., prvi put su detektirani 2009. god. u Skolijkasima uzgojenim u
sjeveroisto€nom Jadranu (Medulinski zaljev) (Ujevi¢ i sur., 2012.). U Skoljkasima Jadranskog
mora najceS¢e su prisutni u niskim koncentracijama, no viSe puta su detektirani u
koncentracijama blizu ili iznad NDK (Ciminiello i sur., 1995.; Honsell i sur., 1996.; Ujevi¢ i
sur., 2012.; Roje-Busatto i Ujevi¢, 2014.). Pojavnost u niskim koncentracijama zabiljezena je
i na podrucju srednjeg i juznog Jadrana (Pavela-Vranci¢ i Marasovi¢, 2004.; Ujevi¢ i sur.,
2012.; Ujevic 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 zajedni¢ke ekstrakcije u organskoj fazi svrstani u navedenu skupinu. Medutim,
razli¢itih su kemijskih struktura i posjeduju razlicite funkcionalne skupine, zbog €ega imaju
razliCite kemijske karakteristike, mehanizme djelovanja i toksi¢ne ucinke (Quilliam, 2003.b).
Temeljem tih karakteristika svrstani su u viSe skupina: okadai¢na 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 istraZivanja doktorske disertacije, te

stoga nisu detaljnije opisane.
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2.2.10. Okadai¢na skupina

Ovu skupinu &ine okadaina kiselina (OA), dinofizistoksini (DTX1, DTX2), njihovi diol ester
prekursori (DTX4 i DTX5 skupine), te acilirani derivati (DTX3 skupina) (Reguera i sur.,
2014.). Okadai¢na kiselina je policiklicka, polieterska karboksilna kiselina, molekulske
formule C44HssO13 (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 spuzvi - Halichondria
okadai po kojoj je i dobila ime, potom iz spuzve Halichondria melanodocia (Tachibana i sur.,
1981.), medutim, kasnije je ustanovljeno da potjeCe od dinoflagelata rodova Prorocentrum,
Phalacroma i Dinophysis (Sosa i Tubaro, 2016.; Stonik i Stonik, 2016.). Fikotoksini ove
skupine su termostabilni, ne unidtavaju se kuhanjem, a stabilni su i na niskim temperaturama
(McCarron i sur., 2007.). Do sada je opisano vise 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
medusobno se razlikuju po broju metilnih skupina na polozaju C31 i C35 (Quilliam, 2003.b;
Sosa i Tubaro, 2016.) (Slika 3). U skoljkasima, ovi analozi mogu se na polozaju C7 hidroksi
skupine esterificirati dugolananim zasi¢enim i nezasi¢enim masnim kiselinama. Skupina
nastalih derivata nazivaju se DTX3 toksini (McNabb, 2008.). Liposolubilnost DTX3 je veca u
odnosu na neesterificirane oblike, a buduci da su podlozni kemijskoj ili enzimatskoj hidrolizi,
mehanizam djelovanja i toksi¢nost jednaka je mati€¢nom fikotoksinu (Sosa i Tubaro, 2016.).
Drugu skupinu ¢ine C1 esterificirani toksini nazvani DTX4 i DTX5 toksini, a za razliku od
DTX3 nastaju u algama (McNabb, 2008.)

wgsrf A A 24:[” s
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2 DTX-1 CHy CH; H
3 DTX-2 H H CHS

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 vaznu ulogu u regulaciji esencijalnih procesa u stanici poput
odrzavanja strukture citoskeleta, rasta, diobe i smrti stanice (Sosa i Tubaro, 2016.). OA

dovodi do povecanja fosforilacije na naCin da se vezZe na hidrofobni utor u blizini aktivhog
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mjesta enzima, ulazi u interakciju sa aktivnim mjestom i na taj nacin inhibira njegovu
aktivnost. Karboksilna skupina na polozaju C1 klju¢na je za inhibiciju aktivnosti protein
fosfataza, uz hidroksi skupine na C2, C7, C24 i C27 polozaju koje takoder ulaze u interakciju
sa enzimom (Dawson i Holmes, 1999.). Najve¢im afinitetom veze se na PP2A enzime, zatim
na PP1, PP4 i PP5, a najslabije na PP2B, PP3 i PP6 enzime (Louzao i sur., 2003.). Analozi

OA vezZu se na navedene enzime na isti nacin, ali s razli¢itm afinitetom.

Nakon ingestije, fikotoksini ove skupine zadrZavaju se uglavhom u probavnom traktu
(Louzao i sur., 2021.). lako molekularni mehanizam djelovanja ove skupine fikotoksina nije u
potpunosti objadnjen (Campos i sur., 2020.), pretpostavlja se da povecanje fosforiliranih
proteina u epitelu crijeva dovodi do narudavanja njegove barijerne uloge i povecanja
paracelularne propusnosti, to utje€e na transport iona i nutrijenata u tankom crijevu, kao i na
apsorpciju vode (Louzao i sur., 2003.). OA iskazuje citotoksi¢ho djelovanje, inhibira rast i
izaziva apoptozu razliCitih vrsta stanica (Valdiglesias i sur., 2011.). Uogeno je i njeno
genotoksi¢no (Carvalho i sur., 2006.), embriotoksi¢no (Jiao i sur., 2017.), imunotoksi¢no (del

Campo i sur., 2017.), ali i neurotoksi¢no (Tapia i sur., 1999.) djelovanje.

Proteomske analize ukazuju na kompleksno djelovanje OA u gastrointestinalnom traktu na
razli¢ite proteinske molekule i bioloSke procese (Wang i sur., 2012.), §to dovodi do pojave
proljeva kao karakteristicnog simptoma trovanja za ovu skupinu fikotoksina (Solter i Beasly,
2013.), tzv. Diarrheic Shellfish Poisoning (DSP). Simptomi DSP su vrlo nespecifi¢ni i Cesto
se zamijene za trovanje koje uzrokuju bakterije, narocito Vibrio parahaemoliticus (Taylor i
Harrison, 2002.), a nastaju ve¢ 30 minuta do nekoliko sati nakon konzumiranja
kontaminiranih Skoljkasa. Javljaju se mucnina, povracanje, proljev, grcevi, ponekad vrucica,
groznica i glavobolja. Simptomi traju u prosjeku tri dana (EFSA, 2008.a), mogu biti
iscrpljujuci, ali nemaju smrtni ishod. Ne postoji protuotrov, lijecenje je simptomatsko (Tubaro i
sur., 2008.). Dokazano je da OA prolazi placentarnu barijeru (Matias i Creppy, 1996.).
Rezultati pokusa na miSevima ukazuju na enterohepaticki ciklus OA nakon oralnog unosa,
nakupljanje u crijevima gdje iskazuju akutni toksi¢ni uc€inak, a izlu€uju se stolicom i

mokracom. Detektirana je i u ostalim tkivima no u manjoj koncentraciji (Matias i sur., 1999.).

Izlozenost OA dovodi se u vezu s CeS¢om pojavnosScu karcinoma probavnog sustava
(Manerio i sur., 2008.). Kroni¢na izlozenost nizim dozama moze imati negativne posljedice
na zdravlje izazivajuci disbiozu crijevne flore, $to dovodi do osjetljivosti prema bakterijskim
infekcijama (Emery i sur., 2021.), a Cesto moze biti i podloga mnogim drugim bolestima
(Litvak i sur., 2018.). OA, ali i DTX1, mogu djelovati kao tumor promotori buduci da ve¢ pri
nizim koncentracijama u organizmu izazivaju nastajanje upalnih molekula i kancerogenih
signala, s time da je DTX1 toksicniji (del Campo i sur., 2017.). Toksi¢ni u€inak 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 toksi¢nosti u miSeva utvrdio jednaku toksi¢nost za OA i
DTX1 (TEF 1), te manju za DTX2 (TEF 0,6). Medutim, Abal i sur. (2018.) su temeljem
istrazivanja koje se baziralo na akutnoj oralnoj toksi¢nosti utvrdili najveéu toksi¢nost DTX1,

zatim OA, te najmanju DTX2.

Vektori toksina okadai¢ne skupine u prehrani ljudi najvec¢im dijelom su $koljkasi, no mogu biti
i ribe, rakovi, puzevi (Costa i sur., 2017.; Vilarinfio i sur., 2018.; Murk i sur., 2019.).
Kontaminacija i kumulacija u SkoljkaSima ovise o viSe ¢imbenika poput selektivhe ingestije
fitoplanktona, ravnoteZe izmedu unosa i eliminacije, apsorpcije, enzimatske transformacije,
alometrije, a razlikuju se medu razliCitim vrstama SkoljkaSa (Reguera i sur., 2014.). Nakon
ingestije fitoplanktona, dolazi do njihove probave uz djelovanje probavnih enzima koji potje¢u
od 3koljka$a, ali i od razgradnje samog fitoplanktona. U probavnoj Zlijezdi uslijed djelovanja
transferaza, dolazi do niza transformacija toksina koje ovise o strukturi molekule. Do
transformacije dolazi i unutar stanica probavne Zlijezde gdje dolazi do esterifikacije OA,
DTX1, DTX2 i diol estera s masnim kiselinama. Aciliranje je neophodno u detoksifikaciji
gotovo svih vrsta Skoljkasa (Konoki i sur., 2013.; Reguera i sur., 2014.). U vecini vrsta, viSe
od 90% toksina iz okadai¢ne skupine prisutno je u esterificiranom obliku, no pojedine vrste,
poput dagniji, rijetko sadrze esterificirane toksine u udjelu ve¢em od 50% (McNabb, 2008.,
Torgersen i sur., 2008.). Pretpostavlja se da je esterifikacija obrambeni mehanizam $koljkasa
buduéi da je toksi¢nost aciliranih derivata manja u odnosu na maticne toksine od kojih
nastaju. UoCeno je takoder da neke vrste esterificirane toksine eliminiraju brze, npr. D.
trunculus (Vale, 2006.), dok je kod nekih vrsta brza eliminacija neesterificiranih toksina, npr.
M. edulis i Ostrea edulis (Torgersen, 2008.). Apsorpcija okadai¢ne skupine u samim
Skoljkasima je mala (2-12%), a toksini se u vecini vrsta kumuliraju najveéim dijelom u

probavnom sustavu (Suzuki i sur., 2005.a; Garcia i sur., 2015.).

Prvi zabiljezeni slu€ajevi DSP dogodili su se u Japanu 1976. i 1977. god. (Yasumoto i sur.,
1978.). Od tada su se toksini okadaiCne skupine proSirili diljem svijeta, te se mogu naci u
morima na podruéju sjeverne i juzne Amerike, Tajlanda, Australije, Novog Zelanda, no
najvecu pojavnost imaju u Europi i Japanu (Sosa i Tubaro, 2016.). Zbog ucestale pojavnosti
na nekim podruc¢jima predstavljaju zna¢ajan socio-ekonomski i zdravstveni problem (Gestal
Otero, 2008.). Okadaicna skupina detektirana je u Skoljkasima izlovljenim u morima mnogih
europskih drzava (Nizozemska, Norveska, Svedska, Danska, Njemacka, Francuska,
épanjolska, Portugal, Irska, Velika Britanija, Italija, Hrvatska, Grcka), ponekad i u
koncentracijama koje prelaze zakonodavstvom utvrdene NDK (EFSA, 2008.; Louppis i sur.,
2011.; Ciminiello i sur., 2014.; Arapov, 2013.). U SkoljkaSima podrijetlom iz Europskih mora
najcesce se pronalazi OA, dok su DTX CeSce prisutni u Skoljkasima podrijetlom iz sjeverne

Amerike i Japana (Stonik i Stonik, 2016.). Prvo zabiljeZeno trovanje OA u sjevernom dijelu
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Jadrana dogodilo se 1989. god. u ltaliji. Od pocetka 90-tih godina proslog stolje¢a, kada je i
zapocelo istrazivanje profila fikotoksina u ovom dijelu Jadrana, u SkoljkaSima podrijetlom s
tog podrudja, 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 (Orhanovi¢ i sur., 1996.), dok je DTX2 detektiran 1997. god.
(Pavela-Vrandic¢ i sur., 2002.). Od uspostave monitoringa fikotoksina u Hrvatskoj, povremena
pojavnost OA zabiljezena je u SkoljkaSima podrijetlom iz juznog (NinCevi¢-Gladan i sur.,
2010.) i srednjeg dijela Jadrana (Bogdanovic i sur., 2022.), kao i u onima podrijetlom i iz
sjevernog Jadrana (akvatorij istarskog poluotoka), u kojima je viSe puta utvrdena
koncentracija OA iznad NDK (Nin¢evi¢-Gladan i sur., 2008.; 2010.; 2011.).

2.2.11. Pektenotoksini

Pektenotoksini (PTX) su termostabilni lipofilni makrocikli¢ki polieterski spojevi, strukturno
sliéni OA zbog prisustva ciklickih etera u molekuli, te karboksilne skupine koja se u PTX
nalazi u obliku makrociklickog 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 okadai¢nu skupinu, proizvode ih Dinophysis
vrste. Dinophysis vrste proizvode samo jedan od toksina ove dvije skupine ili istovremeno
mogu proizvoditi toksine iz obje skupine, u razli¢itim udjelima koji ovise ne samo o soju
dinoflagelata vec i o njihovom geografskom podrijetlu (Reguera i Pizzaro, 2008.). Jedan dio
PTX ne proizvode dinoflagelati ve¢ nastaju metaboliziranjem PTX2 u Skoljkadima, 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 metabolic¢ki put PTX2 u
mnogim SkoljkaSima je konverzija u PTX2SA (Vale i Sampayo, 2002.; MacKenzie i sur.,
2002; Miles i sur., 2004.a), a buduéi je njena citotoksicnost manja u odnosu na PTX2,
pretpostavija se da je to moguéi nacin dekontaminacije Skoljkasa (Daiguji i sur., 1998.).
Maticne molekule od kojih metaboliziranjem u SkoljkaSima nastaju novi analozi uz PTX2 su
jos i PTX11, 12 i 13 (Miles i sur., 2004.b; Miles i sur., 2006.a; Suzuki i sur., 2006.) U jako
bazicnom 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 razli¢itih vrsta stanica (Spector i sur., 1999.; Leira i sur.,
2002.; Ares i sur., 2005.), pri €emu kljuénu ulogu u vezivanju na aktin ima prstenasti dio
molekule PTX (Allingham i sur., 2007.). Posljedica je naru$avanje stani¢nih funkcija koje
ovise o citoskeletonu, uslijed depolimerizacije F-aktina (Ares i sur., 2007.; Espifia i sur.,
2008.). Aktivnost analoga PTX prema F-aktinu nije jednaka, stoga se medusobno razlikuju

po toksiC¢nosti. Osim ucinka na F-aktin, PTX1 izaziva smanjenje mikrotubula u plazmi Sto
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mijenja njihov radijalni raspored (Zhou i sur., 1994.). UoCeno je citotoksi¢no djelovanje PTX
na mnoge vrste stanica, a uoceno je da PTX1 i PTX2 izazivaju apoptozu stanice (Chae i sur.,
2005.).

Smatra se da su PTX hepatotoksi¢ni. Nakon intraperitonealne aplikacije PTX1 uocena je
nekroza hepatocita (Terao i sur., 1986.), dok je PTX2 izazvao povecanje koncentracije

serumskih enzima koji ukazuju na oStecenje jetre (Yoon i sur., 1997.).

Do sada nema zabiljeZenih slu€ajeva trovanja ljudi toksinima iz ove skupine (EFSA, 2009.c),
a mnoga istrazivanja na zivotinjama 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, zajednickog
podrijetla (Dinophysis vrste) i este supojavnosti s OA. lako su pojedina istraZivanja ukazala
na odredene toksiéne ucinke (Ishige i sur., 1988.; Ito i sur., 2008.), toksi¢nost nakon oralnog
unosa znacajno je manja u odnosu na toksi¢nost nakon intraperitonealne aplikacije (EFSA,
2009.c). Intraperitonealno aplicirani, najveéu toksi¢nost iskazuju PTX1, PTX2, PTX3 i PTX11
(Boundy i sur., 2020.) (Slika 4), te je uz PTX4 i PTX6 za njih CONTAM panel predloZio
privvemenu TEF vrijednost 1, s obzirom da ne postoji dovoljno podataka na temelju kojih bi
se pouzdano utvrdila njihova relativna toksi¢nost (EFSA, 2009.c). Simptomi trovanja
nastupaju vrlo brzo nakon intraperitonealne aplikacije PTX pokusnim ZzZivotinjama, pri ¢emu

se javlja pogrbljenost, letargi¢nost, ataksija, otezano disanje i cijanoza (Munday, 2008.a).

C7 R1 R2 R3

PTX1 R H H CH,OH
PTX2 R H H CH,
PTX3 R H H CHO
PTX11 R OH H CH,

Slika 4 Kemijska struktura najtoksi¢nijh predstavnika skupine PTX (modificirano iz
Suzuki, 2008.)
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PTX se mogu pronaci u SkoljkaSima diliem svijeta, ukljuCujuéi Australiju (Burgess, 2003.),
Japan (Suzuki i sur., 2005.b), Novi Zeland (MacKenzie i sur., 2002), juznu Ameriku
(Alcantara-Rubira i sur., 2018.; Diaz 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-Vranci¢ i sur., 2006.). Od tada se povremeno pronalaze u Skoljkasima u Jadranu u

niskim koncentracijama (Nincevi¢-Gladan i sur., 2010.; 2011.; Bogdanovic i sur., 2022.).

2.2.12. Jesotoksini

Jos jedna skupina fikotoksina koji su bili svrstavani u skupinu DSP zbog lipofilnih svojstava i
koekstrakcije s okadaichom skupinom, su jesotoksini. To su policiklicki 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 Skoljkasima (Paz i sur., 2008.).
YTX je disulfatirani polieter izgraden od 11 etera razliitih veli€ina, poredanih u
karakteristiCnu strukturu poput ljestava i terminalnog aciklickog nezasi¢enog 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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-
WX 0S0O-H
45-0H ¥TX 0S0-H
homo YTX 0OS0:H
45-CH homo ¥YTX 0S04H

Slika 5 Kemijska struktura jesotoksina uklju€enih u ovo istrazivanje (modificirano iz

Ciminiello i Fatturosso, 2008.)

Unato€¢ brojnim istraZivanjima, mehanizam djelovanja YTX jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjen (Dominguez i sur., 2010.; Farabegoli i sur., 2018.). Dosadasnja in vitro istrazivanja
ukazuju na citotoksi¢nost YTX uslijed djelovanja na unutarstaniénu homeostazu Ca?* iona,
ciklickog adenozin monofosfata, modifikacije citoskeleta, aktivacije kaspaza i otvaranja

mitohondrijskih prijelaznih pora (Tubaro i sur., 2010.).

Slucajevi trovanja ljudi fikotoksinima iz ove skupine nisu zabiljezeni (Munday i sur., 2008.),
medutim, toksiCnost nakon intraperitonealne aplikacije na pokusnim Zivotinjama 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 uo€avaju se oSteCenja srcanog
miSi¢a (Tubaro i sur., 2003.; Suarez Korsnes i sur., 2006.), jetre, guSterale (Terao i sur.,
1990.), te Purkinje neurona u mozgu (Franchini i sur., 2004.a). Rezultati pokusa na miSevima
ukazuju da je toksi¢nost nakon oralnog unosa znatno manja. UneSeni oralnim putem, YTX
slabo se resorbiraju, najveéim dijelom se zadrzavaju u crijevima, a izlu€uju stolicom (Munday
i sur., 2008.). Cak i pri izloZenosti veéim dozama, nisu uoéena o$teéenja probavnog sustava,
ve¢ samo manje, prolazne promjene u ponasanju (Ogino i sur., 1997.) i neznatne promjene
stanica sr€anog misi¢nog tkiva (Aune i sur., 2002.). UoCen 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 toksi€nom ucinku na ljude i nisku toksi¢nost nakon
oralnog unosa, temeljem podataka o toksi¢nosti nakon intraperitonealne aplikacije pokusnim
zivotinjama, utvrdene su vrijednosti TEF 1 za YTX, homo YTX, 45-OH YTX, dok za 45-OH
homo YTX iznosi 0,5. Dokaza o njihovoj kroni¢noj toksi¢nosti i karcinogenosti nema (EFSA,
2009.d).

Usporedbom profila fikotoksina ove skupine u dinoflagelatima s onim u Skoljkasima,
zaklju€eno je da dolazi do strukturnih promjena YTX i homo YTX, uslijed ¢ega nastaju novi
analozi. Intenzitet metaboliziranja i struktura novonastalih analoga ovisi o vrsti Skoljkasa
(Ciminiello i Fatturosso, 2008.). Od analoga, u dinoflagelatima dominiraju YTX i homo YTX
(Paz i sur., 2007.), dok se u 3koljkadima najCeSce nalaze 45-OH YTX i karboksi YTX
(COOH-YTX) (Samdal i sur., 2005.). U skoljkasima, YTX najve¢im dijelom se nakupljaju u

probavnim Zlijezdama i imunocitima (Franchini i sur., 2003.).

Jesotoksini se Cesto pronalaze u plodovima mora diliem svijeta. Nakon otkrivanja i
identifikacije u Japanu (Munday i sur., 2008.), detektirani su u Koreji (Lee i sur., 2012.), Africi
(Pitcher i sur., 2019.), Juznoj Americi i Novom Zelandu (Yasumoto i Takizawa, 1997.), Europi
(Vale i sur., 2008.; EFSA, 2009.d; Rodriguez i sur., 2015.; FSAI, 2016.). Od sredine
devedesetih godina pro$log stolje¢a, YTX, homo YTX i njihovi analozi postaju najzastupljeniji
fikotoksini u SkoljkasSima iz Jadranskog mora (Ciminiello i sur., 2010.a). YTX i njegovi analozi
COOH-YTX, 45-OH YTX i homo YTX prvi put su detektirani 2004. god. u dagnjama
prikupljenim iz hrvatskog dijela Jadrana (sjeverni Jadran) (NinCevi¢ Gladan i sur., 2008.). Od
tada se javljaju takoder i u S$koljkaSima iz srednjeg i juznog Jadrana, uglavhom u
koncentracijama niZzim od NDK (Custovié i sur., 2009.; Nindevi¢ Gladan i sur., 2010;

Bogdanovic¢ i sur., 2022.).

2.2.13. Azaspiracidi

Azaspiracidi (AZA) su skupina fikotoksina otkrivena 1995. god. nakon slu€ajeva trovanja
uslijed konzumacije dagnji irskog podrijetla u Nizozemskoj. ZabiljeZeni su simptomi isti kao i
u slu€aju DSP, medutim, kasnije je ustanovljeno da uzrok nisu toksini okadai¢ne skupine,
ve¢ azaspiracidi (Satake i sur., 1998.). Nakon ovog incidenta, slu€ajevi azaspiracidnog
trovanja Skoljkasima (AZP - Azaspiracid shellfih poisoning) zabiljeZzeni su u Irskoj, Velikoj
Britaniji, Italiji, Francuskoj, Norveskoj i Spanjolskoj, a velik dio povezan je s $koljkagima
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 Cini polieterska okosnica

karakteristiCna za mnoge toksine koje proizvode dinoflagelati, ali sa jedinstvenim strukturnim
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karakteristikama. Molekula sadzi tri spiro spoja, heterociklicku amino skupinu i terminalno
smijestenu alifatsku karboksilnu skupinu (Slika 6) (Satake i sur., 1998.; Nicolaou i sur.,
2006.a; Nicolaou i sur., 2006.b). Skupinu ¢&ini najmanje 30 analoga identificiranih u
fitoplanktonu i Skoljkasima, 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), medutim, utvrdeno je da analozi AZA17 i
AZA19 tijekom termiCke obrade prelaze u toksi¢nije AZA3 i AZAG, te se predlaze i njihovo

ukljucivanje u zakonodavstvo (McCarron i sur., 2008.).
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Slika 6 Kemijska struktura azaspiracida 1, 2 i 3 (modificirano iz EFSA, 2008.b)

AZP najCesce je bilo uzrokovano kontaminiranim dagnjama (Furey i sur., 2010.), medutim,
mogu se nakupljati i u drugim vrstama 3koljkasa poput kamenica i kapica (Hess i sur.,
2003.). Kumulacija azaspiracida u tkivu Skoljkasa razlikuje se u odnosu na ostale polieterske
fikotokisne. Toksi¢nost nije uvijek ograni€ena na probavnu Zlijezdu, a tijekom produljene
izlozenosti visokim koncentracijama azaspiracida uocen je prijenos toksina u druga tkiva
(Magdalena i sur., 2003.a), a uoCena je i biokonverzija (Rehmann i sur., 2008; McCarron i
sur., 2009; O’Driscoll i sur., 2011).

lako mehanizam djelovanja azaspiracida nije u potpunosti poznat, in vitro istrazivanja na
razliitim kulturama stanica ukazuju na njihovu citotoksicnost i utjecaj na viSe staniCnih
procesa (EFSA, 2008.b; Botana i sur., 2014.). |zazivaju opsezne morfoloSke promjene i
promjene citoskeletona, mijenjaju raspored i smanjuju koncentraciju F-aktina (Roman i sur.,

2002.; Twiner i sur., 2005.; Twiner i sur., 2012.a), utje€u na koncentraciju ciklickog adenozin
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monofosfata i Ca?* iona u citosolu, homeostazu protona (Roman i sur., 2002.; Alfonso i sur.,
2006.), te izazivaju hiperpolarizaciju neuronske membrane (Vale i sur., 2010.). Inhibiraju
hERG (engl. the human Ether-a-go-go Related Gene), specifitne kalijeve naponsko ovisne
kanale vazne za provodljivost impulsa u srcu (Twiner i sur., 2012.b). Svi analozi nemaju
jednake ucinke na navedene mehanizme, $to Alfonso i sur. (2006.) objasnjavaju razlikama u

strukturi.

Konzumiranje plodova mora kontaminiranih azaspiracidima uzrokuje sindrom AZP. Unutar
nekoliko sati od konzumacije javljaju se gastrointestinalni simptomi i to mucnina, povracanje,
grcevi i proljev, koji u potpunosti nestaju nakon 2-3 dana (McMahon i Silke, 1996.). Nakon
oralne aplikacije glodavcima, uofena su oSteCenja organa probavnog trakta — crijevnog
epitela, lamina propria i crijevnih resica (Ito i sur., 2002.). Nakon intraperitonealne aplikacije,
javljaju se neuroloski simptomi, ukljuéujuéi tromost, poteSkoce s disanjem, gréeve, paralizu i
smrt unutar 90 minuta (Twiner i sur., 2008.). Ne postoje podaci o mutagenosti i
genotoksi¢nosti, dok istraZivanja 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 miSevima,
utvrdene 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 juznoj Americi (Twiner i sur., 2008.; Lépez-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 SkoljkaSima na
podrucju sjevernog dijela srednjeg Jadrana 2012. god. (Bacchiocchi i sur., 2015.), a u

Skoljkasima podrijetlom iz juznog Jadrana detektirani su 2017. god. (Tali¢ i sur., 2020.).

2.2.14. Cikli¢ki imini

Ciklicki imini su skupina lipofilnih fikotoksina za koju je karakteristicno da sadrze spiro-spoj
eterskih dijelova molekule te imino-skupinu za koju se smatra da je odgovorna za njihovu
akutnu neurotoksi¢nost. U Cl spadaju spirolidi (SPX), gimnodimini (GYM), pinatoksini (PnTX)
i pteriatoksini (PtTX), te prorocentrolidi i spiro-prorocentrimini (Cembella i Krock, 2008.).
Struktura im je sacinjena od makrociklickog kostura koji se sastoji od 14 do 27 ugljikovih
atoma, te posjeduju dva karakteristicna dijela molekule - cikliCki imin i spiroketalni sustav
prstena (Molgé i sur., 2017.). Osim zbog strukturne sli¢nosti, svrstani su u istu skupinu na
temelju akutne neurotoksicnosti. Nakon intraperitonealne aplikacije uzrokuju smrt pokusnih
miSeva u vrlo kratkom roku (EFSA, 2010.). Otkriveni su medu posljednjima i iako nisu

zabiljezeni slu€ajevi trovanja ovim fikotoksinima, ne postoji dovoljno podataka na temelju
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kojih bi se utvrdio rizik za potroSace (EFSA, 2010.; Cembella i Krock, 2008.). Detaljnije ¢e biti

opisane podskupine CI koje su predemet ovog istrazivanja.

2.2.15. Spirolidi

Spirolidi (SPX) predstavljaju najvecu i najistrazeniju podskupinu Cl. Do sada je poznato 16
analoga koji se prema strukturi mogu grupirati u etiri podskupine, a medusobno se razlikuju
po strukturi spiroimina, spiroketalnih prstena, broju metilnih i hidroksilnih skupina i
zasi¢enosti na polozaju 2,3 laktonskog prstena. Prvu skupinu spirolida ¢ine SPX A-D i njihovi
dezmetil analozi Cije molekule sadrze karakteristi¢ni 6-5-5 spiroketalni sustav prstena (Molgo
i sur., 2016.). Ovoj skupini pripada i 13-dezmetil spirolid C (SPX1) (Slika 7), koji se u odnosu
na ostale analoge u Skoljkasima pojavljuje naj¢esc¢e i u najveéim koncentracijama (EFSA,
2010.), te je uz SPX C i 20-metil SPX G najtoksiéniji nakon intraperitonealne aplikacije
pokusnim zivotinjama (Munday, 2008.b). Drugu skupinu &ine bioloski inaktivni SPX E i F koji
umjesto ciklickog imina sadrze aciklicki aminoketon. U treéoj skupini su SPX G i 20-metil
SPX G sa 6,6,5 spiroketalnim prstenom, dok &etvrtu ¢ine SPX H i | koji su strukturno identic¢ni
SPX C i D, osim $to imaju 6,5 spiroketalni prsten (Molgé i sur., 2016.). Svi spirolidi topljivi su

u metanolu i kloroformu (Cembella i Krock, 2008.).

R1 R2 R3
SPX1  CH, 1 CH,

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) (Molgd i sur., 2014). Skoljkasi su otporni

na znacajniji toksi¢ni ucinak spirolida te ih mogu nakupljati u velikim koli€inama u svom tkivu.
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Nakon kontaminacije, vecina toksina zadrzava se u njihovim probavnim Zlijezdama
(Medhioub i sur., 2012.). Skoljka$i su sposobni transformirati spirolide u netoksié¢ne molekule
hidroliziranjem spiroimina, medutim, tu postoji razlika medu analozima — oni koji sadrze dvije
metilne skupine u spiroiminu kemijski su otporniji (Hu i sur., 2001.). Takoder, podlozni su i

esterifikaciji u Skoljkasima (Aasen i sur., 2006.).

Nakon pojave i identifikacije u Kanadi 1990.-tih godina u dagnjama (M. edulis) i kapicama (P.
magellanicus), spirolidi su se proSirili po cijelom svijetu (Cembella i Krock, 2008.).
Identificirani su u mnogim vrstama Skoljkasa ili gore navedenim dinoflagelatima u Juznoj
Americi (Guinder i sur., 2018.), Novom Zelandu (Otero i sur., 2020.), Japanu (Hu i sur.,
1995.), Danskoj (MacKinnon i sur., 2006.), Norveskoj (Aasen i sur., 2005.), Spanjolskoj
(Otero i sur., 2019.), Francuskoj (Amzil i sur., 2007.) i Italiji (Ciminiello i sur., 2010.b). U
Jadranskom moru prva pojava spirolida zabiliezena je 2003. god. u Skoljkasima
prikuplijenima na podrucju sjevero-zapadnog Jadrana (Ciminiello i sur., 2010.a) i od tada se
sporadi¢no pojavljuju u Skoljkasima u niskim koncentracijama (Pistocchi i sur., 2012.; Ujevic i
sur., 2019.; Kvrgi¢ i sur., 2021.). U hrvatskom dijelu Jadrana, prvi put su detektirani 2006.
god. u Skolikasima izlovljenima na podrudju zapadne obale Istre (Ninevi¢ 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 sli¢ni spirolidima (Zurhelle i sur., 2018.). Gimnodimini su Sesteroclani
ciklicki imini bez metilnih skupina u iminskom prstenu, s nezasi¢enim laktonom i
tetrahidrofuranskim prstenom (Slika 8). Do sada je identificirana struktura osam analoga
(Zurhelle i sur., 2018.).

30



2. Teorijski dio

[¥]
51

R1 R2

GYM H -

Slika 8 Kemijska struktura gimnodimina (modificirano iz Cembella i Krock, 2008.)

U SkolijkaS§ima se dugo zadrzavaju nakon kontaminacije toksiénim vrstama dinoflagelata
(MacKenzie i sur., 2002.), a kao i spirolidi, podlozni su esterifikaciji (de la Iglesia i sur.,
2013.). Od svih CI, gimnodimini su najmanje toksi¢ni, neovisno o nacinu ulaska u organizam,
a u ovoj podskupini GYM A je najtoksi¢niji (Molgé i sur., 2014.). Gimnodimini iskazuju
ihtiotoksi¢no djelovanje (Seki i sur., 1995.), dok GYM osim $to doprinosi smanjivanju broja

dinoflagelat Karenia selliformis (Dragunow i sur., 2005.).

Osim u Novom Zelandu, gimnodimini su pronadeni diljiem svijeta u mnogim vrstama
Skoljkasa i to u dagnjama, kamenicama, kapicama, kucicama, morskim puzevima,
priliepcima i endemicnim Skoljkasima u Novom Zelandu i Australiji, Tunisu, JuZnoj 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 Skoljkasima podrijetiom iz
hrvatskog dijela sjevernog Jadrana, gimnodimini su prvi put detektirani 2006. god. (NinCevi¢
Gladan i sur., 2011.). U tom, te u ostalim dijelovima Jadrana pojavljivali su se u Skoljkasima u

niskim koncentracijama (Ujevic i sur., 2014.; Ujevi¢ i sur., 2019.; Kvrgi¢ i sur., 2021.).

2.2.17. Pinatoksini

Pinatoksini (PnTX) su prvi put izolirani iz Skoljkasa 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 sliéna strukturi spirolida. Molekula PnTX sadrzi sedmeroclani cikli¢ki imin s dva metilna
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supstituenta, 6,5,6 spiroketalni prsten i bicikliCki eter u makroprstenu. Supstituent na C33
moze biti karboksil (PnTX-A), vinil (PnTX-G, PnTX-H), glicinil (PnTX-B i PnTX-C),
butirolakton (PnTX-F), ketobutiricna kiselina (PnTX-D) i hidroksibutiri¢na kiselina (PnTX-E).
Analozi se razlikuju i po supstituentima na polazajima C21, C22, C28 (hidroksilna ili metilna
skupina) (Molgé i sur., 2016.). Slika 9 prikazuje kemijsku strukturu PnTX-G. Pretpostavlja se
da su PnTX-G i F prekursori od kojih metaboliCkim i hidrolitickim transformacijama u
Skoljkasima nastaju ostali analozi. Od ostalih Cl, PnTX se razlikuju po izrazitoj kemijskoj

stabilnosti pri niskoj pH vrijednosti (Selwood i sur., 2010.).

R! R’ R R*
PhTX-G &P OH H H

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

Pinatoksini su detektirani u manjim koncentracijama u raznim vrstama Skoljkasa, poput
dagniji, 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.;
Garcia-Altares i sur., 2014.; McCarthy i sur., 2015.) i Jadranskom moru (Rambla-Alegre i
sur., 2018.; Kvrgi¢ i sur., 2021.). Moguce je da je jedan od razloga njihove globalne
rasprostranjenosti sposobnost prezivljavanja V. rugosum, kao i mnogih drugih vrsta
mikroalgi, u balastnim vodama brodova koji ih mogu transportirati u razli¢ita podru&ja (Garrett
i sur., 2014.).

2.2.18. Toksi€éno djelovanje ciklickih imina

Cl spadaju u skupinu brzodjeluju¢ih neurotoksina buduci da simptomi nastaju naglo po

njihovoj izloZzenosti, a smrt nastupa unutar nekoliko minuta od intraperitonealne aplikacije
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pokusnim zivotinjama. Nakon oralne aplikacije simptomi se javljaju nesto kasnije, no za ovu
skupinu fikotoksina karakteristicno je da ili izazivaju smrt pokusnih zivotinja, ili se one u
potpunosti oporave bez dugoroénih posljedica. Svi Cl izazivaju iste simptome, neovisno o
naCinu ulaska u organizam (Molgé i sur., 2014.). Neuroloski simptomi ukljucuju
hiperaktivnost, nakostrijeSenost dlake, hiperekstenziju leda, ukruéivanje i izvijanje repa
prema glavi, paralizu straznjih nogu, drhtanje, poteSkoée s disanjem i prestanak disanja
(Munday i sur., 2004.; Kharrat i sur., 2008.; Selwood i sur., 2010.; Munday i sur., 2012.3;
Otero i sur., 2012.; Munday i sur., 2012.b; Molgé i sur., 2016.; Sosa i sur., 2020.). Sistemska
toksi€nost u pokusnih miSeva 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 Cl je inhibicija razli€itih podtipova nikotinskih acetilkolin receptora
(nAChR) u centralnom i perifernom Zivéanom sustavu. Acetilkolin (ACh) je endogeni agonist
navedenih receptora i posrednik prijenosa podrazaja u sinapsama. Cl se kao antagonisti
ACh veZu na a podjedinicu receptora, pri ¢emu kljuénu ulogu ima Sestero ili sedmeroclani
ciklicki imin. Na afinitet vezivanja utje€u rezidue aminokiselina ostalih podjedinica receptora,
ali i broj i polozaj metilnih skupina u analozima (Molgé i sur., 2014.; Molg6 i sur., 2016.).
Vezu se i na muskarinske receptore (MAChR), no s manjim afinitetom u odnosu na nAChR
(Molgo i sur., 2014.). Afinitet vezivanja razlikuje se medu 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 diji je antagonizam za nAChR

kratkotrajan, a iz Cega proizlaze i razlike u toksi¢nosti medu analozima (Molgé i sur., 2017.).

Toksi¢nost Cl nakon oralne aplikacije zna¢ajno je manja u odnosu na toksi¢nost nakon i.p.
aplikacije, osim za PnTX. Oralna toksi¢nost analoga PnTX-F, G i H je samo 1,6 do 9,3 puta
manja od i.p. toksi¢nosti (Richard i sur., 2001.; Molgé i sur., 2016.). Prema podacima
istraZivanja, nakon i.p. aplikacije pokusnim miSevima najtoksi¢niji Cl 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 zabiljeZzen niti jedan slu€aj trovanja toksinima ove skupine, no nema dovoljno
toksikoloSkih podataka koji bi dokazali da nisu toksi¢ni za ljude (Molgdé i sur., 2014.), narocito
zbog istrazivanja koja ukazuju da imaju jednak toksiCni u€inak na AChR koji potjeCu od
razli¢itih vrsta (Molgé i sur., 2016.). Buduci se resorbiraju iz probavnog trakta sisavaca,
njihovo toksi¢no djelovanje u organizmu je moguée (Otero i sur., 2012.). Za PnTX je
dokazano da osim instestinalne, prolaze krvno-mozdanu i placentarnu barijeru (Servent i
sur., 2021.). lako nisu potvrdeni slu€ajevi trovanja ljudi, zabiljezena je navodna pojava

Zelu€anih tegoba i tahikardije u potroSa¢a nakon konzumacije Skoljkasa kontaminiranih Cl u
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Kanadi (Richard i sur., 2001.), te dermatitisa kod kupaca izlozenih dinoflagelatu V. rugosum

na Kubi (Moreira-Gonzalez i sur., 2021.).

2.3. METODE ODREDIVANJA FIKOTOKSINA

Nakupljanje fikotoksina u plodovima mora moze prouzrociti velike ekonomske gubitke zbog
zatvaranja uzgajalista Skoljkasa, a Sto je jo§ znacajnije, moguce je trovanje potroSaca koje
moze zavrsiti i letalnim ishodom. Da bi se osigurala njihova sigurnost, zakonodavstvom su
utvrdene NDK pojedinih skupina fikotoksina u 8koljkadima, kao i analititke metode
(referentne metode) za njihovu detekciju i kvantifikaciju (Rodriguez 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 ¢e omoguéiti
otkrivanje jo§ nepoznatih fikotoksina. Opéenito se dijele na ne-analitiCke i analiticke metode
(Louzao i sur., 2022.).

Prva ne-analiticka metoda primijenjena u ovom podrucju u svrhu ispitivanja sigurnosti hrane
bila je in vivo proba iz 18. stolje¢a, kada su se Zivotinjama na brodu davali mali komadici riba
ili Skoljkasa prije nego $to su ih konzumirali ¢lanovi posade (Louzao i sur., 2022.). Prva
formalna metoda detekcije i kvantifikacije fikotoksina je bioloski pokus na miSevima koji se
bazira na i.p. aplikaciji ekstrakta Skoljkasa i promatranja uginuc¢a Zivotinje, kao i vremena
proteklog od aplikacije do uginu¢a (Gerssen i Klijnstra, 2017.). Mnogo godina ova metoda
bila je referentna za odredivanje pojedinih skupina fikotoksina (DSP, PSP), no zbog tehnickih
i etickih razloga zamijenjena je drugim ne-analitickim i analitiCkim metodama. Medutim, joS
uvijek je korisna u ispitivanju novih, nepoznatih fikotoksina. Ne-analiticke metode koje mjere
interakciju molekule toksina sa specifi€énim proteinima su npr. imunoloski ELISA test (engl.
enzyme linked immunosorbent assay) (Garthwaite i sur., 2001.) kao i LFIA test (engl. lateral
flow immunoassays) (Anfossi i sur., 2013.). Imunoloski testovi su jednostavni za primjenu, ali
nedostatak im je nespecificnost. Razvijeni su i testovi na kulturama stanica od kojih je
najupotrebljavaniji test odrzivosti koji se temelji na brojanju zdravih stanica izloZzenih uzorku
nakon odredenog razdoblja inkubacije. U ovu skupinu spadaju i elektrofizioloski test i
fluorimetrijsko odredivanje promjene membranskog potencijala. Nedostatak ovih metoda je
nespecificnost i neprakticnost (Ledreux i sur., 2012.; Manger i sur., 2014.; Louzao i sur.,
2022.).

Za razliku od prethodno navedenih, analititke metode su osjetljive, precizne i omoguéuju
idektifikaciju i kvantifikaciju pojedinacnih analoga ukoliko su za njih dostupni analiticki

standardi. Vecina njih se temelji na separaciji analita teku¢inskom kromatografijom, te
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detekcijom nekim od detektora — spektrometrom masa, fluorescencijskim (FLD) ili
detektorom apsorbancije svjetlosti u ultraljubi€astom i vidljivom podrucju (UV/VIS). NajceS¢e
se koriste tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, engl. High Performance
Liquid Chromatography) i tekuéinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC, engl.
Ultra-High Performance Liquid Chromatography) na obrnutim fazama (stacionarna faza je
nepolarna, mobilna faza je polarna). Prve validirane analiticke 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
najve¢u primjenu ima tekucinska kromatografija u sprezi sa spektrometrijom masa (LC-
MS/MS) primjenom trostrukog kvadrupolnog analizatora masa (QgQ), koji omogucuje
praéenje videstrukih reakcija (engl. Multiple Reaction Monitoring - MRM) f{j. istovremeno
praéenje vide tranzicija iona (Louzao i sur., 2022.). Ova tehnika se sve vide upotrebljava i u
analizi hidrofilnih fikotoksina (EURLMB, 2010.; Thomas i sur., 2017.; Rodriguez i sur., 2018.).
Za razliku od navedenih ciljanih analitickih metoda, masena spektrometrija visoke rezolucije
(HRMS) primjenjuje se u identifikaciji i karakterizaciji novootkrivenih fikotoksina, buduci da
omogucava analiticke podatke potrebne za identifikaciju nepoznatih molekula (Zendong i
sur., 2015.).

Nedostatak kromatografskih metoda u odnosu na bioloSke metode je to Sto su ciljane i sto
zahtijevaju analiticke standarde za svaki analog koji se kvantificira. Za mnoge analoge nije
utvrdena vrijednost TEF te se neovisno o kvantifikaciji ne moze odrediti njihova toksi¢nost.
Jedan od vecih nedostataka, narocito metoda sa spektrometrijom masa, je utjecaj matriksa

na kvantifikaciju analita, koji moze biti vrlo specifi€¢an za svaki analog (Botana, 2014.).

Neovisno kojoj skupini metoda pripada, neophodno je dokazati prikladnost za identifikaciju i
kvantifikaciju fikotoksina koji se ispituje (Rodriguez i sur., 2017.). Provodenjem validacijske
studije i odredivanjem validacijskin parametara poput granice detekcije (LOD), granice
kvantifikacije (LOQ), linearnosti, iskori§tenja i preciznosti procjenjuje se prikladnost metoda
za kvalitativno i kvantitativno odredivanje analita u razli¢itim matriksima. Buduci za metode
za odredivanje fikotokisna zakonodavstvom nije propisan nacin provodenja validacije, kao ni
uvjeti prihvatljivosti, validaciju je moguce provesti u skladu s Odlukom Komisije od 12.
kolovoza 2002. o primjeni Direktive Vije¢a 96/23/EZ o provodenju analitickih metoda i
tumacenju rezultata (2002/657/EZ) (EU, 2002.).

2.4. PROCJENA IZLOZENOSTI

Procjena izlozenosti 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 Stetnog ucinka bioloSkog, kemijskog ili fizikalnog Eimbenika na
organizam, sustav ili (pod)populaciju. Karakterizacija opasnosti odnosi se na razmatranje
prirode, relevantnosti i mehanizma djelovanja Stetnog €imbenika, ukljuujuéi kvantitativnhu
procjenu doza-odgovor ucinka. Doza-odgovor pokusima na zivotinjama moguce je utvrditi
razinu bez uo€enog Stetnog ucinka (engl. No Observable Adverse Efect Level — NOAEL) te
najvecu ispitivanu dozu pri kojoj nije uoCen Stetni ucinak. Vrijednost NOAEL moze se
ekstrapolirati primjenom sigurnosnog faktora na utvrdenu vrijednost najmanje razine pri kojoj
¢e vjerovatno biti uoCen Stetni ucinak (engl. Lowest Observed Adverse Effect Level -
LOAEL). Veli¢ina sigurnosnog faktora ovisi o podacima na temelju kojih je LOAEL
procijenjen. Ukoliko je procijenjen temeljem podataka o toksiCnim ucincima na ljude,
uzimajuci u obzir individualne razlike, faktor uobiajeno ima vrijednost 10. Ako se NOAEL
izvodi temeljem eksperimentalnih podataka na pokusnim Zivotinjama, ovisno o prirodi i teZini
Stetnog ucinka te ostalim nesigurnostima, sigurnosni faktor iznosi 100 ili 1000. Pomoéu
parametra NOAEL mogu se utvrditi akutna referentna doza (engl. Acute Reference Dose -
ARfD) i podnosljivi dnevni unos (engl. Tolerable Daily Intake — TDI). ARfD predstavlja
koli€inu tvari koja se moze unijeti hranom u jednom danu ili jednom obroku bez Stetnih
posljiedica i §titi od trenutnog Stetnog ucinka, za razliku od TDI koji je definiran kao koli¢ina
kontaminanta koji se moze svakodnevno tijekom Zivota unositi hranom, bez mijerljivog

Stetnog ucinka, te Stiti od kroniénog ucinka (FAO, 2011.).

Komisija Codex Alimentarius (CAC) definira procjenu izlozenosti kao kvalitativnu ifili
kvantitativhu vjerojatnost unosa bioloskog, kemijskog ili fizikalnog ¢imbenika putem hrane i
ostalih relevantnih izvora. Procjena unosa (procjena prehrambene izloZenosti) objedinjuje
podatke o unosu hrane i koncentracije navedenih ¢imbenika u hrani. Procijenjeni unos se
moze usporediti sa toksikoloski referentnim vrijednostima kao dio karakterizacije rizika.
Procjena se moze odnositi na akutnu (do 24 sata) i dugoroénu, odnosno kroniénu izloZzenost

(svakodnevna izloZenost tijekom Zivota) (WHO, 2009.).

Karakterizacija rizika objedinjuje identifikaciju i karakterizaciju opasnosti te procjenu
izloZzenosti, s ciljem utvrdivanja stupnja rizika od Stetnosti nekog kontaminanta, kao i

procjene razine koja nece izazvati Stetan uc€inak (Munday, 2013.).

Zbog moguceg akutnog Stetnog ucinka fikotoksina na zdravlje, s ciljiem zastite potroSaca
zakonodavstvom su odredeni program pracenja kao i najvece dopustene koli¢ine fikotoksina
u 8koljkasima, bodljikasima, plastenjacima i morskim puzevima (EZ 853/2004; EU 786/2013).
Ujedno, neki od novo otkrivenih, poput Cl, nisu uklju€eni u programe monitoringa, niti je za
njih zakonodavstvom odredena NDK. lako za YTX i PTX nema dokaza da uzrokuju toksicne
ucinke kod ljudi, zakonodavstvom su odredene NDK za YTX, dok je Europska Komisija
Uredbom 2021/1374 uputila na brisanje do tada vazec¢ih NDK za PTX (EU, 2021.), temeljem
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misljenja EFSA (2009.c) o pogreSnom zajedni¢kom grupiranju sa okadaicnom skupinom u
analitickom i toksikoloSkom smislu. PTX imaju razli¢it mehanizam djelovanja i nisu

zabiljezeni slu€ajevi trovanja ljudi ovom skupinom toksina.

Za pojedine skupine fikotoksina ARfD utvrdene su temeljem toksikoloSkih podataka
prikuplienih nakon slu€ajeva trovanja ljudi. Za ostale, ARfD utvrdene su uglavnom temeljem
podataka o akutnoj toksiC¢nosti u pokusnih zivotinja. Temeljem podataka o akutnom
toksi€énom djelovanju DA prikupljenim tijekom trovanja ljudi, CONTAM panel utvrdio je
LOAEL vrijednost koja je korigirana sigurnosnim faktorom 3, te faktorom 10 zbog
individualnih razlika medu ljudima da bi se odredila ARfD (odnosi se na sumu DA i epi-DA)
(EFSA, 2009.a). Za skupinu AZA, LOAEL je utvrden temeljem podataka jedinog slucaja
trovanja ljudi. Primijenjen je sigurnosni faktor 3 zbog blagog i reverzibilnog toksi¢nog ucinka,
a uobicajeni faktor 10 uslijed individualnih razlika nije primijenjen zbog toga $to je do trovanja
doslo medu osjetljivim pojedincima, no zbog malog broja osoba (nedostatni toksikoloski
podaci) primijenjen je dodatni faktor 3 (EFSA, 2008.b). Toksikoloski podaci na osnovu kojih
je odredena ARfD za okadai¢nu skupinu prikupljeni su tijekom sluCajeva trovanja velikog
broja ljudi iz razli¢itih zemalja, te se pretpostavljalo da uklju€uju i osjetljive pojedince. Stoga
je za utvrdivanje NOAEL i ARfD primijenjen samo sigurnosni faktor 3 (EFSA, 2008.a). Za
PST takoder je temeljem podatka prikupljenih tijekom brojnih slu€ajeva intoksikacija ljudi
utvrden NOAEL primjenom sigurnosnog faktora 3, i jednak je ARfD (EFSA, 2009.b).

U slu€aju PTX, ARfD utvrdena je na osnovu LOAEL dobivenog ispitivanjem akutne
intestinalne toksicnosti na miSevima. Zbog reverzibilnih i blagih toksic¢nih ucinaka, primijenjen
je ukupni sigurnosni faktor 300 (EFSA, 2009.c). S obzirom da nema podataka o toksi¢nim
ucincima YTX na ljude, ARfD je kao i u slu€aju pektenotoksina, utvrdena temeljem podataka
o akutnoj oralnoj toksi¢nosti u miSeva. Uz eksperimentalno utvrden NOAEL, primijenjen je
ukupni sigurnosni faktor 200 (EFSA, 2009.d).

CONTAM panel zakljuCio je da se pri procjeni rizika treba koristiti veli€¢ina porcije od 400 g
mesa Skoljkasa, da bi se zastitio dio potroSaca koji konzumira velike porcije (EFSA, 2009.e).
Buduci da ne postoje podaci o kronicnom ucinku 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 utvrdene
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™' 0,9 mgkg™" t.m. 0,3 mgkg™" t.m. 30 ugkg™ t.m.
AZA 160 pg AZA ekv.kg™ 1,9 ug AZA ekv.kg'tm. | 0,6 ug AZA ekv.kg'tm. | 0,2 ug AZA ekv.kg™'t.m.
OA 160 ug OA ekv.kg™' 0,8 ug OA ekv.kg™'t.m. 0,3 ug OA ekv.kg™'t.m. 0,3 ug OA ekv.kg't.m.
PTX n.p. | 250 yg PTX2 ekv.kg't.m. | 83 ug PTX2 ekv.kg't.m. | 0,8 ug PTX2 ekv.kg™'t.m.
YTX 3,75mg YTX ekv.kg? | 7,5 mg YTX ekv.kg' tm. | 5,0mg YTX ekv.kg'tm. | 25,0 ug YTX ekv.kg™'t.m.
PST 800 pg STX ekv.kg' 1,5 ug STX ekv.kg™' t.m. 0,5 ug STX ekv.kg't.m. | 0,5 ug STX ekv.kg™'t.m.

n.p. nije primjenjivo
Za skupinu Cl ne postoji dovoljino toksikoloskih podataka na temelju kojih bi se mogla
odrediti ARfD i provesti procjena rizika za potroSace. Prema misljenju EFSA, ukoliko bi bilo
moguce, procjena rizika trebala bi se provesti zasebno za svaku podskupinu Cl. Za skupinu
Cl nisu utvrdene NDK, medutim Europski referentni laboratorij za morske biotoksine

predloZio je za spirolide najvec¢u preporucenu koli¢inu od 400 ugkg™ (EFSA, 2010.).

Ne postoji nacin da se sprijei nakupljanje fikotoksina u Skoljkasima, niti da ih se ukloni
nakon njihova izlova. U svakoj skupini postoji mogo analoga, dok se analitiCckim metodama
odreduje samo maniji dio. Ujedno, s vremenom se otkrivaju i novi analozi. Neki od fikotoksina
su u S8koljkaS§ima i predatorima podlozni biotransformaciji, pri ¢emu nastaju nove,
potencijalno opasne molekule. U cilju 3to ucinkovitije procjene rizika potrebno je znati
doprinos svakog analoga ukupnoj toksi¢nosti, medutim, TEF je odreden samo za dio
analoga. Takoder je u Skoljkasima moguce istovremeno nakupljanje fikotoksina iz razli€itih
skupina, te je potrebno uzeti u obzir utjecaj jedne skupine na toksi¢nost druge (Munday,

2013.). Stoga je procjena rizika koji fikotoksini predstavljaju izuzetno teSka i slozena.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog istrazivanja bio je:

1.

Validirati i procijeniti prikladnost instrumentalnih analitickih metoda za odredivanje

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

mjesc¢iénicama:

LC-MS/MS metode za odredivanje DA primjenom alternativhog postupka za

odredivanje niskih koncentracija (Beach i sur., 2015.);

LC metode za odredivanje PST primjenom pretkromatske oksidacije i
fluorescencijske detekcije (AOAC, 2005.);

LC-MS/MS metode za odredivanje LT ukljuCuju¢i Cl primjenom SOP EURLMB
(EURLMB, 2015.).

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

104), kapicama (n = 52) i mjeSci¢nicama (n = 104) prikupljenim u razdoblju od travnja

2018. do ozujka 2019. god. iz osam uzgojnih (L1-L8) i jednog izlovhog podrucja (L9)

smijestenih u akvatoriju istarskog poluotoka, dinamikom prikupljanja jednom tjedno.

Ispitati profil fikotoksina u Skoljkasima i mjeSc€i¢nicama (koji analozi su prisutni i u
kojim koncentracijama);

Utvrditi prisutnost i udio esterificiranih oblika fikotoksina okadai¢ne skupine u
Skoljkasima i mjesci¢nicama;

U Skoljkasima i mjesCicnicama utvrditi ukupnu toksiCnost prisutnih analoga
pojedine skupine s obzirom na TEF,;

Ispitati supojavnost hidrofilnih i lipofiinih  fikotoksina u SkoljkaSima i
mjeScicnicama;

Ispitati postoje li razlike u pojavnosti i kumulaciji DA, PST i LT medu razli€itim
vrstama;

Ispitati utjecaj sezona na pojavnost i kumulaciju DA, PST i LT u 3koljkasima i
mjesci¢nicama;

Ispitati utjecaj lokaliteta na pojavnost i kumulaciju DA, PST i LT u Skoljkasima i

mjesci¢nicama.

Temeljem podataka o prehrambenim navikama koje se odnose na konzumaciju

Skoljkasa u RH prikupljenim od strane HAH tijekom 2011. i 2012. god., procijeniti
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izlozenost potroSaca skupinama fikotoksinima za koje su utvrdene NDK Uredbama
EZ 853/2004 i EU 786/2013:

- Procijeniti izlozenost u slu¢aju konzumacije prosje€ne i najvece porcije u RH, te
velike porcije od 400 g (EFSA, 2009.e) temeljem podataka o koncentracijama
fikotoksina utvrdenim u ovom istrazivanju u S$koljkasima i mjeS€i¢nicama,

uzimajuci u obzir prosje¢nu tjelesnu tezinu konzumenata u RH;

- Procijeniti izlozenost u slu¢aju konzumacije prosjecne i najvece porcije u RH, te
velike porcije od 400 g (EFSA, 2009.e) u slu€aju koncentracija fikotoksina koje su

jednake NDK, uzimajuci u obzir prosjecnu tjelesnu tezinu konzumenata u RH;

- lzvrsiti korekciju veli€ine porcije koja ¢e se koristiti prilikom procjene izloZzenosti za

LT, zbog gubitka vode i koncentriranja uslijed termicke obrade.

3.2. MATERIJAL | METODE

3.2.1. Uzorci

Istrazivanje profila fikotoksina u plodovima mora iz akvatorija Istarskog poluotoka obuhvatilo
je ekonomski znacajne vrste Skoljkasa dagnje (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) i
kamenice (Ostrea edulis Linnaeus, 1758), manje znacajnu vrstu - kapice (Aequipecten
opercularis, Linnaeus, 1758), te manje poznate i iskoriStavane vrste filtratorskih organizama -
mjesc&i¢nice (Microcosmus spp.) (Slika 10). Uzorci su prikupljani neposredno od uzgajivaca,
nakon izlova Skoljkasa i mjesc&iénica koji su bili namijenjeni trzistu. Prikupljeni su u razdoblju
od travnja 2018. do kraja ozujka 2019. god., dinamikom jednom tjedno. Ukupno je
analizirano 416 uzoraka dagnji, 104 uzorka kamenica, 52 uzorka kapica i 104 uzorka

mjes&cCicnica, Sto ukupno ¢ini 676 uzoraka.
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Slika 10 Dagnje (a), kamenice (b), kapice (c) i mje&c€icnice (d) (vlastita fotografija)

Dagnje uzgojene na vertikalnim linijama (pergolarima) (Slika 11) prikupljene su sa tri razine.
Kamenice iz uzgojnih podrudja koje se uzgajaju ispod pontona i u koSarama (Slika 12)
prikupliene su sa razli€itih polozaja u koSari. Prirodno prisutne vrste Skoljkasa koje obitavaju
na morskom dnu (kamenice i kapice) te mjes€iénice u izlovnom podrucju zapadne obale Istre

(ZQl), izlovljene su horizontalnim povlagenjem alata drezda-rampon po morskom dnu.
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Na ovaj nacin dobiveni su reprezentativni uzorci koji su sadrzavali najmanje 2 kg Skoljkasa ili
mjesci¢nica, pakiranih u mrezice i plasti¢ne vredice, te su vozilima s rashladnim uredajima na

temperaturi < 15 °C u najkrac¢em roku dostavljeni na analizu.

Slika 12 Uzgoj kamenica u koSarama (vlastita fotografija)
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3.2.2. Geografsko podrugje i lokaliteti izlova plodova mora

Uzorci su prikupljeni iz proizvodnih i izlovnih podrucja za uzgoj zivih Skoljkasa koja se nalaze
u akvatoriju istarskog poluotoka, smjesdtenog na istoCnoj obali sjevernog Jadrana. Sjeverni
Jadran kao najsjeverniji dio Mediteranskog mora je poluzatvoreno, plitko podrucje najvece
izmjerene dubine od 35 m i s najveéim rijeCnim dotocima u bazenu (Kraus i Supi¢, 2011.;
Kraus i sur., 2019.). Rijeka Po, najveca talijanska rijeka, ima znacajan utjecaj na raspodjelu
nutrijeneta, produktivnost i cirkulaciju u isto€nom dijelu sjevernog Jadrana, uz sjeveroistocni
vjetar - buru. More u ovom podru¢ju je uglavnom oligotrofno zbog utjecaja istoCne

mediteranske struje i oligotrofnih krskih rijeka (Vili¢i¢ i sur., 2009.).

Podrucja za uzgoj i izlov Skoljkasa iz kojih su uzorci prikupljani smjestena su duz istoCne i
zapadne obale Istre. Na isto¢noj obali nalaze se uzgojna podru¢ja Raski zaljev i uvala
Budava, dok su Savudrijska vala, Vabriga i Limski zaljev na zapadnoj obali poluotoka, kao i
izlovno podruc¢je ZOI. Na juznom dijelu poluotoka nalazi se uzgojno podruéje Medulinski
zaljev. Geografski polozaj uzgojnih i izlovnih podruéja prikazani su na Slici 13. Iz navedenih
podrucja uzorci su prikuplieni sa devet razliitih lokaliteta, oznacenih simbolima L1 do L9.

Vrsta i broj uzoraka prikupljenih s pojedinacnih lokaliteta prikazani su u Tablici 3.
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Slika 13 Geografski polozaj uzgojnih i izlovnih podrucja smjestenih u istarskom
akvatoriju (https://www.caps2.eu/caps2/)

Tablica 3 Broj i vrsta Skoljkasa prema lokacijama uzorkovanja

Lokalitet Kategorizacija Podrucja Prikupljena vrsta Broj uzoraka

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

Kamenice 52
LS Dagnje 52
L6 Dagnje 52
L7 Dagnje 52
L8 Dagnje 52
L9 Izlovno Kamenice 52
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Kapice 52

MjeS¢i¢nice 104

3.2.3. Reagensi i analiti¢ki standardi

U provedbi ispitivanja koriStena su organska otapala LC-MS Cistoée i reagensi najmanje
Cisto¢e za analizu (pro analysi) ilili vece: acetonitrii (ACN), n-heksan, mravlja kiselina,
perjodna kiselina, amonijev formijat, vodikov peroksid, dinatrijev hidrogenfosfat (Honeywell,
Njemacka), metanol (MeOH) (Honeywell, Francuska), klorovodi¢na kiselina (Honeywell,
Austrija), natrijev hidroksid (Honeywell, Svedska), natrijev klorid (Honeywell, Danska),
amonijev acetat (Honeywell, Nizozemska), ledena octena kiselina (J.T. Baker, Njemacka),
dinatrijev tetraborat (Merck, Njemacka) i danzil klorid (Sigma-Aldrich, Svicarska). Za
pripremu otopina koritena je ultradista voda (uredaj Millipore Direct -Q® 5 UV, Francuska).
Za ekstrakciju na Cvrstoj fazi (SPE) koristene su SAX (Resprep, SAD), Strata® C18-E i
Strata® WCX (Phenomenex, SAD) kolone. Za filtriranje ekstrakata i uzoraka prije
instrumentalne analize koriSteni su filteri s najlonskom membranom, veli¢ine pora 0,45 pm,
promjera 25 mm (Restek, Kina), te filteri s politetrafluoretilen (PTFE) membranom, veli€ine

pora 0,22 ym i promjera 13 mm (Restek, Kina).

Svi certificirani analiticki standardi koristeni u ovom ispitivanju nabavljeni su od National
Research Council Canada — Conseil national de recherches Canada) (NRC-CNRC), osim
certificiranog referentnog materijala (CRM) koji sadrzi paralitiCcke toksine (PO PST CRM
1101), nabavljen od Centre for Environment, Fisheries & Aquaculture Science (Cefas), UK.
Koristeni su analiticki standardi: CRM-DA-g (331,9 + 8,0 umolL™"), CRM-STX-f (66,3 + 1,4
umolL™"), CRM-NEO-d (65,1 + 2,1 uymolL"), CRM-GTX1&4-c (80,0 + 2,2 umolL™"), CRM-
GTX2&3-c (157,6 + 7,7 uymolL™"), CRM-dcSTX-b (65,0 = 1,8 ymolL"), CRM-dcGTX2&3-b
(142,0 £ 5,0 ymolL™"), CRM-C1&2-b (C1 113,4 * 3,6 umolL"; C2 33,9 = 2,8 uymolL™"), CRM-
GTX5-¢c (55,7 = 2,0 ymolL™"), CRM-OA-d (10,4 + 0,5 umolL™"), CRM-DTX1-b (10,4 + 0,8
umolL™"), CRM-DTX2-b (4,7 + 0,3 ymolL™"), CRM-PTX2-b (5,13 + 0,15 pmolL""), CRM-AZA1-
b (1,54 = 0,08 ymolL"), CRM-AZA2-b (1,43 %= 0,07 uymolL"), CRM-AZA3-b (1,43 * 0,06
pumolL™"), CRM-YTX-c (4,3 £ 0,2 ymolL"), CRM-hYTX (5,0 + 0,3 ymolL™"), SPX1 (10,2 £ 0,5
umolL"), GYM-b (4,93 + 0,26 umolL™"), PnTX-G (2,77 + 0,13 pmolL™"). Za provjeru
iskoriStenja ekstrakcije koristeni su tkivo dagnji CRM-DSP-Mus-c sa certificiranom
koncentracijom OA (1,07 + 0,08 mgkg™'), DTX1 (1,07 = 0,11 mgkg'), DTX2 (0,86 + 0,08
mgkg™); FDMT1 sa certificiranim koncentracijama (u odnosu na masu liofiliziranog praha)
OA (1,59 + 0,18 mgkg™), DTX1 (0,68 = 0,07 mgkg™), DTX2 (3,57 + 0,33 mgkg™), AZA1
(4,10 £ 0,40 mgkg™), AZA2 (1,13 + 0,10 mgkg™), AZA3 (0,96 + 0,10 mgkg™"), YTX (2,49 +
0,28 mgkg™'), PTX2 (0,66 + 0,06 mgkg™), SPX1 (2,70 + 0,26 mgkg™), i DA i epi-DA (126 + 10
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mgkg™), te tkivo kamenica PO PST CRM 1101 sa certificiranim koncentracijama STX (0,22 +
0,02 umolkg™', GTX1i4 (0,41 £ 0,05 0,33 + 0,05 ymolkg™), GTX2i 3 (0,20 + 0,02 0,23
0,02 umolkg™), NEO (0,64 +0,09 umolkg™), C1 i 2 (0,66 +0,15 i 0,74 +0,09 umolkg™).
Koristen je i CRM Zero-Mus (NRC-CNRC, Kanada), tkivo dagniji prikladno kao slijepi matriks
(matriks bez analita) u ispitivanju PST, DA, OA, DTX, AZA, YTX, PTX i GYM.

3.2.4. Laboratorijska oprema i analiti€ki instrumenti

U pripremi uzoraka za ispitivanje fikotoksina koristeni su: analiticka vaga (XP205 Delta
Range Mettler Toledo, Svicarska), precizna vaga (BB 240 Mettler Toledo, Svicarska),
laboratorijski homogenizator (Warring 8011EG, SAD), wortex homogenizator (Velp
Scientifica, Europska unija), rotaciona tresilica (BioSan MultiRS 60, Latvija), centrifuga
(Hettich Rotina 420 R, Njemacka), magnetska mijeSalica s grijanjem (IKA RET basic,
Njemacka), suSionik (Memmert UN110, Njemacka), upariva¢ u struji dusika (N-EVAP 111
Organomation 5085, SAD), vakuum pumpa (WP6122050 Millipore, SAD) i pH-metar s

mikroelektrodom (Inlab MicroPro ISM Mettler Toledo, Svicarska).

Za detekciju i odredivanje koncentracije DA i lipofilnih fikotoksina koriSten je analiticki
instrument UHPLC (Agilent Technologies 1290, Singapur) u sprezi sa trostrukim
kvadrupolnim analizatorom masa (Agilent Technologies G6460, Njemacka) i racunalnim
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, Njemacka). Za kromatografsku separaciju DA koriStene su kolona Zorbax SB-
C18 RRHT 2,1 x 50 mm, 1,8 uym s pretkolonom Zorbax SB-C18 2,1 x 5 mm, 1,8 ym (Agilent
Technologies, SAD), te kolona Zorbax SB-C8 RRHD 2,1 x 50 mm, 1,8 ym s pretkolonom
Zorbax SB-C8 2,1 x 5 mm, 1,8 um (Agilent Technologies, SAD) za detekciju LT. Paraliticki
toksini detektirani su i kvantificirani primjenom HPLC instrumenta u sprezi sa
fluorescencijskim detektorom (Agilent Technologies 1200, Svicarska) i primjenom radunalnog
programa ChemStation Rev.B.04.03-SP1 (Agilent Technologies, Njemacka), dok je za
kromatografsku separaciju koristena kolona Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm, 5 ym s

pretkolonom Supelguard LC-18 2 cm x 4 mm (Supelco, SAD).

3.2.5. Priprema uzoraka za ekstrakciju

Za odredivanje fikotoksina svih skupina priprema uzoraka za ekstrakciju provedena je na isti
nacin. Od 2 kg uzorka izdvojeno je toliko jedinki Skoljkasa ili mjeS€i¢nica, koliko je potrebno
da nakon odvajanjana ljusture ili plasta ostane priblizno 100 g mekog tkiva. Prije otvaranja
Skoljkasi i mjesc€icnice su isprane mlazom hladne vode, kao i meko tkivo nakon odvajanja od

ljuSture i plasta. 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 odredivanje domoicne kiseline

Odredivanje domoicne kiseline provedeno je prema metodi koju su objavili Beach i sur.
(2015.), primjenom alternativhog postupka za odredivanje niskih koncentracija. Temelji se na
ekstrakciji 50%-tnom vodenom otopinom MeOH nakon koje slijedi ekstrakcija na Cvrstoj fazi
(SAX), te derivatizacija DA danzil kloridom (DNS-CI), pri ¢emu 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:H20(1:1, v/v)
Centrifugiranje, 4000 okr/min, 10 min

Filtriranje supernatanta 0,45 pym najlonskim
filterom

EKSTRAKCIJA NA CVRSTOJ
FAZI

SAX 6 mL, 500 mg
Kondicioniranje:
6 mL MeOH
3 mL H20
3 mL MeOH:H20 (1:1, v/v)

Propustanje 5 mL ekstrakta
uzorka

Ispiranje:

3 mL MeOH:H20 (1:1, v/v)
Eluacija:

3mL 1M HCOOH u ACN

l

KONCENTRIRANJE

Uparavanje do suha u struji N2

|

DERIVATIZACIJA

10 min., sobna temperatura

Eluat : boratni pufer 150 mM : DNS-CI 5,5 mM
(1:1:1, viv)

Uklanjanje suviska DNS-CI heksanom

Uklanjanje organskog sloja

LC-MS/MS

Slika 14 Hodogram pripreme uzorka za odredivanje DA LC-MS/MS tehnikom
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Postupku validacije metode te instrumentalnoj analizi uzoraka prethodilo je optimiranje LC-
MS/MS analitickog instrumenta. Optimirani su parametri trostrukog kvadrupolnog analizatora
masa injektiranjem certificirane otopine za kalibraciju, kao i parametri izvora iona.
Evaluacijom prikuplienih 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 rasprsivanje, {;.
uvjeti pri kojima se postiZze najjaci odziv. Od odabranih produkt iona, onaj s jaim 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
rasprsivaca 35 psi, temperatura rasprsivanja 350 °C, protok plina za rasprdivanje 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 pL. Udio organskog dijela mobilne faze kojeg je Cinila 0,2%
(v/v) otopina mravlje kiseline u ACN iznosio je 30%, dok je vodeni dio sacinjavala 0,2% (v/v)

otopina mravlje kiseline.

Uz prisustvo dva produkt iona u svrhu identifikacije, vrijeme zadrzavanja 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%
¢ime su bili zadovoljeni uvjeti Odluke komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.) U svrhu kontrole
kvalitete metode analizirani su slijepi matriks i matriks obogacen standardom. Za provjeru
uCinkovitosti ekstrakcije koristen je CRM FDMT1. Za kvanifikaciju DA koriSten je eksterni
kalibracijski pravac u ekstraktu matriksa, koncentracijskog raspona od 1 do 1500 ugkg™. Za
svaku od vrsta SkoljkaSa i mjes€icnica koristio se kalibracijski pravac pripremljen
razriedivanjem analitickih standarda u slijepom matriksu ispitivane vrste koji su podvrgnuti
derivatizaciji DNS-CI na isti naCin kao i uzorci. Utvrdene koncentracije DA korigirane su

iskoriStenjem dobivenim validacijom.

Validacija metoda provela se u skladu s Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). Za
svaki analit odredena je specifiCnost, 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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Specifitnost je odredena usporedbom kromatograma derivatiziranog slijepog matriksa (n =

20) i matriksa obogacenog domoi¢nom kiselinom (n = 20).

Utijecaj matriksa ispitan je wusporedbom vrijednosti nagiba kalibracijskog pravca
derivatiziranih analitickih standarda u otapalu (ACN:H20, 1:1, v/v) sa onima u ekstraktu
pojedina¢nih matriksa. Kreirana su po tri kalibracijska pravca u otapalu te u svakom od
matriksa, sa Sest koncentracijskih razina, u rasponu od 1 do 1500 ugkg™'. Srednja vrijednost
nagiba pravaca u otapalu usporedena je sa srednjim vrijednostima nagiba pravaca u
matriksu. Utjecaj matriksa (SSE, engl. signal suppression/enhancement) izraCunat je iz

omjera nagiba kalibracijskog pravca u matriksu i nagiba pravca u otapalu prema formuli (1):

SSE =100 - Drmtrs (1)

otapalo
gdje je: SSE - utjecaj matriksa [%],
bmatriks - nagib kalibracijskog pravca u matriksu ,

botapalo - nagib kalibracijskog pravca u otapalu.

Takoder su usporedene vrijednosti nagiba kalibracijskin pravaca matriksa Skoljkasa i

mjescicnica medusobno.

Lineariziranjem kalibracijskih pravaca i odredivanjem koeficijenta determinacije R?, odredena
je linearnost kalibracijskih pravaca za svaki matriks pojedinacno, uz uvjet prihvatljivosti da
vrijednost R? bude = 0,98.

LOD i LOQ odredeni su za svaku vrstu Skoljkasa i mjes€i¢nice analizom uzoraka slijepog
matriksa na nacin koji su opisali Wenzl i sur. (2016.). Pomoc¢u standardne devijacije odziva u
oCekivanom RT DA deset analiziranih slijepih uzoraka, te nagiba kalibracijskog pravca u
koncentracijskom podrucju o&ekivane vrijednosti LOD, granica detekcije izraCunata je za

svaki matriks prema formuli (2):

SD
LOD=39- (2)

gdje je: LOD - granica detekcije,
SDv - standardna devijacija odziva slijepih uzoraka,

b - nagib kalibracijske krivulje.

Granica kvantifikacije izraCunata je prema formuli (3):
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LOQ =3,3-LOD (3)

gdje je: LOQ - granica kvantifikacije,
LOD - granica detekcije.

Plan i izraCun parametara ponovljivosti i unutarlaboratorijske obnovljivosti proveden je
primjenom programa InterVAL Plus Software Version 3.4.0.4 (quo data, Gesellschaft fir
Qualitatsmanagement und Statistik GmbH, Njemacka). Ponovljivost i unutarlaboratorijska
obnovljivost odredene su ispitivanjem 128 slijepih uzoraka obogaéenih DA na Cetiri
koncentracijske razine, medu kojima su uzorci tri vrste Skoljkasa i mjes€icnica bili jednako
zastupljeni. Koncentracija DA u obogacenim uzorcima iznosila je 50, 250, 500 i 1000 ugkg™.
Za procjenu ucinkovitosti 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 ve¢e od vrijednosti izraCunate Horwitzovom

jednadzbom (4) koja glasi:

CV = 2(1—0,5/og C) (4)

gdje je: CV - koeficijent varijacije,

C - maseni udio izraZzen kao eksponent s bazom 10.
Unutarlaboratorijski CV ponovljivosti ne bi trebao biti veéi od dvije tredine vrijednosti CV
obnovljivosti izraCunate jednadzbom (4). CV obnovljivosti analita za koje je utvrdena NDK

treba biti manji od CV za maseni udio koji odgovara 1/2 NDK.

ProSirena mjerna nesigurnost (U) odredena je primjenom istog programa uz faktor pokrivanja
k = 2, uz kojeg povecCana nesigurnost odreduje interval s razinom povjerenja od priblizno
95%. Sastavnice mjerne nesigurnosti uzete u obzir su nesigurnost matriksa, pojedinacnih

kromatografskih analiza, ponovljivosti i korekcije iskoriStenjem.

3.2.7. Metoda za odredivanje paralitickih toksina

Odredivanje PST provedeno je metodom tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti,
primjenom pretkromatske oksidacije i fluorescencijske detekcije (AOAC, 2005.). Metoda se
temelji na ekstrakciji octenom kiselinom, te oksidaciji ekstrakata procCiséenih ekstrakcijom na
¢vrstoj fazi (C-18 kolonice) i frakcioniranih na kationskim kolonicama (COOH), perjodatom
(I04) i vodikovim peroksidom (H202), pri ¢emu nastaju fluorescirajuCi 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=0OH, od ispitivanih PST u ovom istraZzivanju NEO i GTX1,4) koji ne stvaraju
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fluoresciraju¢e 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 Cega 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
nacin, supernatanti su zdruzeni 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 propusten je 1 mL profiltriranog ekstrakta (0,45 um filter s
najlonskom membranom) te je kolonica isprana s 2 mL vode. Ekstrakt i voda prikupljeni su u
istu kivetu, te je pomoéu 1 M i 0,2 M NaOH pH prilagoden na 6,5 + 0,2, a ukupan volumen
nadopunjen vodom do 4 mL. Nakon ove faze provedena je oksidacija pro€is¢enih ekstrakata

vodikovim peroksidom, Sto je omogucilo detekciju i kvantifikaciju nehidroksiliranih toksina.

Dodatno, frakcioniranje analita na ¢vrstoj fazi primjenom kationskih kolonica (COOH) prije
oksidacije, provelo se u svrhu kvantificiranja hidroksiliranih toksina, buduci 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 propusteno je 2 mL ekstrakta prociS¢enog na C-18 kolonicama i
prilagodenog pH, te potom 4 mL vode. Propusteni ekstrakt i voda prikupljeni su u istu, prvu
kivetu, a volumen je nadopunjen vodom do 6 mL. Ova frakcija (1) sadrzi C toksine. Kroz
kolonicu se zatim propustalo i prikupljalo u drugu kivetu 4 mL 0,05 M NaCl te je volumen
nadopunjen do 4 mL vodom. Ova frakcija (2) sadrzi GTX toksine i dcGTX2,3. Treca frakcija
(3) sadrzi NEO, STX i dcSTX koji se iz SPE kolonice eluiraju propustanjem 5 mL 0,3 M NaCl.
Buduéi 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 povecala ucinkovitost 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 sadrzavale PST,
na isti nacin kao $to su uzorci pripremljeni za oksidaciju. Detaljan postupak obje oksidacije

prikazan je na Slici 15.
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PEROKSIDNA OKSIDACIJA PERJODATHNA OKSIDACIJA

500 pL 1 M NaCH 200 pL ekstrakta nakon C-18 SPE, pH8,5+ 0,2
+ +
50 pL 10% Hz02 200 pL MM
+ +

1000 pL perjodatnog oksidansa
HelOg 0,03 M : NHsHCOC2 0.3 M : Na:HPC4 0,3 M
(1:1:1, viv), pH B2

200 pL ekstrakta nakon C-18
SPE,pH65+0,2

Reakcija 2 min.

Reakcija 1 min.

Zaustavijanje reakcije
dodavanjem 40 pL CH:COOH
99-100%

Zaustavijanje reakcije
dodavanjem 10 pL CH:COQOH
99-100%

HPLC-FLD

HPLC-FLD

Slika 15 Hodogram oksidacije prociScenih ekstrakata u metodi za odredivanje PST

PST detektirani su i kvantificirali primjenom HPLC uredaja u sprezi sa fluorescencijskim
detektorom, s valnom duljinom ekscitacije 340 nm i emisije 395 nm. Kao mobilna faza A
koristena je 0,1 M vodena otopina amonijevog formijata, dok je mobilnu fazu B €inila vodena
otopina 0,1 M amonijevog formijata s 5% ACN, obje prilagodenog 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 pL, dok je
volumen za ekstrakte nakon perjodatne oksidacije iznosio 100 uL. 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 Suma (S/N) pika = 3. Za identifikaciju toksina

sa viSe 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 fluorescirajucih spojeva
koji bi mogli interferirati sa analitima, na nacin da su procis¢eni ekstrakti analizirani bez

prethodne oksidacije.

Za kvantifikaciju koridten je kalibracijski pravac u otapalu raspona od 40 do 400 ugkg™' za
GTX2,3, dcGTX2,3 i GTX5, od 50 do 500 pgkg'za STX i dcSTX, od 100 do 1400 ugkg™ za
C1,2, te od 100 do 2000 ugkg' za NEO i GTX1,4. Ukoliko je utvrdena koncentracija nekog
od toksina u uzorku bila ve¢a od koncentracije najvece kalibracijske razine, oksidiran je maniji
volumen ekstrakta uzorka. Certificirane otopine standarda podvrgnute su peroksidnoj i
perjodatnoj oksidaciji na isti nacin kao i ekstrakti uzoraka. Za kvantifikaciju dcGTX2,3 i
dcSTX oksidacijom kojih nastaju dva produkta, koristio se kromatografski pik veéeg
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 =2 10. PST su pojedina¢no
kvantificirani interpolacijom povrSine pika naspram kalibracijskog pravca, uzimajuci u obzir
odvagu i faktor razriedenja uzorka, s obzirom na vrstu oksidacije i frakcioniranje.
Koncentracije kvantificiranih toksina korigirane su iskoriStenjem dobivenim validacijom. S
ciliem utvrdivanja toksi¢nosti, primjenom formule (5) koncentracija pojedinaénih toksina

izrazena je kao ekvivalent STXdiHCI:

Cx - MstxdiHc

Mx

C TEF (5)

gdje je: C - koncentracija pojedina¢nog toksina [ug STXdiHCI ekv.kg™],
Cx - koncentracija pojedinacnog toksina [ugkg]
MstxdiHcl - molarna masa STXdiHCI,
Mx - molarna masa pojedinacnog toksina

TEF - faktor ekvivalentne toksi¢nosti.

Ukupna toksi¢nost PST izraCunata je zbrajanjem ug ekvivalenta STXdiHCI svih toksina sa
koncentracijama veéim od LOQ i izraZzena je kao pg ekvivalenta STXdiHCI po kg tkiva
8koljkasa (ug STXdIHCI ekv.kg'). 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 STXdIiHCI primijenjena je veéa vrijednost TEF-a svakog para, ukoliko su se
razlikovale. U svrhu kontrole kvalitete metode analizirani su slijepi matriks i PO PST CRM
1101CRM koji sadrzi paraliticke toksine.

Validacija metoda provedena je u skladu s Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). Za
svaki analit odredeni su isti parametri kao i pri validaciji metode za odredivanje DA, osim

utjecaja matriksa.
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Specifitnost je odredena usporedbom kromatograma oksidiranog slijepog matriksa (n = 20) i
matriksa obogacenog PST (n = 20). U svrhu ispitivanja linearnosti, peroksidnom oksidacijom
certificiranih otopina analitickin standarda nehidroksiliranih PST kreirana su po ftri
kalibracijska pravca sa pet koncentracijskih razina u rasponu od 40 do 800 ugkg’ za
dcGTX2,3, deSTX, GTX2,3, GTX5 i STX, od 100 do 2000 ugkg' za C1,2, te perjodatnom
oksidacijom hidroksiliranih toksina GTX1,4 i NEO u rasponu od 100 do 2000 ugkg™.
Lineariziranjem i odredivanjem koeficijenta determinacije R? odredena je linearnost
kalibracijskih pravaca za svaki PST pojedinac¢no, uz uvjet prihvatljivosti da vrijednost R? bude
2 0,98. LOD i LOQ odredeni su za svaku vrstu Skoljkasa i mjeS€icnica analizom uzoraka
slijepog matriksa na isti nacin kao i kod metode za odredivanje DA, primjenom formula (2) i
(3). Plan i izradun parametara ponovljivosti i unutarlaboratorijske obnovljivosti proveden je
primjenom programa InterVAL Plus Software Version 3.4.0.4 (quo data, Gesellschaft fur
Qualitatsmanagement und Statistik GmbH, Njemacka). Ponovljivost i unutarlaboratorijska
obnovljivost odredene su ispitivanjem 128 slijepih uzoraka obogacéenih PST na ftri
koncentracijske razine za sve toksine osim za GTX1,4 za koji se ispitala jo$ jedna, veca
koncentracijska razina. Medu uzorcima, tri vrste Skoljkasa i mjescicnica bile su jednako
zastupljene. Koncentracija pojedina¢nih PST u obogacenim uzorcima iznosila je 120, 180 i
240 ugkg™', dok je za GTX1,4 jo$ ukljuéena i koncentracija od 500 ugkg™'. Za procjenu
ucinkovitosti 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 odredivanje lipofilnih toksina

Odredivanje LT provedeno je prema standardnoj operativhoj 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
Cl direktno iz ekstrakta, primjenom LC-MS/MS tehnike. U svrhu odredivanja ukupne OA i
DTX, provedena je alkalna hidroliza ekstrakata, ¢ime su iz aciliranih estera oslobodeni
vezani OA, DTX1 i DTX2. Detaljan postupak ekstrakcije i alkalne hidrolize prikazan je na
Slici 16.
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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
ZdruZivanje supernatanta s prvim
Nadopunjavanje volumena s MeOH do 20 mL

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

UHPLC-MS/MS

ODREDIVANJE UKUPNE OA | DTX

Hidroliza 76 °C, 40 min
Ekstrakt : NaOH 2,5 M (1:0,125, v/v)

Neutralizacija

Ekstrakt : HCI 2,5 M (1:0,125, v/v)
MijeSanje ekstrakta s vodenim dijelom mobilne faze

(1:1, viv)

Filtriranje 0,22 ym PTFE filterom

UHPLC-MS/MS

Slika 16 Hodogram pripreme uzoraka za odredivanje lipofilnih fikotoksina

Primijenjeni su slijede¢i MS/MS parametri: napon na kapilari 4,5 kV, temperatura plina (N2)

200 °C, protok plina 7 L/min, tlak rasprSivata 25 psi, temperatura rasprsivanja 350 °C i

protok plina za rasprSivanje 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 pL. Organski dio mobilne faze Cinila je otopina ACN s 5% vode, 10

mM amonijevog formijata i 53 mM mravlje kiseline, dok je vodeni dio Cinila 10 mM otopina

amonijevog formijata i 53 mM mravlje kiseline.

Tablica 4 Fragmentacijski uvjeti primijenjeni u odredivanju LT

Analit

Molekulski ion m/z

Produkt ioni m/z

Napon
fragmentora/V

Polaritet ionizacije

OA

8274

723,32

300

+
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809,3

DTX1 841,4 737,42 290 +
823,5

DTX2 827,4 723,32 260 +
809,6

PTX1 892,7 213,02 170 +
821,4

PTX2 876,4 213,12 130 +
194,9

YTX 1141,4 1061,3 260 -
855,4

Homo YTX 1155,4 1075,6° 260 -
869

45-OH YTX 1157,5 1077,5 260 -
871,5

45-OH homo YTX 11718 1091,52 260 -
869,4

AZA1 842,4 824,42 260 +
806,5

AZA2 856,5 838,6° 270 +
820,4

AZA3 828,4 810,5° 240 +
792,5

SPX1 692,6 674,53 170 +
4444

GYM 508,1 490,12 130 +
392

PnTX-G 694,4 164,12 140 +
676,4
458,2

a produkt ioni koriSteni 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%, ¢ime su bili
zadovoljeni uvjeti Odluke komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). Vrijeme zadrzavanja 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, buduéi 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 koristen je eksterni
kalibracijski pravac u matriksu, pripremljen razrjedivanjem analitickih standarda otopinom
metanolnog ekstrakta slijepog matriksa i vodenog dijela mobilne faze (1:1, v/v),
koncentracijskog raspona od 30 do 600 ugkg™' za okadai¢nu skupinu i pektenotoksine, 75 do

1500 ugkg™ za jesotoksine, 3 do 300 ugkg™' za azaspiracide, 0,05 do 300 ugkg' za GYM i
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PnTX-G, te 3 do 300 ugkg' za SPX1. Toksini za koje nisu dostupne otopine za kalibraciju
(PTX1, 45-OH YTX i 45-OH homo YTX) kvantificiraju se pomocu kalibracijskog pravca
predstavnika skupine. Ukoliko je koncentracija nekog od toksina u uzorku bila veéa od
koncentracije najvece kalibracijske razine, ekstrakt uzorka razrijeden je mjeSavinom
ekstrakta slijepog uzorka i vodenog dijela mobilne faze (1:1, v/v), u omjeru potrebnom da
koncentracija bude u rasponu kalibracijske krivulje. U izraCunu koncentracija u obzir je uzet
faktor razrjedenja. Utvrdene koncentracije LT Kkorigirane su iskoriStenjem dobivenim
validacijom. S ciliem utvrdivanja toksi¢nosti, nakon izraCuna koncentracija pojedinacnih
analoga, dobivene koncentracije pomnoZene su vrijedno$¢u TEF kvantificiranog analoga, a
ukupna toksiCnost izrazena kao suma ug ekvivalenata pojedine skupine LT po kg Skoljkasa,
kao Sto je prikazano u Tablici 2. Koncentracije ciklickih imina prikazane su pojedina¢no,

buduci za njih nije utvrden TEF.

Validacija metode provedena je u skladu s Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.) i

ukljucivala je ranije navedene parametre, uklju¢ujuci i utjecaj matriksa.

SpecifiCnost je odredena usporedbom kromatograma slijepog matriksa (n = 20) i matriksa
obogacenog LT (n = 20). Utjecaj matriksa odreden je usporedbom vrijednosti nagiba
kalibracijske krivulje analitickih standarda u otapalu (MeOH) sa onima u ekstraktu
pojedinaénih matriksa. Kreirana su po tri kalibracijska pravca u otapalu te u svakom od
matriksa, sa pet koncentracijskih razina u rasponu od 6 do 600 ugkg za okadai¢nu skupinu i
pektenotoksine, 3 do 300 ugkg™' za azaspiracide i ciklicke imine, te 75 do 1500 ugkg™ za
jesotoksine. Srednja vrijednost nagiba pravaca u otapalu usporedena je sa srednjim
vrijednostima pravaca u matriksu. SSE izraCunat je iz omjera nagiba kalibracijskog pravca u
matriksu i nagiba pravca u otapalu prema formuli (1). Takoder su usporedene vrijednosti
nagiba pravaca matriksa Skoljkasa i mjescicnica medusobno. Lineariziranjem i odredivanjem
koeficijenta determinacije R?, odredena je linearnost kalibracijskih pravaca za svaki LT
pojedinacno, uz uvjet prihvatljivosti da vrijednost R? bude = 0,98. LOD i LOQ odredeni su za
svaku vrstu Skoljkasa i mjeSc€iénica analizom uzoraka slijepog ili pseudo-slijepog matriksa
(prirodno kontaminiran niskim koncentracijama analita) na isti na€in kao i kod prethodno
opisanih metoda, primjenom formula (2) i (3). Plan i izraCun parametara ponovljivosti i
unutarlaboratorijske obnovljivosti proveden je primjenom programa InterVAL Plus Software
Version 3.4.0.4 (quo data, Gesellschaft fur Qualitdtsmanagement und Statistik GmbH,
Njemacka). Ponovljivost i unutarlaboratorijska obnovljivost odredene su ispitivanjem 128
slijepih uzoraka obogacenih LT, na tri koncentracijske razine za sve toksine, osim za OA i Cl
za koje se ispitala jedna razina viSe. Koncentracija DTX1, DTX2 i PTX u obogacenim
uzorcima iznosila je 45, 68 i 90 ugkg™’, dok je za OA validacijom jo$ uklju¢ena koncentracija

od 500 ugkg™. Koncentracija analoga skupine jesotoksina u obogac¢enim uzorcima iznosila je
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0,94, 1,9 2,8 mgkg™, analoga azaspiracida 40, 60 i 80 ugkg™, te ciklickih imina 25, 100, 200
i 300 ugkg'. Medu uzorcima, tri vrste Skoljkasa i mjescicnica bile su jednako zastupljene.

Ucinkovitost metode procijenjena je na isti nacin kao i metode za odredivanje DA i PST.

3.2.9. Procjena izlozenosti potrosaca

Temeljem podataka o prehrambenim navikama koje se odnose na konzumaciju 3koljkada u
RH (Tablica 5), a koji su prikupljeni u istraZivanju 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 utvrdenih koncentracija
fikotoksina u ovom istrazivanju za koje su legislativom propisane NDK, utvrdena je stvarna
izloZzenost potrosaca u razdoblju u kojem je ono provedeno. Podaci o potrosnji hrane po
dobi, spolu i regiji, predstavljajuci reprezentativni uzorak, prikupljeni su istrazivanjem koje je
obuhvatilo 2002 ispitanika u dobi od 18 do 64 godina (HAH, 2011.-2012.) i prikazani su u
Prilogu 3.

Uzimajuéi u obzir prosjeénu masu konzumenata u RH, utvrdena je veli€ina porcije u odnosu
na tjelesnu masu u slu€aju konzumacije prosjecne i najvece porcije u RH, te velike porcije
koja prema mislienju EFSA iznosi 400 g (EFSA, 2009.e). Prema podacima EFSA (2009.f)
tijekom termi¢ke obrade Skoljkasa dolazi do povecanja koncentracije LT uslijed gubitka vode,
te se smatra da je navedeno potrebno uzeti u obzir prilikom sluzbenih kontrola. Stoga je
temeljem misljenja agencije EFSA, veliina konzumirane porcije u slu¢aju LT korigirana
faktorom 1,5, a koji predstavlja gubitak vode tijekom kuhanja. Faktor je odreden uzimajuci u
obzir prosjec¢ni gubitak vode od 39,21% uslijed viSe nacCina termitke obrade (kuhanjem u
zatvorenoj i otvorenoj posudi, dimljenjem i obradom mikrovalova srednje i visoke energije)
(Marinopoulou i Petridis, 2022.), te prosjeCni udio vode od 85,46% utvrden u dagnjama
prikuplienim iz uzgajalista smjestenih na podrucju poluotoka Istra tijekom 2018. god. (KreSi¢ i
sur., 2020.).

IzloZzenost je procijenjena pri konzumaciji prosje¢ne i najveée veliCine porcije u RH, te u
slu€aju konzumacije velike porcije od 400 g, temeljem koncentracija fikotoksina utvrdenih u
ovom istrazivanju. Takoder je procijenjena teoretska najveca izloZzenost potroSaca u slucaju
konzumacije Skoljkasa koji sadrze koncentracije jednake NDK za tri navedene veliCine
porcije. 1zloZenost je usporedena sa ARfD utvrdenim od strane EFSA (Tablica 2) za svaku
reguliranu skupinu, s ciliem utvrdivanja broja sluajeva u kojima je uneSena koliCina
fikotoksina bila ve¢a od ARfD.
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Buduci su podaci o prehrambenim navikama potroSa¢a u RH dostupni samo za dagnje, isti
su takoder primijenjeni za izlozenost potroSaca fikotoksinima prisutnim u ostalim vrstama,

kao i faktor korekcije 1,5.

Tablica 5 Konzumacija Skoljkasa u RH tijekom 2011.-2012. god.

Prosje¢na Najveca Velika Broj Broj Prosjeéna masa
porcija/g porcija/g porcijad/g konzumacija konzumenata konzumenata/kg
34,40 87,27 400,00 14 13 81,69

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

3.2.10. Statisti¢ka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koridteni su statistiCki programski paketi SPSS Statistics 22.0
(IBM, SAD), a za procjenu izloZzenosti Microsoft Excel 2019 MSO, Version 2301 Build
16.0.16026.2002 (Microsoft, SAD).

Statisti¢ka obrada u programu SPSS Statistics provedena je sa razinom znacajnosti p =
0,05. Provjera distribucije podataka radena je Kolmogorov-Smirnov testom, te je proveden t-
test, ANOVA ili neparametrijska verzija Krushkal Wallis testa. U slu¢aju ANOVA, varijanca je
testirana Levene testom te je ovisno o varijanci raden Scheffe ili Tamhane post hoc test.
Statisticka obrada napravljena je samo za uzorke s koncentracijama fikotoksina = LOQ.
Takoder, za fikotoksine koji su kvantificirani u samo nekoliko uzoraka, statistiCku obradu nije
bilo moguce provesti navedenim programom, te su rezultati tumaceni temeljem pojavnosti. U
svrhu interpretacije sezonske pojavnosti, godiSnja doba proljece, ljeto, jesen i zima
obuhvacdaju tromjesena razdoblja navedena istim redosljedom: oZujak-svibanj, lipanj-

kolovoz, rujan-studeni i prosinac-veljaca.
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4. Rezultati

4.1. VALIDACIJA METODA ZA ODREDIVANJE DA, PST ILT

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 odredivanju
hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina ispitivanih u ovom istrazivanju. Za metode koje su ukljucivale

spektrometriju masa ispitan je i utjecaj matriksa.

4.1.1. Specificnost

Specifitnost metoda utvrdena je analizom i usporedbom kromatograma slijepih uzoraka (n =
20) i slijepih uzoraka obogacéenih analitima (n = 20). Analizirane vrste bile su zastupljene u
jednakom udjelu. Pregledom kromatograma utvrdena je odsutnost kromatografskog signala
u o¢ekivanom RT pojedinog analita u slijepim uzorcima, te zadanih tranzicija kod metoda za
odredivanje DA i LT, dok su na kromatogramima slijepih uzoraka obogacenih analitima

uoCeni kromatografski signali u oekivanom RT (Prilozi 4-8).

4.1.2. Utjecaj matriksa

Utjecaj matriksa ispitan je za metode za odredivanje DA i LT kod kojih se za detekciju i

kvantifikaciju koristila spektrometrija masa.

UvrStavanjem podataka dobivenih validacijom metode za odredivanje DA u formulu za

izracun SSE (1), dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 6.

Tablica 6 SSE vrijednosti za pojedine matrikse u odnosu na otapalo, te medusobno
usporedbom matriksa

Matriks SSE/%? SSE/%" SSE/%* SSE/%
dagnje 64 / / /
kamenice 61 96 / /
kapice 66 104 108 /
mjescicnice 73 115 120 111

aSSE u odnosu na otapalo

bSSE u odnosu na ekstrakt dagnji
¢SSE u odnosu na ekstrakt kamenica
dSSE u odnosu na ekstrakt kapica

UvrStavanjem podataka dobivenih validacijom metode za odredivanje LT u formulu za

izracun SSE (1), dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 7.
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Tablica 7 SSE vrijednosti za pojedinacne LT u razliCitim matriksima

Matriks SSE OA DTX1 DTX2 PTX2 AZA1 AZA2 AZA3 YTX Homo YTX GYM SPX1 PnTX-G
dagnje SSE¥/% 118 87 123 78 83 83 70 85 83 79 86 83
kamenice SSE¥/% 120 91 117 82 88 87 70 86 83 72 87 86

SSE"/% 102 104 94 106 106 105 100 101 100 91 102 104
kapice SSE¥/% 123 92 114 84 78 80 68 86 85 83 87 82
SSE"% 104 106 92 108 94 96 98 101 103 105 102 100
SSEY% 102 101 98 102 89 92 98 100 102 115 100 106
mjescicnice | SSE3% 65 38 65 84 83 83 74 86 83 79 81 87
SSE"% 55 43 53 108 100 100 106 100 100 99 94 106
SSEY% 54 42 56 102 95 96 107 99 100 109 93 102
SSE%% 53 41 57 100 106 104 109 100 98 94 93 106

aSSE u odnosu na otapalo
bSSE u odnosu na ekstrakt dagnji
¢SSE u odnosu na ekstrakt kamenica
4SSE u odnosu na ekstrakt kapica
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4.1.3. Linearnost kalibracijskog pravca

Linearnost je ispitana lineariziranjem Kkalibracijskih pravaca pojedinacnih fikotoksina i

odredivanjem koeficijenta determinacije R?. Za metode odredivanja DA i LT linearnost je

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

kalibracije pripremljene oksidacijom analitickih standarda u otapalu. Jednadzbe pravaca i

koeficijenti determinacije prikazani su u Tablicama 8-10.

4.1.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

LOD i LOQ ispitane su za pojedinacne fikotoksine u svakom od matriksa. Uvrdtavanjem

podataka dobivenih validacijom u formulu za izracun 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 Jednadzba R?2 LOD/ugkg™! LOQ/ugkg™
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
mjescicnice 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 Jednadzba R? Matriks LOD/ugkg" | LOQ/ugkg LOD/ug LOQ/ug
STXdiIHCL | STXdiHCL

ekv.kg" ekv.kg™"
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
mjescic¢nice 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
mjescic¢nice 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
mjescicnice 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
mjescic¢nice 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
mjescicnice 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
mjescicnice 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
mjescic¢nice 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
mjescicnice 22,52 74,30 26,60 87,76

Tablica 10 Linearnost kalibracijskih pravaca, LOD i LOQ LT u ispitanim matriksima

Analit

Jednadzba

R2

Matriks

LOD/ugkg™!

LOQ/ugkg"

LOD

LOQ

OA

y = 6078,3x-986,94

0,9980

dagnje

517

17,08

5,172

17,082
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y =6217,8x-2801,6 | 0,9986 kamenice 7,99 26,35 7,992 26,352

y = 6336,3x+477,69 | 0,9993 kapice 6,74 22,24 6,742 22,242

y = 3354,3x+661,66 | 0,9985 | mjescicnice 2,83 9,34 2,832 9,342

DTX1 y =3994,3x-1222,9 | 0,9991 dagnje 5,63 18,57 5,632 18,572
y =4172,8x-4817,8 | 0,9936 kamenice 4,79 15,81 4,792 15,812

y =4215,8x-1484,3 | 0,9993 kapice 2,42 7,99 2,422 7,992

y =1735,2x-577,74 | 0,9995 | mjescCiénice 3,78 12,47 3,782 12,472

DTX2 y = 10014x-3538,4 | 0,9978 dagnje 2,63 8,67 1,582 5,202
y = 9461x-6369,4 | 0,9979 kamenice 1,61 5,31 0,972 3,192

y = 9247,4x-286,78 | 0,9992 kapice 8,37 27,66 5,022 16,602

y =5261,2x-729,01 | 0,9991 | mijescCicnice 8,93 29,47 5,362 17,682

PTX2 y = 6857,5x-2456,3 | 0,9981 dagnje 1,79 5,92 1,790 5,92b
y = 7239,6x-8306,5 | 0,9892 kamenice 2,37 7,83 2,37° 7,830

y = 7406,9x-1663,8 | 0,9984 kapice 0,43 1,41 0,43 1,41b

y =7381,8x-1471,9 | 0,9996 | mjescicnice 1,33 4,38 1,330 4,380

AZA1 y=302000x-51941 | 0,9986 dagnje 0,53 1,75 0,53¢ 1,75¢
y = 320626x-153681 | 0,9944 kamenice 1,03 3,41 1,03¢ 3,41¢

y =284875x-38298 | 0,9982 kapice 0,44 1,44 0,44¢ 1,44¢

y = 303880x-53800 | 0,9997 | mjescicnice 0,52 1,71 0,51¢ 1,71¢

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

y = 238914x-48993 | 0,9986 kapice 0,56 1,86 1,01¢ 3,35¢

y = 249394x-68193 | 0,9986 | mijescCicnice 0,50 1,65 0,90¢ 2,97¢

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

y = 236460x-35955 | 0,9966 kapice 0,42 1,37 0,59¢ 1,92¢

y = 257507x-60244 | 0,9994 | mjescicnice 0,45 1,47 0,63¢ 2,06¢

YTX y = 183,11x-339,68 | 0,9938 dagnje 14,27 47,09 14,274 47,094
y = 184,81x-341,31 | 0,9990 kamenice 11,13 36,73 11,134 36,73¢

y =184,1x+68,773 | 0,9990 kapice 16,93 55,88 16,93¢ 55,884

y = 183,65x-336,86 | 0,9987 | mjescicnice 7,97 26,30 7,97¢ 26,30¢

homo y = 181,3x-400,7 | 0,9956 dagnje 9,32 30,76 9,324 30,76¢
YTX y = 182,02x-468,89 | 0,9984 |  kamenice 6,05 19,96 | 6,05¢ |  19,96¢
y = 185,84x-402,37 | 0,9996 kapice 12,14 40,05 12,144 40,054

y = 182,04x-381,54 | 0,9973 | mjescicnice 5,04 16,65 5,044 16,65¢

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 | mijescicnice 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 | mijesciénice 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 | mijesCi¢nice 0,63 2,07 n.p. n.p.

4.1.5. Ponoviljivost i unutarlaboratorijska obnovljivost

n.p. nije primjenjivo
aug OA ekv.kg™'
bug PTX2 ekv.kg™
°ug AZA ekv.kg™'
dug YTX ekv.kg™

Ponovljivost i unutarlaboratorijska obnovljivost odredene su ispitivanjem slijepih uzoraka

obogacenih analitima na tri odnosno Cetiri koncentracijske razine, ovisno o fikotoksinu.

Izradun

parametara ponovljivosti i

unutarlaboratorijske  obnovljivosti

na razliditim

koncentracijskim razinama proveden je primjenom programa InterVAL Plus Software.

Dobivene vrijednosti CV i iskoristenja prikazani su u Tablicama 11-16. Kromatogrami slijepih

uzoraka obogacenih analitima prikazani su u Prilozima 4-7.

Tablica 11 CV ponoviljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i RC za metodu

odredivanja 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/ugkg™; pon ponovljivost

; obn unutarlaboratorijska obnovljivost
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Tablica 12 CV ponoviljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i RC za metodu odredivanja 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 85| 92,1 120,0 9,7 10,1 89,1 120,0 6.9 79| 97,7 120,0 8,2 10,0 | 947
144,0 6,7 78| 93,0 150,0 8,5 98| 892 148,3 7.1 7,7 94,7 150,0 6,7 80| 924
150,0 6,7 7,7 | 932 150,1 8,5 98| 892 150,0 7.1 77| 945 153,9 6,6 78| 922
164,4 6,6 76| 935 180,0 7,8 10,2 | 893 173,8 7,2 7,7 92,8 176,5 5,8 68| 91,0
180,0 6,6 7,7 939 181,2 7,7 10,3 | 893 180,0 7.3 7,7 924 180,0 57 6,6 | 909
210,0 6,6 82| 944 210,0 73 10,8 | 89,3 210,0 7.4 79| 909 210,0 4,9 58| 897
240,0 6,5 89| 947 240,0 7,0 11,3 894 240,0 7,5 8,1 89,8 240,0 4,4 52| 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 54 97| 97,0 120,0 13,7 17,3 | 86,9 120,0 7,6 126 | 923 120,0 10,6 18,0 | 83,6
149,9 55 80| 963 150,0 13,6 16,0 | 87,7 150,0 7,6 14| 92,6 150,0 8,4 146 | 86,5
150,0 55 80| 963 169,5 13,6 155 | 88,0 180,0 7,6 10,6 | 92,8 165,3 7,7 135 87,5
171,8 55 72| 959 180,0 13,5 153 | 88,2 210,0 7,6 10,1 93,0 180,0 7.1 12,7 | 88,4
180,0 55 71 95,8 210,0 13,5 14,7 | 88,6 240,0 7,6 9,7 | 93,1 201,8 6.4 11,7 895
210,0 55 6,7 | 955 222,5 13,5 146 | 887 370,0 7,6 93| 934 210,0 6,2 11,4 898
240,0 55 65| 953 240,0 13,4 144 | 88,8 500,0 7,5 9,1 93,5 240,0 55 10,5 | 90,8

W koncentracijska razina/ugkg™; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost
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Tablica 13 CV ponoviljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i RC za okadai¢nu skupinu LT

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 75| 95,1450 6,2 71 96,4 | 45,0 12,8 16,6 | 99,7
56,5 7,0 86| 924|550 6,0 6,8 | 92,3 | 52,7 6,2 68| 96,9 | 56,5 13,2 159 | 96,3
68,0 6,5 74| 92,8 | 56,5 6,0 68| 91,9 | 56,5 6,1 6,7| 971|674 13,5 15,5 | 94,1
79,0 6,1 6,7 | 93,1 | 63,1 59 6,6 | 90,7 | 59,1 6,1 6,6 | 97,2680 13,6 15,5 94,0
90,0 59 6,3| 934 |68,0 59 6,5| 89,9 | 68,0 6,1 64| 976|790 13,8 153 | 92,5
295,0 50 68| 94,5790 5,8 6,4 | 884|790 6,1 66| 97,9900 14,0 15,1 91,3
500,0 50 7,2 94,7 | 90,0 5,8 6,5 87,4 90,0 6,1 6,8 | 98,1
W koncentracijska razina/ugkg™; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost
Tablica 14 CV ponoviljivosti, 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 54 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 71 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/ugkg; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost
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Tablica 15 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i R za jesotoksine

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
14121 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
W koncentracijska razina/ugkg™; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost
Tablica 16 CV ponovljivosti, CV unutarlaboratorijske obnovljivosti i R za ciklicke 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 71 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 34 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/ugkg; pon ponovljivost; obn unutarlaboratorijska obnovljivost
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4.1.6. Mjerna nesigurnost

Rezultati odredivanja proSirene mjerne nesigurnosti za sve fikotoksine obuhvaéene ovim

istraZivanjem na razli€itim koncentracijskim razinama, prikazani su u Prilozima 9-11.

4.2. ANALIZA PRIKUPLJENIH UZORAKA

Odredivanjem pojavnosti i koncentracija hidrofilnih i lipofilnih fikotoksina u Skoljkasima i
mjes€icnicama, provedenim metodama opisanim pod 3.2.6.-3.2.8., utvrdeno je njihovo
prisustvo u svim vrstama tijekom cijelog razdoblja istrazivanja. Od ukupno 676 ispitanih
uzoraka, u 452 (67%) utvrdena je koncentracija jednog ili viSe 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 mjescCiénica (29%). Vrsta fikotoksina, uclestalost pojavnosti (frekvencija),
prosje€na, te najmanja i najve¢a utvrdena koncentracija pojedinacnih 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 dagniji i kamenica sa svih

lokaliteta
Dagnje Kamenice

Analit F/% (n) Prosje¢na C = SD (min.-maks. F/% (n) | Prosje¢na C = SD (min.-maks.

konc.)/ugkg’ konc.)/ugkg™’
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 2 LOQ

U 230 uzoraka kvantificiran je jedan od analiziranih fikotoksina, dok je u njih 222 utvrdena
istovremena pojavnost kombinacije dva do pet razliitih fikotoksina, Sto je prikazano u
Tablici 18. Kao najucestalija utvrdena je kombinacija dva fikotoksina u 159 uzoraka, dok je
49 uzoraka sadrzavalo kombinaciju od tri fikotoksina, devet uzoraka kombinaciju od Cetiri, te

je u pet uzoraka utvrdena kombinacija pet razlicitih fikotoksina.
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Tablica 18 Broj uzoraka sa utvrdenim razlicitim 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

prikuplienim sa osam razli€itih lokaliteta. Lokaliteti na kojima u niti jednom uzorku nije

detektiran navedeni toksin nisu uklju€eni u tabli¢ni prikaz rezultata, a oni na kojima su

fikotoksini kvantificirani u manje od tri uzorka nisu ukljueni u statisticku obradu. Analizom

podataka utvrdena je statistiCki znacajna razlika u pojavnosti na razliitim lokalitetima za OA
(p < 0,001), SPX1 (p = 0,049), GYM (p < 0,001) i PnTX-G (p = 0,001), dok nije utvrdena 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) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg-" Maks./ugkg'
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; medu vrijednostima nije utvrdena statisticki

znacajna razlika (p > 0,05)

Tablica 20 Pojavnost GTX2,3 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta

Lokalitet | % =LOQ (n) Prosje¢na C + SD/ugkg™! Min./ugkg! Maks./ugkg-
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

% =L0Q (n)

Prosje¢na C + SD/ugkg™’

Min./ugkg-

Maks./pugkg!

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) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg Maks./ugkg!
L1 32,7 (17) 64,0320 + 75,89 30,05 347,78
L2 32,7 (17) 47,20+ 23,42 30,24 113,23
L3 13,5 (7) 54,502 + 22,99 33,05 101,63
L4 13,5 (7) 42,46+ 14,29 30,22 71,93
L5 9,6 (5) 174,202+ 116,29 45,93 338,21
L6 9,6 (5) 148,932 + 88,38 76,41 257,33
L7 7,7 (4) 37,982 + 593 30,58 45,02
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L8 9,6 (5) | 32,400+ 3,72 | 30,08 38,99
razlike vrijednosti unutar stupca oznacene razli¢itim slovom (2, °) statisticki su znac¢ajne (p < 0,05)
Tablica 23 Pojavnost PTX2 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta
Lokalitet % = LOQ (n) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg-! Maks./pugkg-"
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) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg Maks./ugkg!
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) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg" Maks./ugkg!
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; medu vrijednostima nije utvrdena statisticki
znacajna razlika (p > 0,05)
Tablica 26 Pojavnost YTX u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta
Lokalitet % 2 LOQ (n) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg Maks./ugkg!
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

medu vrijednostina nije utvrdena statistiCki znacajna razlika (p > 0,05)

Tablica 27 Pojavnost SPX1 u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta
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Lokalitet % = LOQ (n) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg-" Maks./ugkg'
L1 42,3 (22) 5,45+ 1,66 3,46 10,90
L2 44,2 (23) 6,47°+ 2,76 3,51 11,93
L3 48,1 (25) 5,04+ 1,68 3,62 10,62
L4 59,6 (31) 6,70°+ 2,74 3,563 13,51
L5 40,4 (21) 5,962 + 3,18 3,46 16,02
L6 34,6 (18) 6,432 + 3,48 3,74 15,79
L7 11,5 (6) 3,862+ 0,23 3,52 4,11
L8 1,9 (1) 3,81* n.p. n.p.

n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti unutar stupca oznacene razli¢itim slovom (2, °) statisti¢ki su

znacajne (p < 0,05)

Tablica 28 Pojavnost GYM u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta

Lokalitet % = LOQ (n) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg Maks./ugkg"
L1 19,2 (10) 3,792 + 1,37 1,44 6,97
L2 21,2 (11) 3,362 + 1,31 1,01 5,21
L3 38,5 (20) 4,782+ 1,18 2,92 7,92
L4 28,8 (15) 7,122b + 4,96 0,93 15,64
L5 36,5 (19) 4,273 + 1,48 1,37 7,57
L6 7 (4) 6,412 + 7,33 0,92 17,20
L7 17,3 9) 2,880+ 1,27 0,64 4,53
L8 26,9 (14) 2,96+ 1,08 0,73 4,73

razlike vrijednosti unutar stupca oznacene razli¢itim slovom (2, °) statisticki su znac¢ajne (p < 0,05)

Tablica 29 Pojavnost PnTX-G u dagnjama prikupljenim sa osam lokaliteta

Lokalitet % 2 LOQ (n) Prosje¢na C + SD/ugkg™’ Min./ugkg-' Maks./pugkg!
L1 8(2) 2,34 £ 2,33 0,69 3,99
L2 8 (3) 0,75% + 0,15 0,60 0,90
L3 6 (5) 1,16+ 0,29 0,84 1,52
L4 69,2 (36) 3,362+ 1,34 1,74 6,87
L5 8 (2) 1,83+ 1,29 0,91 2,74
L6 5,7 (3) 1,510+ 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 oznacene
razli¢itim slovom (2, ®) statisti¢ki su znacajne (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 razli€itim 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 % 2 LOQ (n) Prosje¢na C = SD/ugkg! (Min.-Max.)/ugkg-" Analit % = LOQ (n) Prosje¢na C + SD/ugkg' (Min.-Max.)/ugkg-!
DA (3,8) 2 5,062 + 3,56 (2,54-7,58) DA 13,5 (7) 49,200+ 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) 7,123+ 4,96 (0,93-15,64) GYM 88,5 (46) 12,82+ 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 oznacene razli¢itim slovom (2, ) statisti¢ki su znacajne (p < 0,05)
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Tablica 31 Pojavnost fikotoksina u kamenicama, kapicama i mjeS&iénicama prikuplienim sa lokaliteta L9

Kamenice Kapice Mjesciénice

Analit % = LOQ (n) A C + SD (Min.-Max.)/ugkg™" | Analit % = LOQ AC+SD Analit % = L0Q AC+tSD

(n) (Min.-Max.)/ugkg™ (n) (Min.-Max.)/ugkg™
DA 19,2 (10) 138,562 + 244,81 (1,41- DA 51,9 (27) | 166,262+ 243,09 (1,66-809,54) DA 26,9 (28) 5,80+ 6,78 (1,26-24,33)

809,35)

GYM 90,4 (47) 6,742+ 1,96 (2,68-10,97) | GYM 5,8 (3) 4,230+ 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) 5,67* 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 prosje¢na koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti unutar retka oznacene razli¢itim slovom (2, ) statisticki su
znacajne (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 utvrden niti jedan od
fikotoksina izostavljene su iz tabliCnog prikaza podataka, a one u kojima su fikotoksini

kvantificirani u manje od tri uzorka nisu ukljucene u statisticku obradu.

Za dagnje (Tablica 32) je utvrdena statisti¢ki znaCajna razlika u prosje¢nim koncentracijama
OA u proljetnoj sezoni u odnosu na jesen i zimu (p < 0,001). Kod YTX utvrdena je razlika u
pojavnosti izmedu ljeta i jeseni (p = 0,025), dok se pojavnost GYM u jesen razlikuje u odnosu
na ostale sezone (p = 0,038). Znacajna je razlika u pojavnosti SPX1 u ljetnoj i jesenskoj
sezoni u odnosu na zimsku i proljetnu (p < 0,001), dok je za PnTX-G utvrdena znacajna
razlika izmedu jesenske sezone u odnosu na zimu i prolje¢e (p = 0,023). Statisticki znac¢ajna

razlika nije utvrdena u sezonskoj pojavnosti DA (p = 0,775) i AZA2 (p = 0,668) u dagnjama.

StatistiCki znacajna razlika utvrdena je kod kamenica (Tablica 33) u sezonskoj pojavnosti
GYM u ljetnim mjesecima u odnosu na prolje¢e i zimu (p = 0,005), te za SPX1, Cija se
pojavnost u proljece razlikuje u odnosu na ljeto i zimu (p = 0,017). Statisti¢ki zna€ajna razlika

medu sezonama nije utvrdena za DA (p = 0,888).

Kod kapica nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u sezonskoj pojavnosti DA (p = 0,067) i
YTX (p = 0,384) (Tablica 34).

Za mijescicnice je uvrdena znacajna 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 ozujka 2019. god.

Sezona | n | %2LOQ(n2L0OQ) | AC+*SD/ugkg’ | Min./jugkg' | Maks./ugkg"
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
proljece 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
proljece 104 1,0 (1) 1736,29* n.p. n.p.
zima 104 1,9 (2) 673,75 + 108,31 597,16 750,34
OA
proljece 104 24 (25) 103,992 + 97,71 30,87 347,78
lieto 104 15,4 (16) 53,493 + 31,97 30,24 141,25
jesen 104 11,5 (12) 35,230 + 4,68 30,08 45,00
zima 104 13,5 (14) 44,35 + 13,01 30,05 66,31
PTX2
zima | 104 ] 1,0 (1) | 30,07* n.p. n.p.
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AZA1
lieto | 104 ] 1,9(2) | 4,97 + 0,05 4,93 5,00
AZA2
prolieée 104 1,9 (2) 3,88+ 0,20 3,74 4,03
lieto 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
proljece 104 20,2 (21) 168,312 + 93,72 77,53 468,92
lieto 104 26,9 (28) 236,06° + 169,15 76,25 668,10
jesen 104 12,5 (13) 135,130 + 53,55 77,52 288,68
zima 104 1,9 (2) 138,43 + 75,19 85,27 191,59
SPX1
proljece 104 63,5 (66) 6,85 + 3,29 3,46 16,02
lieto 104 40,4 (42) 4,745+ 1,13 3,46 7,71
jesen 104 2,9 (3) 4,26° + 0,14 4,11 4,40
zima 104 34,6 (36) 5,732 + 1,92 3,66 12,32
GYM
proljece 104 3,8 (4) 3,66° + 2,91 1,07 6,67
lieto 104 57,7 (60) 3,862 + 2,32 0,64 13,47
jesen 104 35,6 (37) 5,46P + 3,43 3,28 17,20
zima 104 1,0 (1) 3,52* n.p. n.p.
PnTX-G
proljece 104 14,4 (15) 1,992 + 0,59 1,42 3,81
lieto 104 23,1 (24) 2,692 +1,89 0,60 6,87
jesen 104 11,5 (12) 3,72 +1,16 1,51 5,75
zima 104 2,9 (3) 2,172+ 0,29 1,84 2,38

A C prosjecna koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenijivo;

razlike vrijednosti

unutar stupca oznacene razli¢itim slovom (2, P) statisti¢ki su znacajne (p < 0,05); medu neoznacenim
vrijednostima unutar stupca uklju€enim u statisticku obradu nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p

> 0,05)

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

Sezona | n | %2LOQ(n2LOQ) | AC+SD/ugkg" | Min/ugkg' | Maks./ugkg"
DA
proljece 26 23,1 (6) 77,69 + 77,20 10,06 212,37
lieto 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
lieto | 26 | 39(1) | 50,68* n.p. n.p.
OA
proliece 26 3,9(1) 49 4* n.p. n.p.
zima 26 3,9(1) 50,17* n.p. n.p.
YTX
jesen | 26 | 39(1) | 112,16* n.p. n.p.
SPX1
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proljece 26 92,3 (24) 10,102 + 4,67 3,61 19,98
lieto 26 65,4 (17) 10,67° + 8,96 3,86 36,45
jesen 26 23,1 (6) 4,492 + 0,87 3,44 6,06
zima 26 61,5 (16) 5,88° + 2,00 3,46 9,46
GYM
proljece 26 80,8 (21) 7,552 + 2,24 3,59 12,35
lieto 26 96,2 (25) 13,15 + 9,02 2,68 39,85
jesen 26 84,6 (22) 9,28%b + 4,89 4,08 23,82
zima 26 96,2 (25) 8,622 + 2,95 5,47 17,16
PnTX-G
jesen | 26 | 39(1) | 3,59" | n.p. | n.p.

A C prosjecna koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti
unutar stupca oznacene razli¢itim slovom (2, P) statisti¢ki su znacajne (p < 0,05); medu neoznacenim
vrijednostima unutar stupca uklju¢enim u statisticku obradu nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika (p
> 0,05)

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

Sezona | n | %=2L0Q(n2L0Q) | A CtSDiugkg! Min./ugkg-' | Maks./ugkg-!
DA

proljece 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

proljece 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

proljece 13 7,7 (1) 1,59* n.p. n.p.

lieto 13 7,7 (1) 3,66* n.p. n.p.

zima 13 7,7 (1) 7,44% n.p. n.p.

A C prosje€na koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; medu neoznacenim
vrijednostima unutar stupca uklju€enim u statisticku obradu nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p
> 0,05)
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Tablica 35 Sezonska pojavnost fikotoksina u mjes€iénicama u razdoblju od travnja
2018. do ozujka 2019. god.

Sezona | n | %2L0OQ(n2L0Q) | A C + SD/ugkg"’! | Min./ugkg" | Maks./ugkg"
DA

proljece 26 11,5 (3) 2,242+ 0,25 1,98 2,48

lieto 26 3,8 (1) 1,44 n.p. n.p.

jesen 26 19,2 (5) 17,44° + 9,57 1,26 24,33

zima 26 73,1 (19) 3,632+ 1,54 1,58 6,67
SPX1

jesen | 26 | 38(1) | 3,69* n.p. | n.p.
GYM

lieto \ 26 | 38 (1) | 4,73* n.p. | n.p.

A C prosjec€na koncentracija; *jedina izmjerena koncentracija; n.p. nije primjenjivo; razlike vrijednosti
unutar stupca oznacene razli¢itim slovom (2, ) statisti¢ki su znac¢ajne (p < 0,05)

4.3. PROCJENA IZLOZENOSTI POTROSACA

Uzimajuéi u obzir prosjeénu masu konzumenata u RH, utvrdena je veli€ina porcije u odnosu
na tjelesnu masu u slu€aju konzumacije prosje¢ne i najvece porcije u RH, te velike porcije
koja prema misljenju EFSA iznosi 400 g (EFSA, 2009.e). U sluaju konzumacije Skoljkasa
koji sadrze LT, veli€ina konzumirane porcije korigirana je zbog njihovog koncentriranja uslijed
gubitka vode tijekom kuhanja. Veli¢ine porcija po kg tjelesne mase prikazane su u Tablici
36.

Tablica 36 VeliCina porcije u odnosu na tjelesnu masu

Veli¢ina porcije Masa porcije u odnosu na tjelesnu
masu/gkg' t.m.
prosjecna porcija u odnosu na tjelesnu masu 0,42
najveca porcija u odnosu na tjelesnu masu 1,07
korigirana prosjecna porcija u odnosu na tjelesnu masu? 0,63
korigirana najveca porcija u odnosu na tjelesnu masu? 1,60
velika porcija® u odnosu na tjelesnu masu 4,90
korigirana velika porcija® u odnosu na tjelesnu masu? 7,34

a0dnosi se na LT; porcija od 400 g

Tablice 37-42 prikazuju izloZzenost potrosata u RH fikotoksinima za koje su legislativom
utvrdene NDK (uklju€uju¢i i PTX Ccije su NDK ukinute Uredbom Europske Komisije
2021/1374), tijekom 2018. i 2019. god., a koja se temelji na prehrambenim navikama
potroSata (Tablica 5) i koncentracijama fikotoksina utvrdenim u uzorcima S$koljkasa
prikupljenim tijekom ovog istrazivanja. Udio u ARfD utvrden je u slu€aju konzumacije

prosjec¢ne i najvece porcije u RH, kao i u slu€aju konzumacije velike porcije od 400 g (EFSA,
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2009.e). Prikazan je broj uzoraka u kojima su utvrdene koncentracije = LOQ, te u odnosu na
njihov broj udio uzoraka &ijom bi se konzumacijom premasila ARfD u slu€aju konzumacije
prosjeCne i najveCe porcije, te velike porcije, uzimajuc¢i u obzir prosje¢nu tjelesnu masu
konzumenata u RH. Prilikom utvrdivanja izlozenosti potroSata LT u izraCun su uzete
nekorigirane i korigirane porcije zbog koncentriranja LT uslijed termiCke obrade (EFSA,
2009.1).

U Tablici 43 prikazana je teoretska izlozenost potroSaca pri konzumaciji prosjeCne veli€ine
porcije i najveée veli€ine porcije u RH, te velike porcije od 400 g. IzloZzenost se odnosi na

koncentracije fikotoksina u Skoljkasima jednake NDK i prikazana je u odnosu na prosjecnu

tielesnu masu potro$aca u RH (Tablica 5), te je utvrden njen udio u ARfD.

Tablica 37 IzloZzenost potroSaca DA u RH tijekom 2018.-2019. god.

N> LOQ IzloZzenost Prosje¢na Najveca Velika porcija?
porcija u RH porcija u RH
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. izlozenost/ugkg' t.m. 0,001-0,34 0,001-0,87 0,01-3,96

N broj uzoraka sa koncentracijama ve¢im od LOQ; n broj uzoraka ¢ijom konzumacijom bi se premasila
ARfD; n.p. nije primjenjivo; 2porcija od 400 g

Tablica 38 Izlozenost potrosa¢a PST u RH tijekom 2018.-2019. god.

N >LOQ IzloZzenost Prosje¢na Najveca Velika porcija?
porcija u RH porcija u RH
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. izlozenost/ugkg" t.m. 0,01-0,77 0,03-1,95 0,14-8,96

N broj uzoraka sa koncentracijama ve¢im od LOQ; n broj uzoraka ¢ijom konzumacijom bi se premasila

ARTD; @porcija od 400 g

Tablica 39 Izlozenost potroSa¢a OA u RH tijekom 2018.-2019. god.

N >LOQ IzloZenost Prosje¢na Najveca Velika porcija?
porcija u RH porcija u RH
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. izloZzenost/ugkg"' t.m. 0,01-0,15 0,03-0,37 0,15-1,70
IzloZzenost s korekcijom porcije za LT®

% > 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. izloZzenost/ugkg t.m. 0,02-0,22 0,05-0,56 0,22-2,55

N broj uzoraka sa koncentracijama vec¢im od LOQ; n broj uzoraka &ijom konzumacijom bi se premasila
ARfD; n.p. nije primjenjivo; 2porcija od 400 g; Pkorigirana porcija u odnosu na t.m.
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Tablica 40 |zloZzenost potroSaca PTX u RH tijekom 2018.-2019. god.

N >L0OQ IzloZzenost Prosje¢na Najveca Velika porcija@
porcija u RH porcija u RH
1 % > ARfD (n) n.p. n.p. n.p.
Min.-Max. % ARfD 1,58* 4,02* 18,40
Min.-Max. izlozenost/ugkg-! t.m. 0,01* 0,03~ 0,15*
IzloZzenost s korekcijom porcije za LT®

% > ARTD (n) n.p. n.p. n.p.
Min.-Max. % ARfD 2,37* 6,02* 27,61*
Min.-Max. izlozenost/ugkg-' t.m. 0,02 0,05* 0,22*

N broj uzoraka sa koncentracijama ve¢im od LOQ; n broj uzoraka ¢ijom konzumacijom bi se premasila
ARfD; n.p. nije primjenjivo; 2porcija od 400 g; Pkorigirana porcija u odnosu na t.m.; *jedina utvrdena
vrijednost

Tablica 41 |zloZzenost potroSaca AZA u RH tijekom 2018.-2019. god.

N >LOQ IzloZzenost Prosje¢na Najveca Velika porcija@
porcija u RH porcija u RH
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. izlozenost/ugkg t.m. 0,002-0,006 0,006-0,015 0,03-0,07
Izlozenost s korekcijom porcije za LT

% > ARTD (n) n.p. n.p. n.p.
Min.-Max. % ARfD 1,70-4,38 4,32-11,12 19,80-50,95
Min.-Max. izlozenost/ugkg" t.m. 0,003-0,01 0,01-0,02 0,04-0,10

N broj uzoraka sa koncentracijama ve¢im od LOQ; n broj uzoraka ¢ijom konzumacijom bi se premasila
ARfD; n.p. nije primjenjivo; 2porcija od 400 g; Pkorigirana porcija u odnosu na t.m.

Tablica 42 |zloZzenost potroSaca YTX u RH tijekom 2018.-2019. god.

N >LOQ IzloZzenost Prosje¢na Najveca Velika porcija®
porcija u RH porcija u RH
90 % > ARTD (n) n.p. n.p. n.p.
Min.-Max. % ARfD 0,13-1,13 0,33-2,85 1,51-13,09
Min.-Max. izloZzenost/ugkg' t.m. 0,03-0,28 0,08-0,71 0,38-3,27
IzloZzenost s korekcijom porcije za LT

% > 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. izloZzenost/ugkg"' t.m. 0,05-0,42 0,12-1,07 0,57-4,91

N broj uzoraka sa koncentracijama vec¢im od LOQ; n broj uzoraka &ijom konzumacijom bi se premasila
ARfD; n.p. nije primjenjivo; 2porcija od 400 g; Pkorigirana porcija u odnosu na t.m.
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Tablica 43 IzloZenost potrosaca u slu€aju koncentracija fikotoksina jednakih NDK

Skupina IzloZzenost temeljena na veli€ini porcije u RH Velika porcija?
fikotoksina . . o .
prosje¢na porcija najvecéa porcija
izlozenost/ugkg' t.m. % ARfD izlozenost/ugkg" t.m. % ARfD izlozenost/ugkg" 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 0,10 | 22,46 | 33,69° 0,17 0,26° | 56,97 85,46 0,78 1,180 261,14 391,71
PTX 0,07 0,10 8,42 | 12,63° 0,17 0,26° | 21,36 32,05 0,78 1,18° 97,93 146,89°
AZA 0,07 0,10 | 33,69 | 50,54° 0,17 0,26° | 85,46 128,19° 0,78 1,18° 391,71 587,57°
YTX 1,58 2,37° 6,32 9,48 4,01 6,01° | 16,02 24,040 18,36 27,54° 73,45 110,17°

aporcija od 400 g; Pkorigirana porcija u odnosu na t.m. zbog koncentriranja LT uslijed termitke obrade
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5. Rasprava

5.1. VALIDACIJA METODA

Usporedbom rezultata validacijske studije sa zahtjevima zakonodavstva moze se donijeti
zaklju€ak o prihvatljivosti analiziranih parametara za pojedine analite, odnosno potvrda da su

metode prikladne za kvantitativno odredivanje fikotoksina u SkoljkaSima i mjes¢i¢nicama.

Kromatogrami slijepih uzoraka (Prilozi 4c, 5c, 6b, 7c) pokazuju da nema interferencija koje

potje€u od matriksa u RT analita, §to ukazuje na specificnost metoda.

Kod metoda tekulinske kromatografije u sprezi sa spektrometrijom masa, koeluirajuce
komponente iz matriksa utje€u na ucinkovitost ionizacije i odredivanja analita, naroCito kod
LC-MS sustava koji koriste ionizaciju elektrorasprienjem (ESI). Spomenute komponente
negativho utjeCu na osjetljivost, selektivnost, preciznost, ponovljivost i linearnost metode,
Cime je vazno u postupku validacije metode ispitati utjecaj matriksa (Trufelli i sur., 2010.;
Cortese i sur., 2020.). Utjecaj matriksa na ionizaciju ocCituje se kao smanjenje ili pojacanje
signala analita, $to mozZe dovesti do pogresSne 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 veéa vrijednost ukazuje na pojacanje ionizacije (Zhou i sur., 2017.). Ukoliko je SSE vedi
od 10% smatra se da je utjecaj matriksa znacajan (NATA, 2012.). Iz vrijednosti SSE za
metodu odredivanja DA, prikazanih u Tablici 6, razvidno je da je utjecaj matriksa zna€ajan u
svih analiziranih vrsta Skoljkasa i mjeSci¢nicama. Kod svih je prisutna supresija iona, a
najve¢a razlika u vrijednosti nagiba kalibracijskog pravca uoCava se kod kamenica, a
najmanja kod mjeS¢€i¢nica. Supresija iona Cesta je u primjeni LC-MS/MS instrumentale
tehnike, narocito pri primjeni ionizacije u pozitivnom polaritetu (Panuwet i sur., 2016.), koja je
koriStena u ovoj metodi. Usporedbom nagiba kalibracijskog pravca u ekstraktima matriksa
medusobno, znacajna razlika primije¢ena je kod mjes€i¢nica u odnosu na nagib pravca u
ekstraktu dagnji, kamenica i kapica, dok izmedu navedena tri matriksa $koljkada nema
znacajne razlike, dakle, ne iznosi vise od 10% (NATA, 2012.). lako je SPE jedan od nacina
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 nacin
umanijio njegov utjecaj. Buduci da se vrijednost SSE medu vrstama $koljkasa nije znacajno
razlikovala, za kvantifikaciju DA u dagnjama, kamenicama i kapicama moguce je primijeniti

kalibracijski pravac u ekstraktu bilo kojeg od navedenih Skoljkasa.

Ispitivanjem utjecaja matriksa u metodi za odredivanje LT, uo€ena 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 poja¢anje ionizacije (Tablica 7). Odredena je vrijednost SSE > 10% za sve analite i
matrikse, osim za DTX1 u kamenicama i kapicama, $to ukazuje na znacajan utjecaj matriksa
na ionizaciju. Pojac€anje ionizacije OA iznosilo je od 18% (dagnje) do 23% (kapice), dok je u
slu€aju DTX2 iznosilo od 14% (kapice) do 23% (dagnje). Supresija iona u ekstraktu
mjesCi¢nica iznosila je za oba analita 35%, dok je za DTX1 iznosila 62%, Sto je ujedno i
najveca uoCena supresija. Za PTX2 najve¢a supresija zamijecena je kod dagnji (22%), a
najmanja kod kapica i mjes€icnica (16%). Priblizno ista supresija uoCena je za AZA1 i AZA2,
a najveca je bila u matriksu kapica (22 i 20%), najmanja u kamenica (12 i 13%), dok je za
AZA3 bila veca (od 32% u kamenica do 26% u mje&Cicnica). Za skupinu YTX zamije¢ena je
slicna supresija kod svih matriksa (14 do 17%). U skupini Cl najvec¢a supresija uoena je za
GYM, 17% u kapicama do 28% u kamenicama. Za SPX1 i PnTX-G dobivene su slicne
vrijednosti kod svih matriksa, od 13 do 19%. Navedeni rezultati ukazuju da na ME utjecu
analit i vrsta matriksa, $to je u skladu s prethodnim istrazivanjima viSe skupina autora.
Gerssen i sur. (2009.) u istrazivanju o utjecaju SPE na smanjenje ME kod viSe vrsta
Skoljkasa dosli su do zaklju¢ka da su svi LT podlozni utjecaju matriksa, ali u razlicitoj mjeri.
Primjenom iste metode za odredivanje LT koja je koriStena u ovom istrazivanju, uocili su
najve¢i ME kod OA (pojacanje signala 103% u kapicama) i PTX2 (poja¢anje signala 40% u
kamenicama), dok je u ekstraktu dagnji pod istim uvjetima uocena supresija OA od 39%. Kod
YTX uodili su pojacanje signala, najvece kod dagnji (25%), za razliku od ovog istrazivanja
gdje je kod svih ispitivanih vrsta uoena supresija ionizacije YTX. Supresiju su uo€ili i za
AZA1, od 16% kod dagnji do 40% kod kapica. Razli¢it utjecaj matriksa na pojedine LT u
razli¢itim vrstama Skoljka$a i jezincima uodili su i Garcia-Altares i sur. (2013.) u validacijskoj
studiji metode za odredivanje LT u tri vrste Skoljkasa (dagnje, kamenice, ladinke) i jezincima.
Takoder su uodili pojatanje signala OA u svim matriksima, najvece u ekstraktu dagnji i
kamenica (65 i 54%). AZA1, SPX1 i GYM bili su podlozni supresiji u svim matriksima, PTX2
u vecini njih, kao i YTX. Kao i u ovom, u istrazivanju pojavnosti fikotoksina na Mediteranu,
skupina autora Mattarozzi i sur. (2019.) uoCili su supresivni u€inak matriksa dagnji na
ionizaciju ciklickih imina (GYM i SPX1), no veceg intenziteta (35 i 30%).

Nesto manji utjecaj matriksa u ovom istrazivanju mogao bi se objasniti razrjedivanjem
ekstrakata vodenim dijelom mobilne faze prije instrumentalne analize (s ciliem sprjeCavanja
stvaranja precipitata u LC uredaju), sto se pokazalo jednim od nadina za smanjenje utjecaja
matriksa (Qiu i sur., 2020.). Spomenuti autori su ispitivanjem utjecaja matriksa u ekstraktima
dagniji, kamenica, kapica te ladinki dosli do zaklju¢ka da ME ovisi o toksinu. Uo€ili su izrazitu
supresiju OA u ekstraktima svih vrsta (od 55 do 76%), te pojaCanje ionizacije za PTX2, to je
u suprotnosti s ovim istrazivanjem. lako je uoCena supresija kod DTX1, u istrazivanju ovih

autora bila je znatno izraZenija. Supresija Cl nesto je manja u odnosu na ovo istrazivanje,
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dok je za PnTX-G zabiljezeno pojacanje ionizacije u kamenicama, YTX u dagnjama, kao i

PTX2 u veéini matriksa.

Temeljem vrijednosti SSE iz ovog istrazivanja, moze se zaklju€iti da su svi analiti u
odredenoj mjeri podlozni ME. Stoga je za kvantifikaciju LT mogucée primijeniti kalibracijski
pravac u ekstarktu matriksa kao jedan od nacina za njegovo umanjivanje. Medutim, ukoliko
se istovremeno analiziraju uzorci vise vrsta Skoljkasa, kalibracija u ekstraktu matriksa postaje
neprakticna, s obzirom da su uoCene razlike u intenzitetu ME i medu razli€itim vrstama.
Usporedbom vrijednosti SSE u ekstraktima dagnji, kamenica, kapica i mjeS€i¢nica
medusobno (Tablica 7), kod skupina AZA i YTX, te SPX1 i PnTX-G nije uo€en znacajni ME,
osim kod okadai¢ne skupine za koju je zamijeCena vrlo velika supresija kod ekstrakta
mjesc€icnica, te za GYM kod kojeg je uoCeno pojaCanje ionizacije u ekstraktu kapica u
odnosu na ekstrakt kamenica. Stoga je za sve ispitivane LT moguce Koristiti ekstrakt dagniji,
buduéi da za ovu vrstu nisu uoCene razlike nagiba kalibracijskog pravca > 10% u odnosu na
ostale vrste, osim za mjeSc&iénice, kod kojih je uo€ena znacajna supresija okadaiCne skupine

u odnosu na ekstrakt dagnji.

Linearnost je ispitana linearizacijom kalibracijskih pravaca pojedinih fikotoksina odredivanjem
koeficijenta determinacije R?, pri ¢emu se uobitajeno tezi postizanju vrijednosti $to blizoj
vrijednosti 1. Buduéi da se za kvantifikaciju DA i LT koristio kalibracijski pravac u ekstraktu
matriksa, linearnost pojedinacnih fikotoksina ispitana je za svaki matriks zasebno. Utvrdene
vrijednosti R?> 0,99 (Tablice 8-10) za gotovo sve fikotoksine, u svim matriksima, ukazuju na

prihvatljivu linearnost za sve analite u analiziranom koncentracijskom podrucju.

Granica detekcije i kvantifikacije odredena je na isti naCin za sve analizirane fikotoksine u
svim matriksima. Vrijednosti LOD dobivene validacijom metode za odredivanje DA u ovom
istrazivanju (Tablica 8) od priblizno 0,3 ugkg”, te LOQ od 1,0 pgkg'u svim vrstama
Skoljkasa i mjesci¢nicama prihvatljive su, buduci da je jedan od ciljeva istrazivanja validacija i
primjena metode s nizim vrijednostima LOD i LOQ u odnosu na trenutno referentnu LC-UV
raspona LOD od 0,02 do 1,0 mgkg™'. Osjetljivost metode validirane u ovom istraZivanju
takoder je viSestruko niZza i od LC-MS/MS metoda za odredivanje DA (Beach i sur., 2015.).
Derivatizacijom DA povecala se ucinkovitost ionizacije i umanjio utjecaj kemijskih
interferencija u podrucju nizih vrijednosti m/z, s obzirom na veci m/z molekulskog iona DNS-
DA (545) u odnosu na DA (312 334) (Beach i sur., 2015.). Primjena visokoosijetljive metode

omogucila je detekciju i kvantifikaciju DA u 8koljkadima i mjeS&iénicama u tragovima.

Validacijom metode za odredivanje PST prekromatskom oksidacijom, dobivene vrijednosti
LOD i LOQ prikazane su u Tablici 9 kao koncentracija pojedinacnih analoga izrazena u

ugkg™, te u ug STXdiHCI ekv.kg™ zbog usporedbe s literaturnim podacima. Vrijednosti LOD u
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rasponu su od 0,71 ug STXdiHCI ekv.kg™" (LOQ 2,35 ug STXdiHCI ekv.kg™) u mjeséi¢nicama
za GTX5, do 29,26 pug STXdiHCI ekv.kg” (LOQ 96,54 ug STXdiHCI ekv.kg') za NEO u
dagnjama. Vrijednosti LOD i LOQ za vecinu analita u razli¢itim matriksima manje su od 16,
odnosno 40 ug STXdIHCI ekv.kg™, §to je uvjet prihvatljivosti EURLMB (2020.), dok su za
GTX1,4 i NEO utvrdene viSe vrijednosti. Najveca vrijednost LOD i LOQ za GTX1,4 utvrdena
je u kapicama (20,27 i 66,89 ug STXdiHCI ekv.kg™'), te za NEO u dagnjama (29,26 i 96,54 ug
STXdiHCI ekv.kg™). Vise LOD i LOQ za hidroksilirane u odnosu na nehidroksilirane PST,
utvdene su i u mnogim objavljenim validacijskim studijama. Autori Leal i Cristiano (2022.b)
navode LOD za GTX1,4 i NEO oko 120 i 150 uyg STXdiHCI ekv.kg™’, te LOQ oko 300 i vise
od 400 ug STXdiHCI ekv.kg™. Takoder navode vece vrijednosti u odnosu na ovo istrazivanje
za STX, dcSTX, GTX2,3 i GTX5. Rodriguez-Cabo i sur. (2021.) u istrazivanju pojavnosti PST
i Cl u dagnjama navode LOQ za GTX1,4 i NEO 144 ug STXdiHCI ekv.kg™ za oba toksina, te
manje vrijednosti za STX, dcSTX i GTX5 u odnosu na ovo istrazivanje. Turner i sur. (2009.) u
unutarlaboratorijskoj validaciji AOAC 2005.06 metode navode LOD za GTX1,4 i NEO u
dagnjama 160 i 68 ug STXdIHCI ekv.kg™, te visoke vrijednosti za GTX2,3 i dcGTX2,3 (87 i
53 ug STXdiHCI ekv.kg™"). Takoder, kao rezultat unutarlaboratorijske validacije iste metode u
SkoljkaSima podrijetlom iz Ujedinjenog Kraljevstva, Turner i sur. (2010.) navode LOD za iste
toksine u kamenicama 160 i 150 yg STXdiHCI ekv.kg"' za GTX1,4 i NEO, 100 yg STXdiHCI
ekv.kg' za GTX2,3 i 37 ug STXdIHCI ekv.kg' za dcGTX2,3. S obzirom na NDK PST u
8koljkasima od 800 ug STXdIiHCI ekv.kg™'i navedene rezultate sli¢nih istraZivanja, vrijednosti
LOD i LOQ dobivene validacijom metode za odredivanje PST u ovom istrazivanju smatraju

se prihvatljivima.

Vrijednosti LOD i LOQ LT (Tablica 10), dobivene validacijom EURLMB metode za
odredivanje LT, kre¢u su se od 0,1 0,32 ugkg™ za GYM u dagnjama, do 16,93 i 55,88 ugkg™
za YTX u kapicama. NajniZe vrijednosti imaju skupine Cl i AZA, te PTX2. Toksini okadai¢ne
skupine imaju nesto viSe vrijednosti od prethodno navedenih fikotoksina. Usporedujuéi ove
vrijednosti sa vec¢ objavljenim rezultatima validacijskih studija iste metode, razli€iti autori
navode vrijednosti niZe i viSe u odnosu na ovo istrazivanje. Rossignoli i sur. (2021.) utvrdili
su u razli¢itim vrstama $koljkasa LOQ za OA od 10 ugkg™. Od svih vrsta koje su analizirali,
Garcia-Altares i sur. (2013.) najveéu LOQ vrijednost za OA od 15,2 ugkg™ utvrdili su u
kamenicama. Vec¢u LOQ vrijednost (40 ugkg™) utvrdili su Schirone i sur. (2018.) u razli¢itim
matriksima, dok Zendong i sur. (2015.) te Qiu i sur. (2020.) navode vrijednosti LOD za OA
14,3 i 9,2 ugkg'u dagnjama. Sli¢no je i sa PTX2, budu¢i da Zendong i sur. (2015.) navode
vrlo nisku LOD vrijednost od 1 ugkg™ u dagnjama, dok su Villar-Gonzalez i sur. (2011.)
utvrdili znatno veéu LOQ vrijednost od 50 pgkg' u raznim matriksima. Najvece vrijednosti

LOD i LOQ u ovom istrazivanju utvrdene su za skupinu YTX (Tablica 10), no za tu skupinu
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zakonodavstvom su utvrdene i najviSe NDK u odnosu na ostale, te je udio LOQ maniji od 2%
u odnosu na NDK. Autori Garcia-Altares i sur. (2013.) navode najvece vrijednosti LOQ
upravo za skupinu YTX, od 377,1 ugkg” YTX u dagnjama. Takoder, u istraZivanjima koja su
ukljucivala Cl, vise autora za ovu skupinu navodi niske LOD i LOQ, kao i za azaspiracide
(Cefas, 2011.; Villar-Gonzalez 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
utvrdene NDK, a analizirani su u ovom istraZivanju, najvie vrijednosti LOQ u odnosu na
NDK ima OA u matriksu kamenica (16% od NDK), §to ukazuje da se primjenom validirane

metode svi analiti mogu pouzdano kvantificirati pri koncentracijama znatno niZzima od NDK.

Vrijednosti iskoriStenja za sve tri metode i analite na svim koncentracijskim razinama, unutar
su raspona od -20% do +10% za koncentracije analita 210 ugkg™ utvrdenog Odlukom
komisije 2002/657/EZ (EU, 2002.). U slijepim uzorcima obogacenim DA, prosje¢na vrijednost
RC podjednaka je na svim koncentracijskim razinama i iznosi 93,5% (Tablica 11). Sli¢no
prosje¢no iskoriStenje od 91% utvrdeno za istu metodu navode Beach i sur. (2015.).
Vrijednosti CV ponovljivosti vece su pri nizim koncentracijskim razinama i kre¢u se od 7,9 do

10,1%. Isto se uoCava i kod CV obnovljivosti, Cije se vrijednosti kre¢u od 8,3 do 11,8%.

Rezultati ispitivanja preciznosti metode za odredivanje PST prikazani su u Tablici 12.
Prosjecna vrijednost RC za PST iznosi 91,6%. Najmanje prosje¢no iskoriStenje utvrdeno je
za NEO (88,0%) i C1,2 (88,1%), a najviSe za GTX5 (96,0%). Najmanji prosje¢ni CV
ponovljivosti utvrden je za GTX5 (5,5%), najveci za C1,2 (13,5%), dok su najmaniji i najveci
prosjecni CV obnovljivosti utvrdeni za GTX2,3 (7,2%) i C1,2 (15,4%). Prema rezultatima
preciznosti medulaboratorijske studije objavljene u EURLMB SOP za odredivanje PST
prekolumskom oksidacijom (EURLMB, 2020.), kao i u ovom istrazivanju, najvec¢i CV utvrden
je za C1,2 toksine kvantificirane nakon SPE na C18 kolonicama (31,7% za prosje¢nu
koncentraciju od 169 ugkg™). Sliéna vrijednost utvrdena je za GTX5 u dagnjama, a za ostale

PST ranije utvrdene vrijednosti bile su veée u odnosu na rezultate ovog istraZivanja.

Rezultati preciznosti metode za odredivanje LT prikazani su u Tablicama 13-16. Prosje¢no
iskoridtenje za ovu skupinu fikotoksina iznosi 93,4%, s najnizom vrijednos$¢u od 82,5% za
SPX1, te najveéom za AZA1 od 106,8%. Prosje¢ni CV ponovljivosti krecu 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. Sli¢na vrijednost prosjecnog iskoriStenja metoda za odredivanje LT
u razli€itim vrstama Skoljkada od 93% navedena je u izvjeS¢éu o validaciji metode od strane
agencije Cefas (2011.). Za vecinu fikotoksina utvrdili su manju vrijednost RC, dok je za YTX
utvrdeno priblizno jednako iskoriStenje (96%). CV obnovljivosti navode u rasponu od 3,1%
(GYM) do 21,2% (YTX). Bacchiocchi i sur. (2020.) navode sli¢no iskoristenje za GYM u

dagnjama (94%), no vece za SPX1 (92%). Schirone i sur. (2018.) objavili su sli¢ne prosje¢ne
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vrijednosti iskoridtenja u dagnjama za DTX2, PTX2 i AZA1, ve¢e za DTX1 (98,4%), te manje
za OA (90,5%), AZA1 (89,3%), YTX (90,6%) i homo YTX (91,4%).

Navedene vrijednosti CV utvrdene validacijom metoda za odredivanje DA, PST i LT
prihvatljive su, buducéi da ispunjavaju uvjete propisane Odlukom komisije 2002/657/EZ (EU,
2002.) u pogledu uvjeta preciznosti. Svi utvrdeni CV obnovljivosti manji su od razine
izraCunate Horwitzovom jednadzbom (4) za odgovarajuéi 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 izraCunate jednadzbom (4). CV obnovljivosti analita za koje je utvrdena NDK

maniji je je od CV za maseni udio koji odgovara 1/2 NDK.

5.2. PROFIL FIKOTOKSINA U SKOLJKASIMA | MJESCICNICAMA

Rezultati prikazani u poglavlju 4.2 ukazuju na pojavnost fikotoksina u svim vrstama
obuhvacenim ovim istraZivanjem. U dvije tre¢ine uzoraka detektiran je i kvantificiran jedan ili
viSe fikotoksina. Najmanja pojavnost im je u mjes€icnicama (29%), znacajno vecéa u
dagnjama (68%) i kapicama (75%), dok su kvantificirani u gotovo svim uzorcima kamenica
(98%). Vise od polovine fikotoksina uklju¢enih u ovo istrazivanje nije detektirano u uzorcima.
Od hidrofilnih fikotoksina, kvantificirani su DA, GTX2,3 i GTX1,4, te od lipofilnih toksina OA,
PTX2, AZA1i 2, YTX i sva tri ciklicka imina (Tablice 17 i 31). Najve¢u 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 medu analiziranim vrstama. U uzorcima dagniji prisutni su
svi prethodno navedeni fikotoksini, u kamenicama DA, GTX2,3, OA, YTX i sva tri Cl (Tablica
17), u kapicama DA, AZA2, YTX, SPX1 i GYM, dok je u mjeSCi¢nicama prisutna uglavnom
samo DA (Tablica 31). Takoder, utvrdena je razlika u pojavnosti fikotoksina izmedu razli€itih

lokaliteta, kao i medu sezonama.

5.3. POJAVNOST | KUMULACIJA FIKOTOKSINA

Najvecéa pojavnost utvrdena je za Cl, od kojih je SPX1 detektiran u 61% kamenica i 35%
uzoraka dagnji, dok mu je pojavnost u kapicama i mjes€i¢nicama zanemariva, sa po jednim
uzorkom u kojem je koncentracija =2LOQ. Za GYM je utvrdena najCeSéa pojavnost u
kamenicama (89%), te manja u dagnjama (25%). U kapicama je prisutan u 6% uzoraka, te u
jednom uzorku mjes€i¢nica. PnTX-G nije detektiran u mjesCicnicama, u kamenicama je
kvantificiran u svega jednom uzorku, dok mu pojavnost u dagnjama iznosi 13% (Tablice 17 i

31). Ces¢a pojavnost spirolida u $koljkasima u odnosu na ostale Cl obuhvaéene ovim
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istrazivanjem u skladu je sa objavljenim istrazivanjima mnogih autora. Amzil i sur. (2007.),
EFSA (2010.), Rundberget i sur. (2011.), Garcia-Altares i sur. (2014.), Otero i sur. (2019.) u
istrazivanjima pojavnosti Cl u Skoljkasima prikupljenim iz uzgojnih podrucja i trzista na

podrucju Europe, takoder su utvrdili ve€u pojavnost spirolida u odnosu na ostale CI.

Nekoliko godina nakon prve pojave GYM u Skoljkasima na Mediteranu (Biré i sur., 2002.), CI
se pojavijuju u SkoljkaSima podrijetlom iz Europskih mora uglavhom u niskim
koncentracijama, 3to je u skladu s rezultatima ovog istraZivanja u kojem najvece utvrdene
koncentracije u uzorcima iznose 36,45 ugkg™ SPX1, 39,85 ugkg' GYM i 6,87 ugkg™ PnTX-G
(Tablica 17), dok su prosjecne koncentracije navedenih Cl 6,72 ugkg™, 6,91 ugkg™ i 2,71
ugkg™. Villar-Gonzélez i sur. (2006.) u dagnjama (M. galloprovincialis) iz Spanjolske utvrdili
su koncentracije SPX1 do 20 ugkg', dok Amzil i sur. (2007.) za kamenice (C. gigas)
podrijetiom iz Francuske navode koncentraciju od 47 pgkg™'. U talijanskim dagnjama Pigozzi
i sur. (2008.) navode koncentraciju istog fikotoksina od 13 ugkg', a Bacchiocchi i sur. (2020.)
29,2 ugkg™ SPX (suma prisutnih analoga), te 12,1 ugkg”' GYM. Nesto veée koncentracije
utvrdili su Rundberget i sur. (2011.) koji su u norveskim dagnjama (M. edulis) kvantificirali do
226 ugkg' SPX1 i 115 pgkg™' PnTX-G. Nakon $to je 2003. god. prvi put utvrdena prisutnost
Cl u SkoljkaSima iz Jadranskog mora (Pigozzi i sur., 2008.), provedena su brojna istrazivanja
pojavnosti LT, medutim, mnoga od njih nisu ukljucivala ovu skupinu fikotoksina ili neke od ClI
ukljuéenih u ovo istrazivanje. Stoga nema mnogo podataka o njihovoj pojavnosti u
Skoljkasima i ostalim vrstama morskih organizama podrijetlom s podrucja istoChe obale
Jadrana. Autori NinCevi¢-Gladan i sur. (2011.) u istrazivanju profila LT u dagnjama
prikupljenim na podrucju zapadne obale Istre, detektirali su GYM i SPX1 u koncentracijama <
LOQ (12 ugkg™'), medutim, PnTX-G nije bio uklju¢en u istraZivanje. Sline koncentracije
GYM i SPX1 navode autori Ujevi¢ i sur. (2015.) za dagnje prikupljene iz uzgajaliSta na
juznom Jadranu. Ujevic i sur. (2019.) u istrazivanju profila fikotoksina u prugastim kapicama
(A. tuberculata) i rumenkama (C. chione) navode najvece koncentracije GYM od 15,77 ugkg
'te SPX1 od 5,90 ugkg™.

| u ostalim svjetskim morima zabiljezena je pojavnost Cl u niskim koncentracijama, pa su
tako autori Krock i sur. (2018.) te Alvarez i sur. (2010.) detektirali SPX1 u 3koljkasima iz
Argentine i Cilea, ali ih nisu kvantificirali. Jiang i sur. (2017.) i Chen i sur. (2021.) detektirali
su GYM u $koljkasima u Kini s najve¢im koncentracijama od 2,64 ugkg' odnosno 19 ugkg™,
a posliednje navedeni autori i SPX1 u koncentracijama do 9 ugkg™'. PnTX-G detektiran je u
8koljkasima u Kanadi i Mozambiku s najveé¢im koncentracijama od 83 ugkg™ odnosno 7,7
pgkg™’ (u nehidroliziranim ekstraktima) (McCarron i sur., 2012.; Tamele i sur., 2022.). lako se
Cl u skoljkasima diliem svijeta najéeS¢e pojavljuju u niskim koncentracijama, na nekim

podrucjima zabiljezene koncentracije zna€ajno su vece. Stirling i sur. (2001.) u istraZivanju
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LT u razli€itim vrstama Skoljkasa krajem 20. stolje¢a u Novom Zelandu, navode koncentracije
GYM do ¢ak 23,4 mgkg™, dok su Hess i sur. (2013.) u $koljkasima podrijetlom iz Francuske
utvrdili koncentraciju PnTX-G od 1,2 mgkg™'.

Manju pojavnost u odnosu na Cl u uzorcima ovog istrazivanja imaju LT YTX i OA (Tablice
17 i 31). YTX je najceSCe detektiran u kapicama (48%), s prosje€nom koncentracijom od
140,38 ugkg' (Tablica 31). U dagnjama je prisutan u 15% uzoraka, s ne$to veéom
prosje¢nom koncentracijom od 190,28 ugkg™', dok je pojavnost u samo jednom uzorku
kamenica zanemariva. OA je detektirana uglavhom u dagnjama, u 16% uzoraka s
prosje¢nom koncentracijom 67,15 ugkg™, dok je u ne$to manjoj koncentraciji detektirana u
samo dva uzorka kamenica (Tablica 17). Najveca koncentracija YTX utvrdena je u
dagnjama i znac¢ajno je manja od NDK za ovu skupinu fikotoksina, dok je najveca
koncentracija OA utvrdena takoder u dagnjama i viSe je nego dvostruko vec¢a od NDK za
okadai¢nu skupinu. Od ukupnog broja ispitanih uzoraka njih pet je sadrzavalo OA u

koncentracijama vec¢ima od NDK.

Jesotoksini su prvi put detektirani u Jadranskom moru 1995. god. u dagnjama prikupljenim
na podrucju zapadne obale sjevernog Jadrana (ltalija), a uz njih utvrdeno je i prisustvo OA
(Ciminiello i sur., 1997.). Na podrudju isto¢ne hrvatske obale, YTX i njegovi analozi prvi put
su detektirani 2004. god. u SkoljkaSima podrijetlom iz sjevernog i srednjeg Jadrana, takoder
uz OA (Nincevi¢-Gladan i sur., 2008.). U biopokusom pozitivnim DSP uzorcima, autori su
utvrdili od svih analoga YTX u najvecoj koncentraciji (do 0,203 mgkg™), dok je OA imala
najveé¢u koncentraciju od 185 ugkg™'. Nedugo nakon toga su 2004. i 2005. god. Custovié i
sur. (2014.) kvantificirali YTX i OA u dagnjama iz srednjeg Jadrana u koncentracijama do
468 ugkg™, odnosno 41,31 ugkg™, te 2006. god., takoder u $koljkasima iz srednjeg Jadrana,
YTX u hepatopankreasu dagnji u koncentraciji od 1870 pgkg™ (Custovié i sur., 2009.). U DSP
pozitivnim uzorcima dagnji iz sjevernog i srednjeg Jadrana prikupljenim 2007. godine,
Nin&evic i sur. (2010.) su ponovno utvrdili prisustvo YTX i njegovih analoga u Cetiri od devet
uzoraka $koljkasa (LC-MS/MS metodom) u koncentracijama do 794 ugkg™' (karboksi homo
YTX), te OA u tri od devet uzoraka, s najve¢com koncentracijom od 1041 ugkg™ (slobodna i
esterificirana OA). Arapov i sur. (2015.) takoder u DSP pozitivhim uzorcima dagnji
podrijetlom s isto¢ne obale Jadrana navode najve¢u pojavnost YTX u koncentracijama od
122 do 479 pgkg', ali manju pojavnost OA, s najve¢om koncentracijom od 291 ugkg™. Vréne
koncentracije oba fikotoksina odredene su u uzorcima iz sjevernog Jadrana. Autori ovih, ali i
novijih istrazivanja, navode jesotoksine kao naj¢eSc¢e fikotoksine u Jadranskom moru.
Navedeno potvrduje i istraZivanje autora Tali¢ i sur. (2020.) o pojavnosti LT u dagnjama
prikupljenih tijekom 2017. god.. u srednjem Jadranu, pri cemu je utvrdena pojavnost YTX s

najve¢om koncentracijom od 37,8 ugkg’, te kao i prethodna istraZivanja, povremenu
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prisutnost OA uglavnom u niskim koncentracijama, do najvise 44,7 ugkg'. Dodatno, novije
istrazivanje pojavnosti LT u dagnjama i rumenkama iz srednjeg Jadrana u razdoblju od 2016.
do 2019. god. ukazuje na YTX kao najCeSce fikotoksine u Skoljkasima Jadranskog mora
(Bogdanovi¢ i sur., 2022.). Utvrdeni su u koncentracijama od 0,03 mgkg™" u rumenkama do
1,375 mgkg™' u dagnjama. Isti autori navode pojavnost OA u manje od 1% ispitanih uzoraka

s najve¢om utvrdenom koncentracijom ukupne OA od 77 ugkg™.

NajvecCa koncentracija YTX utvrdena u uzorcima SkoljkaSa u ovom istrazivanju, kao i u
prethodno navedenima, manja je od zakonodavstvom utvrdene NDK za skupinu jesotoksina,
medutim, za razliku od spomenutih istraZivanja, u ovom nije utvrdena ¢eS¢a pojavnost YTX u
odnosu na ostale skupine fikotoksina. U navedenim istrazivanjima, vecina autora ili ne
navodi LOQ koridtenih metoda ili istrazivanja ne ukljuCuju CI, $to onemogucéuje usporedbu.
Jedan od mogucih razloga manje pojavnosti YTX u ovom istrazivanju je to $to su za skupinu
YTX utvrdene znatno vece vrijednosti LOQ metode u odnosu na LOQ CI u ovom istrazivanju
(30 i vise puta vece), za koje je utvrdena najvecéa pojavnost. Medutim, &ak i ukoliko se uzmu
u obzir uzorci u kojima YTX nisu kvantificirani, ali su detektirani u koncentracijama > LOD, CI
i dalje dominiraju svojom pojavnos¢u. Osim ovog, pojedina istrazivanja na Skoljkasima iz
srednjeg i juznog Jadrana takoder ukazuju da YTX nisu naj¢eS&¢i fikotoksini u Skoljkasima iz
hrvatskog dijela Jadrana (Ujevi¢ i sur., 2015.; 2019.).

U Skoljkasima iz Jadranskog, ali i iz drugih mora, YTX su detektirani i u vecCim
koncentracijama. Rubini i sur. (2021.) navode viSe desetaka uzoraka Skoljkasa podrijetlom iz
talijanskog dijela sjevernog Jadrana u razdoblju od 2012. do 2020. god. u kojima je
koncentracija YTX bila ve¢éa od NDK. Liu i sur. (2016.) utvrdili su YTX u dagnjama
podrijetiom iz Kine u koncentracijama do 3,9 mgkg', dok autori Liu i sur. (2017.) u

hepatopankreasu japanskih kapica navode najvecu koncentraciju 5,67 mgkg™.

Jedini detektirani analog okadai¢ne skupine u ovom istrazivanju je OA, Cija je CeS¢a
pojavnost u odnosu na ostale toksine skupine, u skladu s ranije navedenim istrazivanjima
SkoljkaSa iz Jadranskog mora. Takoder je jedini LT €ija je koncentracija premasila NDK
tijekom ovog istrazivanja (Prilog 7). Po pitanju utvrdenih koncentracija OA, u skladu su s
dosad objavljenim istrazivanjima u Skoljkasima Jadrana u kojima se navodi odsutnost OA
(Ujevi¢ i sur., 2015.; Ujevi¢ i sur., 2019.), te raspon od niskih i srednjih koncentracija
(Orhanovi¢ i sur., 1996.; Custovié¢ i sur., 2014.; Tali¢ i sur., 2020.; Bogdanovi¢ i sur., 2022.)
pa sve do koncentracija veéih od NDK (Nin¢evi¢-Gladan i sur., 2008.; NinCevi¢-Gladan i sur.,
2010.; Arapov i sur., 2015.). Rezultati ovog i navedenih istrazivanja ukazuju na to da iako je
OA uglavnom prisutna u niskim koncentracijama, Skoljkasi mogu kumulirati ovaj fikotoksin u
velikim koncentracijama koje mogu ugroziti zdravlje ljudi, sto se povremeno na podrucju

sjevernog Jadrana i dogada. Sli¢na pojavnost zabiljeZena je i u drugim morima. Pregledom
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rezultata srodnih istrazivanja u Europi i svijetu, moze se uoditi da su koncentracije toksina
okadai¢ne skupine bile manje od LOD ili da je utvrdena 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 ve¢im od NDK (Amazil i sur., 2007.; Deeds i sur.,
2010.; Taylor i sur., 2013.; Ben Haddouch i sur., 2017.; Garcia-Altares i sur., 2016.; Otero i
sur., 2019.), pa sve do izuzetno velikih koncentracija utvrdenih u Skoljkasima iz Kine (oko 3,5
mgkg™) (Li i sur., 2012.b), Irske (7,8 mgkg™') (Salas i Clarke, 2019.), Argentine (11,8 mgkg™")
(Turner i sur., 2015.) te iz Gréke (do oko 50 mgkg™) (Prassopoulou i sur., 2009.).

Aciliranjem toksina okadaicne skupine uz pomo¢ enzima, u SkoljkaSima nastaju njihovi
acilirani derivati (DTX3), Sto se smatra vaznim korakom u procesu njihove depuracije
(Rossignoli i sur., 2011.). lako je toksi¢nost esterificiranih oblika manja, suprotan proces -
enzimska hidroliza DTX3, odvija se u ljudskom organizmu tijekom probave, pri Eemu nastaju
toksi¢nije roditeljske molekule OA, DTX1 i DTX2 (Manita i sur., 2017.). Smatra se da je
bioraspolozivost 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 doslo do
precjenjivanja izlozenosti (Braga i sur., 2016.). U dostupnim literaturnim podacima navode se
razliCiti udjeli esterificiranih oblika u razli€itim vrstama SkoljkaSa. Mnogi autori navode dagnje
kao vrstu s najve¢im udjelom slobodnog oblika okadai¢ne skupine. Naime, istraZivanja
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 potvrduju i rezultati autora Vale i
Sampayo (2002.) koji su u istrazivanju udjela estera toksina okadai¢ne skupine u razli€itim
vrstama Skoljkasa ustanovili da udio estera OA u dagnjama nije veci od 50%, dok je u
ostalim vrstama taj udio najéeSce veéi od 95%. Sto se tiGe udjela esterificirane OA u
uzorcima ovog istrazivanja, dobiveni rezultati nisu u skladu sa spomenutim istrazivanjima.
Buduci da je OA kvantificirana gotovo isklju€ivo u dagnjama, usporedba medu vrstama nije
moguc¢a. Medutim, u 86% uzoraka u kojima je utvrdena, 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. Razli€it profil OA skupine moze
se objasniti genetskom razli¢itoS¢u Skoljkasa (Prassopoulou i sur., 2008.), a podlozan je i
promjenama (Vale i Sampayo, 1999.) na koje utjeCu vrsta fitoplanktona, lokalitet i godiSnje
doba (Alves i sur., 2019.).

Supojavnost PTX2 i OA pojasSnjava se Cinjenicom da ove fikotoksine proizvodi ista vrsta
fitoplanktona (Reguera i Pizzaro, 2008.; Alarcan i sur. 2018.). Medutim, u ovom istrazivanju

PTX2 je detektiran u samo jednom uzorku dagnji u koncentraciji od 30,07 pgkg™" (Tablica
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17), dok PTX1 nije uopce detektiran. PTX2 se u SkoljkaSima Jadranskog mora rijetko
pronalazi i to u tragovima ili manjim koncentracijama, medutim, ¢eS¢e su detektirani njegovi
metaboliti PTX2SA i 7-epi-PTX2SA (Pavela-Vrandi¢ i sur., 2001.; 2006.; Nin¢evi¢-Gladan i
sur., 2010.; 2011.; Bogdanovi¢ i sur., 2022.). Pretpostavlja se da je pojavnost PTX2 manja
zbog toga Sto u Skoljkasima brzo dolazi do njegovog metaboliziranja u PTX2SA koja
izomerizira u 7-epi-PTX2SA, a Cesta je i njihova esterificikacija (Wilkins i sur., 2006.; Blanco
i sur., 2019.).

Azaspiracidi su takoder kvantificirani u niskoj koncentraciji u malom broju uzoraka (n = 27)
(Tablice 17 i 31). U vecini uzoraka prisutan je AZA2, dok je AZA1 utvrden u samo dva
uzorka, a AZA3 nije uopce detektiran. Pronadeni su isklju€ivo u dagnjama i kapicama, s time
da je pojavnost u kapicama (u odnosu na broj ispitanih uzoraka pojedine vrste) otprilike
dvostruko vec¢a od one u dagnjama. Koncentracije AZA2 kre¢u se od 3,00 do 5,40 ugkg™
(5,40 do 9,72 ug AZA ekv.kg™). U dva uzorka u kojima je detektiran AZA1, prisutan je i AZA2
u priblizno istoj koncentraciji, te je u njima utvrdena najve¢a ukupna koncentracija AZA u
ovom istrazivanju od 13,60 i 13,88 ug AZA ekv.kg™. lako je u odnosu na vecinu fikotoksina iz
ovog istrazivanja pojavnost azaspiracida znatno manja, AZA su detektirani u 4% uzoraka, $to
se razlikuje od rezultata vecine istrazivanja LT u Skoljkasima prikupljenih s podrucja istoCne
obale Jadrana. U istrazivanju profila LT u Skoljkasima hrvatskog dijela Jadrana prikupljenim
tijekom 2007. god. (Nincevi¢-Gladan i sur., 2010.), 2008. god. (Arapov i sur., 2015.),
2009./2010. god. (Ujevic¢ i sur., 2019.) te 2016.-2019. god. (Bogdanovi¢ i sur., 2022.) AZA u
SkoljkaSima nisu uopc¢e detektirani. AZA2 je detektiran u u Cetiri uzorka dagnji prikupljenim
2017. god. na podrudju juznog Jadrana (RH i BiH), s najve¢om koncentrcijom 3,80 ugkg™
(Tali¢ i sur., 2020.). Ce$¢a pojavnost AZA2 utvrdena u ovom istrazivanju u odnosu na ostale
analoge, u skladu je s rezultatima istrazivanja LT u dagnjama podrijetlom iz sjevernog dijela
srednjeg Jadrana (talijanska obala) tiekom 2012. i 2014. god., u kojem je takoder utvrdena
dominacija istog analoga, ali s manjom vrSnom koncentracijom od 7,1 ug AZA ekv.kg™’, s
time da je AZA1 detektiran u tragovima u uzorcima s najvec¢om 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
razlicitim vrstama Skoljkasa 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, $to potvrduju istrazivanja njihove pojavnosti u Skoljkasima prikupljenih s drugih
podru¢ja. AZA1 kao dominantan analog navode James i sur. (2002.) u dagnjama iz
Norveske, Ujedinjenog Kraljevstva i Irske, s najve¢om ukupnom koncentracijom azaspiracida

u cijelom tkivu od 4,2 mgkg™. Isti analog prevladava medu azaspiracidima u dagnjama (M.
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galloprovincialis) iz Spanjolske i velikim kapicama (P. maximus) iz Francuske (Magdalena i
sur., 2003.b), dok Chen i sur. (2021.) kao dominantan analog u razli¢itim vrstama Skoljkasa
podrijetlom iz Kine navode AZA3, detektiran u manjim koncentracijama (do 2 ugkg™). lako je
u ovom istrazivanju prosje€na koncentracija azaspiracida u Skoljkasima znac¢ajno manja od
NDK, navedeni podaci ukazuju na njihovu kumulaciju u Skoljkasima i potencijalnu opasnost
za potroSace, naro€ito stoga Sto je u Skoljkasima sjevernog Jadrana najzastupljeniji

najtoksicniji analog.

Od hidrofilnih fikotoksina u uzorcima ovog istrazivanja detektirani su DA te GTX1,4 i GTX2,3
iz skupine PST. DA utvrdena je u 13% uzoraka u svim vrstama 3koljkada i mjesci¢nicama, u
odnosu na NDK od 20 mgkg™ u vrlo niskim koncentracijama (Tablice 17 i 31). Prisutna je
najéesce u kapicama (52%) u kojima je utvrdena i najve¢a koncentracija DA u istraZivanju
(809,54 ugkg™'). Sa gotovo jednakom vrSnom koncentracijom kvantificirana je u 16%
kamenica. DA je jedini fikotoksin ovog istrazivanja koji je imao znalajnu pojavnost u
mjes€icnicama. Pronadena je u 27% mjesCicnica, no u znacajno nizim koncentracijama u
odnosu na kapice i kamenice. Najmanja pojavnost DA utvrdena je u dagnjama u kojima je
detektirana u svega 4% uzoraka, s najvecom koncentracijom od 37,95 ugkg’. Najniza
utvrdena koncentracija u svim vrstama, nalazi se u koncetracijskom podrucju blizu LOQ.
Kumulacija DA u niskim koncentracijama u ovom istrazivanju u skladu je s rezultatima
srodnih istrazivanja provedenih u Jadranskom moru, no pojavnost joj je znatno CeSca.
Kvantificirana je u SkoljkaSima i mjeSci¢nicama tijekom svih sezona, za razliku od do sada
zabiljezene povremene pojave u Skoljkasima iz Jadranskog mora. Prvi put je detektirana u
dagnjama podrijetlom iz talijanskog dijela sjevernog Jadrana u razdoblju od 2000. do 2004.
god., s najvecom koncentracijom 2,5 mgkg™" (Ciminiello i sur., 2005.). Od tada, u nekoliko
navrata pronadena je u SkoljkaSima i iz drugih podru¢ja Jadranskog mora, ali uvijek u
koncentracijama znac¢ajno manjima od NDK (Arapov, 2013.). U Skoljkasima iz hrvatskog
dijela Jadrana, prvi put je pronadena u dagnjama prikupljenim iz uzgajalista smjestenog na
zapadnoj strani istarskog poluotoka tijekom 2005. god., u najvecoj koncentraciji od 872,1
ugkg™ (Ljubesi¢ i sur., 2011.). U razdoblju od 2006. do 2008. god. detektirana je u razli¢itim
vrstama $koljka$a uzgojenim i izlovljenim na podrucju srednjeg i sjevernog Jadrana, s time
da je najveca utvrdena koncentracija DA u $koljkasima srednjeg Jadrana (6549 ugkg™) bila
nekoliko puta veéa od one utvrdene u Skoljkasima podrijetlom iz sjevernog dijela (1657 pugkg
) (Ujevi¢ i sur., 2010.). U istrazivanju profila fikotoksina $koljkasa prikupljenih iz srednjeg
Jadrana tijekom 2009. i poCetkom 2010. god., DA je takoder detektirana u niskim
koncentracijama, do najvise 770 pgkg'(Ujevi¢ i sur., 2019.). U jo$ dva istraZivanja pojavnosti

DA u viSe vrsta Skoljkasa srednjeg Jadrana tijekom 2011. i 2012., te krajem 2015. i poCetkom
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2016. god., utvrdene su koncentracije od 200 ugkg™” (Arapov i sur., 2016.) i do 3240 ugkg™
(Arapov i sur., 2017.).

Pojavnost DA u Skoljkasima u niskim koncentracijama detektirana je i na Mediteranu. Autori
Rijal Leblad i sur. (2013.) navode koncentraciju do 4900 ugkg'u 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 pgkg™. Medutim, na nekim
podrucjima zabiljeZzena je pojavnost u koncentracijama veéim od NDK. U Portugalu, autori
Vale i Sampayo (2001.) navode ekstremnu toksi¢nost dagnji (M. edulis) zabiljeZzenu u
proljie¢e 2000. god., s koncentracijom DA u cijelom tkivu od 90 mgkg'. Nesto kasnije u
proljece iste godine u Skoljkasima (Donax trunculus) izlovljenima na podrucju atlantske obale
u Francuskoj, uvrdena je najveéa koncentracija od 53 mgkg™', dok je godinu ranije na istom
podru¢ju pojavnost bila u niskim koncentracijama, do 3,2 mgkg' (Amzil i sur., 2001.).
Tijekom monitoringa fikotoksina u S$koljkasima prikupljenim na mediteranskoj obali
Spanjolske u razdoblju od 2008. do 2011. god., DA je pronadena u 24% uzoraka gotovo svih
vrsta analiziranih Skoljkasa, tijekom svih sezona i na svim lokalitetima (Giménez Papiol i sur.,
2013.). Autori navode da je 0,3% uzoraka sadrzavalo DA u koncentraciji ve¢oj od NDK, do
najvise 27,4 mgkg™'. Takoder, isticu pojavnost DA u $koljkasgima podrijetlom iz spomenute
regije, u kojoj se do 2008. god. nije pojavljivala, a kao objasnjenje navode promjenu u metodi
za odredivanje ovog fikotoksina, ¢ime su postigli znatno nizu LOQ, $to je kao i u ovom

istraZivanju, dalo sasvim novi uvid u pojavnost DA na tom podrucju.

Od osam analoga PST u ovom istrazivanju detektirani su samo GTX2,3 u deset uzoraka
dagnji i jednom uzorku kamenica, te GTX1,4 u tri uzorka dagniji. lako je GTX1,4 jedan od
fikotoksina s najrjedom pojavno$¢u u ovom istrazivanju, njegova prosje€na koncentracija u
uzorcima veca je od NDK od 800 ug STXdiHCI ekv.kg" (Tablica 17). U sva tri uzorka u
kojima je kvantificiran, prisutan je i GTX2,3, koji doprinosi povec¢anju ukupne toksi¢nosti koja
se kreée u rasponu od 27,73 do 1829,34 ug STXdIHCI ekv.kg™. Oba analoga pripadaju
podskupini najtoksi¢nijih PST — karbamatima. Mali broj kvantificiranih analoga ove skupine
fikotoksina moguce je objasniti relativno visokim vrijednostima LOQ u odnosu na fikotoksine
drugih skupina ovog istrazivanja, s obzirom na primijenjenu instrumentalnu tehniku (LC-
FLD). Primjerice, primjenom spektrometrije masa kao alternative u identifikaciji i detekciji
PST, moguca je separacija i kvantifikacija epimernih parova, detekcija analoga u nizim
koncentracijama i njihovih metabolita (Ding i sur., 2017.; Rodriguez-Cabo i sur., 2021.; Lage i
sur., 2022.).

Kao u ovom istrazivanju, 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 najveéu ukupnu toksi¢nost od 10,76 mg STXdiHCI ekv.kg™?, no nije
ukljucivala metabolite budu¢i da je njihova toksi¢nost nepoznata. Rodriguez-Cabo i sur.
(2021.) takoder su ustanovili pojavnost GTX1,4 i GTX2,3 u dagnjama (M. galloprovincialis)
prikuplienim tijekom 2018. i 2019. god. iz Kantabrije i Baskije, ali istovremeno uz STX.
Koncentracija u uzorcima kretala se od 170 do 983 ug STXdiHCI ekv.kg™, a molarni udio
pojedinih analoga razlikovao se u odnosu na lokacije s koje su Skoljkasi prikupljeni te su
utvrdene i razlike s obzirom na godinu uzorkovanja. Lage i sur. (2022.) navode kompleksan
profii PST u dagnjama (M. galloprovincialis) izlozenim cvatu dinoflagelata Gymnodinium
catenatum u Portugalu. Najveéi molarni udjeli utvrdeni su za GTX6, dcSTX i C1, detektirani
su i dcGTX 1 -4, C 2 -4, GTX4, GTX5, dcNEO, STX i M toksini, a najveéa ukupna
toksi¢nost iznosila je 33,67 mg STXdiHCI ekv.kg™. U Skoljkasima Anadara tuberculosa, koji
su bili vektor PST u slu¢ajevima trovanja ljudi u Nikaragvi 2005. god., dominantan je bio STX
s jo§ vecom ukupnom toksi¢no$c¢u do ¢ak 41,38 mg STXdiHCI ekv.kg™, $to je vise od 50
puta veca vrijednost u odnosu na NDK. U SkoljkaSima podrijetlom iz drugih podruc&ja autori
takoder 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 ug STXdiHCI ekv.kg™, 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 ug STXdIHCI ekv.kg™.

U Jadranskom moru PST su detektirani uglavhom u sjevernom dijelu, rjede na podrucju
srednjeg i juznog Jadrana (Ciminiello i sur., 1995.; Ujevi¢ i sur., 2012.; 2019.; Roje-Busatto i
Ujevi¢, 2014.). Profil PST koje su navedeni autori utvrdili u Skoljkasima razlikuju se u odnosu
na ovo istrazivanje, iako su neka od istrazivanja uklju€ivala Skoljkase prikupljene s istih
podru€ja. Ciminiello i sur. (1995.) u hepatopankreasu dagnji prikupljenih iz uzgajalista
smjestenih na zapadnoj obali sjevernog Jadrana detektirali su samo GTX 2 i 3, u niskim
koncentracijama. Autori Ujevi¢ i sur. (2012.) istrazivali su profii PST u 8koljkaSima
prikuplienim s podrudja istoéne obale Jadrana, u kojma su tijekom 2009. god. biopokusom
utvrdeni PST. U uzorcima dagnji iz uzgajalista smjeStenog na jugu istarskog poluotoka,
navode STX kao dominantan analog uz GTX2,3 i dcSTX, sa najvecom toksi¢nos¢u do
1550,49 ug STXdiHCI ekv.kg™. Uzorci iz uzgajali$ta na zapadnoj obali Istre, te oni iz juznog

Jadrana, sadrzavali su samo dcSTX u niskim koncentracijama.

Skoljkasi u kojima je utvrdena koncentracija PST veéa ili blizu NDK u ovom istraZivanju,
prikupljeni su iz uzgajaliSta smjeStenog na istom podrucju juznog dijela poluotoka kao i u
prethodno spomenutom istrazivanju, te iako je najve¢a ukupna toksicnost sliCna, najveci
doprinos toksi¢nosti ima GTX1,4, a koji u istrazivanju autora Ujevic i sur. (2012.) nije uopce

detektiran. Istrazivanjem profila fikotoksina u Skoljkasima izlovljenim u srednjem Jadranu,
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Ujevi¢ i sur. (2019.) od PST kvantificirali su GTX2,3 i STX u rumenkama u nizim
koncentracijama, dok su prugaste kapice sadrzavale STX kao dominantan analog u
koncentraciji do 98,04 ugkg', uz GTX5, GTX2,3 i dcSTX. U jo$ jednom istrazivanju profila
PST, u mjesc€i¢énicama izlovljenim na podru€ju zapadne obale Istre sa tri lokacije nakon
sluCajeva trovanja ljudi PST uslijed konzumacije mjeSci¢nica krajem 2008. god., Roje-
Busatto i Ujevi¢ (2014.) detektirali su ove fikotoksine u svim pretrazenim uzorcima. Profil
PST razlikovao se u odnosu na lokacije, medutim, na svim lokacijama dominantni su bili
GTX2,3 i STX u koncentracijama do 655,72 i 653,17 ugkg'. Uzorci sa lokacije koja
geografskim poloZajem odgovara onoj sa koje su prikupljeni uzorci mjesc¢i¢nica i kamenica iz
ovog istrazivanja imali su kompleksniji profil u odnosu na ostale lokacije. Uz spomenute
analoge detektirani su jo§ dcGTX2,3, dcSTX, GTX5 i C1,2, a najveta ukupna toksi¢nost
iznosila je 806,95 pg STXdIHCI ekv.kg’. U mijescCi¢nicama iz ovog istrazivanja nisu

detektirani PST, a u samo jednom uzorku kamenica detektiran je GTX2,3.

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da se fikotoksini nakupljaju u SkoljkaSima i
mjesci¢nicama, ponekad u koncentracijama vec¢ima od NDK. Profil fikotoksina razlikuje se
medu vrstama, a navedeni literaturni podaci ukuzuju na razlike s obzirom na podrucja s kojih
Skoljkasi potjeCu, kao i vremensko razdoblje u kojem su prikupljeni ili izlovljeni. Narodit rizik
za potroSale predstavlia povremena, iznenadna pojava fikotoksina u visokim
koncentracijama, kao $to je slu€aj u ovom istrazivanju sa PST, koji se smatraju jednima od
najopasnijih prirodnih toksina buduci da ve¢ 1 mg moze biti smrtonosan u vrlo kratkom
vremenu (Wiese i sur., 2010.; Leal i Cristiano, 2022.a). Osim njih, uo€ava se pojavnost
toksina okadaicne skupine, takoder povremeno u koncentracijama ve¢im od NDK. lako za
razliku od hidrofilnih PST i DA, akutna toksi¢nost lipofilnih toksina ne izaziva zivotnu ugrozu,
potrebno je uzeti u obzir moguce Stetne posljedice po zdravlje uslijed kroni¢ne izloZzenosti
nizim, opetovanim koncentracijama fikotoksina, Cija je pojavnost u ovom istrazivanju
utvrdena, kao i novootkrivenih fikotoksina poput Cl o &ijoj toksi€nosti ima malo podataka.
Navedeno se primarno odnosi na OA za koju je utvrdeno da osim Stetnog djelovanja na
probavni sustav djeluje i kao tumorski promotor (Manerio i sur., 2008.; del Campo i sur.,
2017.; Emery i sur., 2021.), te DA i PST koji izazivaju o$teéenja SZS (Goldstein 2008.; Costa
i sur.,, 2014.), oste¢enja DNA, umanjuju obrambene mehanizme organizma, a imaju i
genotoksi¢ni potencijal (Hong i sur., 2003.; Costa i sur., 2012.). Poseban rizik predstavljaju

(Petroff i sur., 2021.).
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5.4. SUPOJAVNOST FIKOTOKSINA

Iz rezultata prikazanih u Tablici 18 razvidno je da su u SkoljkaSima analiziranim u ovom
istrazivanju fikotoksini ¢esto istovremeno prisutni u raznim kombinacijama. Od ukupnog broja
uzoraka u kojima su fikotoksini kvantificirani, u 49% istovremeno je prisutno dva ili vise
fikotoksina, s time da su najceSc¢e istovremeno prisutna dva (u 35% uzoraka), a najriede

istovremeno pet razli€itih toksina (u 1% uzoraka).

Supojavnost fikotosina u SkoljkaSima je Cesta. lako su za vedinu fikotoksina uglavhom
poznati mehanizmi djelovanja i intenzitet toksi¢nog ucinka, o u€inku kombinacija fikotoksina
malo se zna, no objavljena su istraZivanja koja ukazuju na njihovo sinergisti¢ko, aditivno ili
antagonisti¢ko djelovanje. Alarcan i sur. (2018.) u preglednom radu o supojavnosti LT,
navode OA kao naj¢eSc¢e prisutni fikotoksin u kombinaciji sa ostalim LT. lako je u skoro petini
uzoraka iz ovog istrazivanja utvrdena OA, SPX1 osim $to ima pojavnost u najvecem broju
uzoraka, najCesce je prisutan u kombinaciji s drugim fikotoksinima. Ovaj rezultat je u skladu
sa zakljuckom autora spomenutog preglednog rada o prostornoj ovisnosti pojave
kombinacija fikotoksina i ¢eS¢oj pojavnosti SPX1 u kombinacijama u Skoljkasima (narocito u
dagnjama) na podruc¢ju Europe. Takoder, autori navode supojavnost hidrofilnih i LT, Sto je

zapazeno i u ovom istrazivanju.

Istrazivanja o moguéem medudjelovanju fikotoksina su rijetka, a opazeni ucinci u in vitro
istrazivanjima za iste kombinacije fikotoksina su sinergija, aditivnost i antagonizam, ovisno o
njihovim molarnim udjelima (Ferron i sur., 2016.). Ispitivanje sinergistickog ucinka OA i
ostalih LT na ljudskim stanicama neuroblastoma ukazalo je na povecanje toksinog
djelovanja OA u prisustvu DTX2 ili YTX, ujedno ovisno o koncentraciji i trajanju
medudjelovanja (Rodriguez i sur., 2015.). Buduéi desetina uzoraka iz ovog istrazivanja u
kojima je prisutno viSe od jednog fikotoksina istovremeno sadrzi OA i YTX, uzimajuci u obzir
rezultate prethodno spomenutog istraZivanja, moguce je da je njihova toksiCnost veéa od
oCekivane za utvrdenu koncentracijsku razinu. U ispitivanju u€inka OA na ljudske Caco-2
stanice u kombinaciji sa PTX2, SPX1 ili YTX, Alarcan i sur. (2019.) uocili su antagonisticko
djelovanje ovih fikotoksina u kombinaciji s OA pri niZim koncentracijama, no pri vec¢im
koncentracijama toksi¢ni ucinak bio je veci, Sto ukazuje na njihovo mogucée aditivno ili
sinergisticko djelovanje. Takoder, Dragunow i sur. (2005.) uo€ili su senzibilizaciju stanica
neuroblastoma, prethodno izloZzenih GYM i njegovim analozima, na apoptoticko djelovanje
OA. Malobrojne in vivo studije dale su drugacije rezultate. U istrazivanju kombinirane oralne
toksi¢nosti YTX i AZA1 na miSevima, nisu utvrdene patoloSke promjene unutarnjih organa,
kao ni povecana apsorpcija i toksi¢nost YTX u prisustvu subletalnih doza AZA1 (Aasen i sur.,

2011.). Sli¢no su utvrdili i Aune i sur. (2012.) u istraZivanju medudjelovanja OA i AZA1 nakon
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oralne administracije pokusnim misevima. Nije uo€en aditivni niti sinergisticki u€inak sto se
tice smrtnosti, kao ni veéi patoloski u€inak. Apsorpcija iz probavnog trakta bila je slaba, a u
kombinaciji toksina jo$ viSe reducirana. Rezultati istrazivanja oralne toksi¢nosti OA i YTX na
miSevima pokazuju da se u kombinaciji njihov toksi¢ni u€inak ne razlikuje od toksi¢nog

ucinka pojedinacnih toksina (Sosa i sur., 2013.).

Alarcan i sur. (2018.) isti€u potrebu za istrazivanjima izlozenosti potroSa¢a kombinacijama
fikotoksina poput ovog, s ciliem planiranja in vitro i in vivo istraZivanja, narocito zbog
ograni¢enih koli€ina dostupnih standardnih otopina fikotoksina i visokih troSkova istraZivanja.
Malobrojna istrazivanja bave se toksi¢nim ucinkom kombinacije dvaju fikotoksina, no iz
rezultata ovog istrazivanja razvidno je da je Cesta istovremena pojavnost i viSe njih.
Medudjelovanje i utjecaj na ukupnu toksicnost kombinacije viSe fikotoksina potpuno je
nepoznato. Daljnja istrazivanja naj¢eséih kombinacija fikotoksina i njihovih medusobnih
omjera u razli¢itim vrstama Skoljkasa, doprinijeti ¢e spoznajama o njhovim sinergisti¢kim
u€incima na ljude i izloZzenosti njihovom toksi¢nom ucinku. S obzirom na navedeno i €injenicu
da je objavljeno vrlo malo istraZivanja pojavnosti koja istovremeno uklju€uju hidrofilne i LT, a
jos rjede CI, kroz duzi vremenski period koji obuhvaca razliCite sezone, ovo istrazivanje

pruza korisne podatke koji mogu doprinijeti istrazivanjima toksi¢nog ucinka fikotoksina.

5.5. RAZLIKA U PROFILU FIKOTOKSINA MEDU VRSTAMA

Razlika u profilu fikotoksina medu razli€itim vrstama Skoljkasa i mjeSciénicama ispitana je
usporedbom ucestalosti njihove pojavnosti i utvrdenih koncentracija u uzorcima kamenica i
dagniji prikupljenih s lokaliteta L4 (Tablica 30), te kamenica, kapica i mjes€icnica izlovljenih s
lokaliteta L9 (Tablica 31). Buduci da prikupljeni uzorci usporedivanih vrsta potjeCu s istog
podrucja, tijekom rasta bili su izlozeni jednakim uvjetima. Podaci prikazani u Tablici 30
ukazuju na kumulaciju vise vrsta fikotoksina u dagnjama u odnosu na kamenice. Obje vrste
kumulirale su DA, OA i sve Cl, medutim, isklju€ivo u dagnjama detektirani su YTX, te GTX2,3
i GTX1,4. U dagnjama dominiraju Cl s najéeS¢om pojavnoséu PnTX-G u 69% uzoraka, ali s
najmanjom prosjeénom koncentracijom u odnosu na druga dva Cl. Ne§to manja je pojavnost
SPX1, u 60% uzoraka, dok je od Cl GYM utvrden u najmanjem broju uzoraka (29%), oba s
priblizno jednakim prosjecnim koncentracijama. U najmanjem broju uzoraka dagniji utvrdeni

su DA i YTX (4%), s prosjecnim koncentracijama od 5,06 i 164,94 ugkg™.

Usporedbom koncentracija pojedinacnih fikotoksina u ove dvije vrste Skoljkasa, utvrdena je
statistiCki zna€ajna razlika u kumulaciji DA (p = 0,030) i GYM (p = 0,001). DA u kamenicama

detektirana je oko Cetiri puta €e8Ce i s priblizno deset puta vedom prosje¢nom
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koncentracijom u odnosu na dagnje. GYM je detektiran u tri puta viSe uzoraka kamenica, s
priblizno dvostruko vecom prosje¢nom koncentracijom. Stirling (2001.) navodi sli¢nu
pojavnost GYM utvrdenu u 32% ispitanih uzoraka dagnji (M. galloprovincialis), te u svim

uzorcima kamenica (T. chilensis) prikuplienih na Novom Zelandu.

Prosje¢na koncentracija SPX1 odredena u ovom istrazivanju u obje vrste statistiCki se
znacajno ne razlikuje (p = 0,180), kao ni koncentracija OA (p = 0,224). Utvrdena podjednaka
kumulacija OA u dagnjama i kamenicama prikupljenim s lokaliteta L4 razlikuje se od mnogih
istraZivanja provedenih na dagnjama i kamenicama, u kojima je utvrdena kumulacija OA u
znatno vecéim koncentracijama u dagnjama (Lindegarth i sur., 2009.; Kacem i sur., 2010.; Li i
sur., 2015.; Mafra i sur., 2015.; Salas i sur., 2019.). Medutim, iako je ovim istrazivanjem
utvrdena podjednaka prosjecna koncentracija u ovim vrstama, OA je bila prisutna u oko Cetiri
puta vide uzoraka dagnji na spomenutom lokalitetu, s najve¢om koncentracijom utvrdenom

tijekom ovog istrazivanja upravo u ovoj vrsti Skoljkasa.

Iz podataka prikazanih u Tablici 30 takoder je razvidno da postoji znagajna razlika u
pojavnosti PNTX-G medu ovim vrstama, buduéi da je navedeni fikotoksin gotovo iskljuCivo
utvrden u dagnjama, dok je u kamenicama prisutan samo u jednom uzorku. Navedeni
rezultati u skladu su s istrazivanjem pojavnosti Cl autora Hess i sur., (2013.) i Garcia-Altares
i sur. (2014.) koji su utvrdili ¢eS¢u pojavnost i vecu 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 veéu koncentraciju PnTX-G u dagnjama (M.
galloprovincialis) u odnosu na ostale vrste Skoljkasa ukljuCene u istrazivanje. Tamele i sur.
(2022.) u istrazivanju pojavnosti LT u Cetiri vrste Skoljkasa (Atrina vexillum, Pinctada
imbricata, Anadara antiquata i Saccostrea cucculata) samo u tropskoj kamenici (S.
cucculata) nisu detektirali PnTX-G, Sto je u skladu s njegovom rijetkom pojavnoSéu u
kamenicama utvrdenoj i u ovom istrazivanju. Isti autori utvrdili su i razliku u kumulaciji medu
vrstama. Rambla-Alegre i sur. (2018.) takoder navode razliku u kumulaciji Cl u razli€itim
vrstama te C€e3¢u pojavnost PnTX-G u dagnjama u odnosu na druge vrste, te otprilike

podjednaku pojavnost SPX1 u kamenicama i dagnjama.

Od PST pronadenih samo u dagnjama, GTX2,3 je ¢eSce prisutan , ali sa zna¢ajno manjom
prosjeénom koncentracijom u odnosu na GTX1,4, koji je ujedno toksin prisutan u najvecéoj
koncentraciji utvrdenoj u ovom istraZivanju (1736,29 ugkg™). Cak i kada je koncentracija PST
u dagnjama bila viSe nego dvostruko veéa od NDK, u kamenicama s istog lokaliteta ovi
fikotoksini uopée nisu detektirani. Navedeno ukazuje na razlike u pojavnosti i kumulaciji

hidrofilnih i LT fikotoksina u razli¢itim vrstama, na Sto utjeCe viSe Cimbenika.
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Razlika u kumulaciji medu vrstama utvrdena je tijekom mnogih istrazivanja, no kao i u ovom,
mnoga su potvrdila da su dagnje dobra indikatorska vrsta za PST, buduéi da ih kumuliraju
vrlo brzo nakon izlozenosti i u velikim koncentracijama (Navarro i sur., 2011.), kao i da se
depuracija u dagnji brze 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 znaCajno se smanjuje tijekom
nekoliko tjedana, dok se u vrstama kod kojih je detoksifikacija spora mogu zadrzati i po
nekoliko mjeseci i godina od prestanka izlozenosti (Bricelj i Shumway, 1998.). Iznenadna
pojava visokih koncentracija GTX1,4 i GTX2,3 u dagnjama iz ovog straZivanja, te depuracija
do koncentracija manjih od LOD u svega nekoliko tjedana, u skladu je s navedenim
literaturnim podacima. Problem je $to vrlo brza kumulacija PST u dagnjama moze uzrokovati

neopazenu i ujedno visoku toksi¢nost ovih Skoljkasa (Rourke i sur., 2021.).

U ranije spomenutim istraZivanjima Skoljkasa istovremeno prikupljenih s istih podruéja, Ujevi¢
i sur. (2019.) navode razliku u profilu i kumulaciji PST u rumenkama i prugastim kapicama,
dok Roje-Busatto i Ujevi¢ (2014.) u kapicama (F. proteus), jakovljevim kapicama i
kamenicama istovremeno izlovljenim sa istog podru¢ja nisu detektirali PST, dok u
mjesSc€icnicama (Microcosmus vulgaris) jesu. U njima je utvrdeno viSe analoga PST u
koncentracijama do 806,95 ugkg'. Oyaneder-Terrazas i sur. (2017.) u istraZivanju
pojavnosti, varijabilnosti i bioakumulacije PST u razli¢itim vrstama morskih organizama, uogili
su znacCajne razlike medu vrstama, kao i razliitu kumulaciju u razliitim tkivima iste vrste.
Skolikase navode kao vrstu koja najvise kumulira PST, nakon &ega slijede puzevi,
plastenjaci, bodljikasi, glavonoSci i ribe kao vrsta u kojoj se ovi fikotoksini najmanje
kumuliraju. Zbog slozenih procesa biotransformacije i metaboliziranja PST u Skoljkasima,
njihov profil najéesce se razlikuje od onog u fitoplanktonu koji ih proizvodi (Ding i sur., 2017.).
Uoceno je povecanje toksiCnosti u SkoljkaSima uslijed biokonverzije u termostabilnije,
toksicnije analoge, npr. C1i2 u GTX2 i 3, GTX4 u GTX1, GTX3 u GTX2, GTX1i4 u NEO,
GTX2 i3 u STX (Oyaneder-Terrazas i sur., 2022.), ali i obrnuti proces konverzije toksicnijih u
manje toksine analoge (Andres i sur., 2019.). Kapacitet transformacije PST razlikuje se
medu vrstama (Bricelj i Shumway, 1998.). Takoder, moguce su i razlike profila iste vrste
fitoplanktona uslijed djelovanja razli€itih faktora, poput geografske lokacije, okoliSnih uvjeta
(Negri i sur., 2007), dostupnosti nutrijenata (Granéli i Flynn, 2006.) i stadija zivotnog ciklusa
(Silva i sur., 2015.), Cime je temeljem prisustva pojedine vrste fitoplanktona tesSko predvidjeti
profil PST i potencijalnu toksi¢nost Skoljkada. Razlike u profilu PST i njihovoj kumulaciji
proizlaze iz razlika u unosu, raspodjeli medu tkivima, metabolizmu i izlu€ivanju u razli€itim
vrstama (Cembella i sur., 1994.; Bricelj i Shumway, 1998.; Donovan i sur., 2008.). Takoder,

profil PST u SkoljkaSima mijenja se od trenutka unosa do depuracije, zbog selektivhog
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zadrzavanja pojedinih analoga ili zbog enzimatske transformacije tijekom metaboliziranja
toksina (Andres i sur., 2019.), no i to je ovisno o vrsti. Opcéenito, vrste koje su neosijetljive na
djelovanje PST, poput dagniji, kumuliraju ove toksine u visokim koncentracijama, za razliku
od osjetljivih vrsta koje u prisustvu toksi¢nog fitoplanktona aktiviraju odredene fizioloSke

mehanizme kojima sprje€avaju ili umanjuju njihov unos (Gainey i Shumway, 1988.).

Tablica 31 prikazuje pojavnost fikotoksina u kamenicama, kapicama i mjeSci¢énicama
izlovljenim s lokaliteta L9. Kamenice i kapice kumulirale su i hidrofiine i LT, dok su
mjescCicnice kumulirale uglavnom hidrofilni toksin DA, te su u samo po jednom uzorku
utvrdeni GYM i SPX1. U jednom uzorku kamenica utvrden je GTX2,3 koji nije detektiran u
kapicama, dok je u kapicama za razliku od kamenica prisutan AZA2. Lépez-Rivera i sur.
(2010.) takoder navode razliku u pojavnosti azaspiracida medu vrstama. Utvrdili su znacajno
veéu 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 pronadeni u mnogim
vrstama Skoljkasa. Od 14 vrsta obuhvacéenih istrazivanjem kumulacija u dagnjama (M. edulis)
i pacifickim kamenicama (C. gigas) bila je najveca, a utvrdene koncentracije AZA prelazile su
NDK (Salas i sur. 2011.).

U ovom istrazivanju YTX je utvrden u jednom uzorku kamenica, za razliku od kapica u kojima
je ovaj fikotoksin odreden u skoro polovini uzoraka s prosje€nom koncentracijom od 140,38
ugkg'. Cedéa kumulacija YTX u kapicama u odnosu na ostale vrste, kao $to je utvrdeno u
ovom istrazivanju, u skladu je s rezultatima ranijih istrazivanja. Turner i sur. (2015.) su u
ispitivanju profila LT, medu razli¢itim vrstama SkoljkaSa YTX prona$li samo u kapicama Z.
patagonica i Aequipecten tehuelchus. Dhaniji-Rapkova i sur. (2011.) navode dagnje, ali i
kapice, kao jedine vrste u kojima su detektirani jesotoksini tijekom viSegodiSnjeg monitoringa
LT u SkoljkaSima u Velikoj Britaniji. UoCene razlike u kumulaciji YTX u ovim vrstama
objasnjavaju razliitom brzinom depuracije, koja je tri puta veca kod dagnji, kao i moguéim

razli€itim mehanizmima ovog procesa.

Od Cl kamenice iz ovog istrazivanja 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. StatistiCki zna€ajna razlika utvrdena je u kumulaciji GYM izmedu
kamenica i kapica (p = 0,041). ViSe od 90% kamenica kumuliralo je ovaj fikotoksin, za razliku
od oko 6% kapica, u kojima je prisutan i s manjom prosje¢nom koncentracijom. Kao i na
ovom lokalitetu, u kamenicama s lokaliteta L4 GYM je takoder detektiran u najveéem broju
uzoraka (Tablica 30). Ovi rezultati u skladu su s istrazivanjem autora Jiang i sur. (2017.) koji
od svih LT navode GYM s naj¢eS¢om pojavnoScéu u portugalskim kamenicama (Crassostrea

angulata). Ce$éu pojavnost i kumulaciju u veéim koncentracijama GYM u kamenicama (C.
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gigas) u odnosu na dagnje (M. galloprovincialis) navode i Li i sur. (2015.). U istrazivanju
esterifikaciie GYM u S$koljkasima Ji i sur. (2020.) uodili su razliku medu vrstama u
koncentraciji i profilu GYM i njegovih estera. Za razliku od kamenica (Crassostrea spp.) u
kojima su utvrdili samo prisustvo GYM, u Skoljkasima Antigona lamellaris, periskama (A.
Pectinata) i dagnjama (M. galloprovincialis) detektirali su GYM i njegove estere u vrlo
visokom udjelu (> 90%). Razlika u esterifikaciji u razli¢itim vrstama mogla bi biti uzrok ¢esc¢e
pojavnost i zna€ajne razlike u koncentraciji GYM u kamenicama u odnosu na dagnje i kapice
utvrdene u ovom istrazivanju. Ukoliko dolazi do njegove esterifikacije u dagnjama i
kapicama, esteri GYM nisu mogli biti detektirani buduci da nisu ispitivani tijekom ovog

istraZivanja, a koncentracija GYM posljedi¢no je bila manja.

Mnogi autori navode dagnje kao vrstu s najvecim potencijalom kumulacije LT, ali i kapice
(Suzuki i sur., 2001.; Blanco i sur., 2019.; Liu i sur., 2019.; Zheng i sur., 2021.). U ovom
istraZivanju upravo u dagnjama detektiran je najveci broj razli€itih analoga LT, kao i najvece
koncentracije nekih od njih. Rezultati ukazuju da postoji razlika u pojavnosti i kumulaciji LT
medu ispitanim vrstama, a specifiCna je za svaki od analoga. Te razlike proizlaze iz
razliCitosti u slozenim procesima vezanim uz kumulaciju toksina, kao S$to su unos toksina,
probava, biotransformacija, kompartmentalizacija i uklanjanje toksina (Blanco, 2018).
Najvecéa stopa filtracije u kamenica manja je od one u dagnjama (Comeau i sur., 2008.;
McFarland i sur., 2013.), $to bi mogao biti jedan od razloga ¢eS¢e pojavnosti OA u dagnjama
u odnosu na kamenice utvrdene u ovom istrazivanju. Efikasnost apsorpcije ovisi i 0 ukupnoj
koli€ini uneSenih Cestica i prisustvu drugih vrsta fitoplanktona (Navarro i Iglesias, 1993;
Guéguen i sur., 2008). Sidari i sur. (1998.) ukazuju na mogucéi selektivni unos dinoflagelata u
suspenziji sa diatomejama, narocito vrsta Dinophysis u dagnjama. Tijekom probave, uneSeni
fitoplankton podlozan je djelovanju enzima S$koljkasa, ali i autolitickih enzima samog
fitoplanktona (Blanco, 2018.). Dagnje su otporne na citotoksi¢no djelovanje OA, &to je
vjerovatno povezano s pohranom u lizosomalnom sustavu (Svensson i sur., 2003.), ¢ime je
moguca njena kumulacija u visokim koncentracijama. Brzina depuracije LT iz Skoljkasa
takoder ovisi o samom toksinu (Blanco, 2018.). Pojedini autori kao jedan od mogucih uzroka
razlika medu vrstama navode i razlike u fizioloSkom statusu Skoljkada koji se sezonski

mijenja ovisno o njihovom reproduktivnom ciklusu (Svensson i Forlin, 2004.).

DA detektirana je u ovom istrazivanju u svim vrstama s lokaliteta L9, ali s najéeSéom
pojavnoscu i najve¢om prosje¢nom koncentracijom u kapicama. Koncentracija u kapicama
statistiCki se znacajno razlikuje u odnosu na mjes€icnice (p = 0,006) u kojima je detektirana
priblizno dvostruko rjede u odnosu na broj uzoraka svake od navedenih vrsta i sa znaCajno
manjom prosjecnom koncentracijom. Udio uzoraka kamenica koje sadrzavaju DA je najmaniji

u odnosu na kapice i mjes€icnice, no prosje¢na koncentracija nesto je manja u odnosu na
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kapice. Kao Sto je veC ranije navedeno, utvrdena je znacajna razlika u kumulaciji DA u
kamenicama i dagnjama s lokaliteta L4 (Tablica 30), gdje je DA detektirana ¢eSce i s ve¢om
prosjeénom koncentracijiom u kamenicama. Ovi rezulati su u skladu s istrazivanjima
pojavnosti DA u Skoljkasima razli€itih vrsta izlozenim jednakim okoliSnim uvjetima, u kojima
je takoder utvrdena razlika u pojavnosti i kumulaciji medu vrstama. Ujevi¢ i sur. (2019.)
navode €¢eS¢u pojavnost i vecu koncentraciju DA u prugastoj kapici u odnosu na rumenku,
dok Takata i sur. (2009.) S. squamosus navode kao vrstu u kojoj je kumulacija DA veéa u
odnosu na ostale vrste prikupljene s istog podruéja (Perna viridis, Anadara antiquata, Chama
iostoma, Chama lazarus, Atrina vexillum, Placuna sella, Hyotissa hyotis). Kao i u ovom, u
ranije spomenutom istrazivanju Bouchouicha-Smida i sur. (2015.) utvrdili su kumulaciju DA u
veéim 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 kuéicama (Ruditapes spp.), Sljancima i Skljencima (Ensis spp., Solen
spp.) te kamenicama (C. gigas), a najmanju u dagnjama (M. edulis). Rourke i sur., (2021.)
navode najvec¢u i najduzu kumulaciju DA u kapicama (P. magellanicus), zna¢ajno 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 €eSljaCa (A. purpuratus), depuracija DA je brza, za razliku od vrsta kao $to su
britvasta Skoljka (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.; Alvarez i
sur., 2015.; 2020.). Razlika u kumulaciji DA medu vrstama pripisuje se razli¢itoj 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 Zlijezde (Blanco i sur., 2021.;
Blanco i sur., 2020.), distribuciji medu razli¢itim tkivima (Blanco i sur., 2002.b; Alvarez i sur.,
2015.; 2020.) te okoliSnim uvjetima (Blanco i sur., 2006.). Manja pojavnost i manja
kumulacija u kamenicama u odnosu na kapice prikupliene s istog lokaliteta u ovom
istrazivanju mogla bi se objasniti i manjim unosom DA zbog niskog intenziteta pro€iS¢avanja
kod kamenica (engl. clearance rate) i sposobnosti selektivnog odbacivanja stanica diatoma
Pseudo-nitzschia pseudofecesom (Mafra i sur., 2009.). Jedno od moguéih objasnjenja
znacajno manje pojavnosti i kumulacije DA u dagnjama u odnosu na ostale vrste je
potencijalno prisustvo bakterija koje razgraduju DA u probavnom sustavu dagnji. Prema
istrazivanju autora Stewart i sur. (1998.), u probavnom sustavu vrsta M. edulis i Mya
arenaria, u kojima je eliminacija DA brza, pronadene su bakterije koje biodegradiraju DA, dok
se u vrstama pout kapice P. magellanicus, koja dugo zadrzava DA, takve bakterije rijetko
pronalaze. Takoder, u kapicama se DA uglavnom kumulira u probavnoj Zlijezdi te je

nedostupna djelovanju tih bakterija. Manja kumulacija DA u kamenicama i mjeS¢i¢nicama u
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odnosu na kapice moze biti posljedica nedostatka mehanizama selekcije Cestica tijekom
filtracije (Armsworthy i sur., 2001), te smanjenog unosa hrane kada se hrane detritusom
bogatim anorganskim Cesticama (Robbins i sur., 1985.). Odredena svojstva mikroalgi poput
biomineralizirane stijenke diatomeja mogu ih zastititi od toga da budu uhvaéene (Jacobi i
sur., 2021.), a tome u prilog govori i istrazivanje autora Barillé i Cognie (2000.) koji su u
fecesu i pseudofecesu kamenica (C. gigas) prona$li znacajan broj diatomeja koje su
prezivijele ekstracelularnu probavu. Medu vrstama postoje razlike u akumulaciji DA i na
molekularnom nivou. Dugo zadrzavanje DA u velikoj kapici (P.maximus) Mauriz i Blanco
(2010.) objasnjavju 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 veZe i na taj nacin sprjeCava intoksikacija britvaste
Skoljke (S. Patula).

Dagnje koje se naj¢eSce koriste u pracenju fikotoksina u Skoljkasima, prema rezultatima
ovog istraZzivanja nisu vrsta u kojoj DA ima najveéu pojavnost i kumulaciju. lako je
zabilieZzena kumulacija DA u mjeSc¢iénicama u koncentracijama koje mogu predstavljati
opasnost za potroSace (Lopez-Rivera i sur., 2009.), u ovom istrazivanju one su vrsta koja
kumulira DA u manjoj koncentraciji od kamenica i kapica. Zbog duzeg zadrZavnja, kumulacije
vecih koncentracija i ¢e$¢ée pojavnosti, kapice se mogu smatrati prikladnijom vrstom za

monitoring DA u odnosu na dagnje.

U Hrvatskoj se tijekom godine provodi planirano, kontinuirano pracenje pojavnosti fikotoksina
u Skoljkasima, s ciljem zastite potroSaca od njihovog akutnog toksi¢nog u€inka. Prema Planu
pracenja kakvoce mora i Skoljkasa na proizvodnim podrucjima i podrucjima za ponovno
polaganje zivih Skoljkasa (Nacionalni plan) kojeg donosi MP (MP, 2023), u izlovnim i
proizvodnim podrucjima na kojima se uzgaja viSe razlicitih vrsta Skoljkasa, odredena je samo
jedna referentna vrsta za praéenje pojavnosti fikotoksina, prema kojoj se procjenjuje njihova
pojavnost u svim ostalim vrstama. Medutim, temeljem rezultata ovog istrazivanja razvidno je
da se pojavnost i kumulacija pojedinih fikotoksina znacajno razlikuju medu vrstama. lako se
dagnje naj¢eS¢e koriste kao sentinel vrsta, one su prikladne za pracenje pojavnosti PST i
pojedinih LT, no ne i za DA koja se ¢eS¢e i u veéim koncentracijama kumulira u kapicama.
Kapice su prikladne za pracenje YTX, dok su kamenice prikladna sentinel vrsta za GYM.
Stoga bi za pracéenje pojavnosti fikotoksina, na podrudjima na kojima se uzgaja ili izlovljava
viSe razli¢itin vrsta, bilo prikladno ukljugiti viSe njih istovremeno. Osim navedenog, pra¢enjem
pojavnosti u vise vrsta u slu€aju povecanih koncentracija fikotoksina zbog kojih dolazi do
zatvaranja uzgajaliSta ili obustave izlova, smanijili bi se ekonomski gubici. Prema trenutno
vazeCim propisima, u svim uzgajalistima na podruCju u kojem se utvrdi koncentracija

fikotoksina veéa od NDK u referentnoj vrsti, zabranjuje se izlov svih vrsta Skoljkasa.
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Medutim, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da kada je u dagnjama prikuplienim sa
lokaliteta L4 utvrdena visoka toksi¢nost 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 ciliem eliminacije utjecaja vrste na analizu sezonske pojavnosti fikotoksina, usporedba je
provedena zasebno za svaku vrstu. Za neke od njih uoCena je znacajna razlika medu
sezonama. Najvecée koncentracije OA u dagnjama zabiljezene su u toplijem dijelu godine, u
proljece tijekom travnja te poetkom ljeta u lipnju, dok su najmanje zabiljeZene u jesenskim
mjesecima, u studenom (Tablica 32). U kamenicama je OA kvantificirana u samo dva
uzorka, u travnju i sije¢nju (Tablica 33), dok u kapicama i mjes€i¢nicama nije detektirana.
Jedini uzorak dagnji u kojem je uz OA bio prisutan i PTX2 uzorkovan je u prosincu (Tablica
32).

Najveée koncentracije YTX u dagnjama zabiljeZzene su takoder u toplijim mjesecima, u
svibnju i srpnju, dok se tijjekom jesenskih i zimskih mjeseci prosjeCna koncentracija
smanjivala do veljaCe, kada u niti jednom uzorku nije utvrden YTX, uz iznimku sijeCnja u
kojem je zabiljezena veéa koncentracija u odnosu na ostale zimske mjesece (Tablica 32). U
kapicama prosjecne sezonske koncentracije nisu se znacajno razlikovale, no zabiljeZzena su
tri pika s najvecim koncentracijama slicno kao kod dagnji, u travnju, srpnju i sije¢nju (Tablica
34). U kamenicama samo je jedan uzorak u listopadu sadrzavao YTX iznad LOQ (Tablica
33). Pojavnost azaspiracida u odnosu na ostale fikotoksine u ovom istrazivanju je rijetka i
prosjecne koncentracije ne razlikuju se znacajno medu sezonama, no €eSc¢e su detektirani

tijekom toplijeg dijela godine (Tablice 32 i 34).

ProsjeCne koncentracie GYM u dagnjama bile su najviSe u jesenskim mjesecima s
najvec¢im vrijednostima u rujnu, a najmanje u zimskim mjesecima, s time da u sijeCnju i
veljai nije uopée detektiran (Tablica 32). U kamenicama je GYM prisutan
tijekom svih mjeseci, a najveée koncentracije zabiljezene su u ljetnim mjesecima s
maksimumom u kolovozu (Tablica 33). U kapicama je ovaj fikotoksin utvrden u svega ftri
uzorka u kolovozu, velja€i i ozujku (Tablica 34). SPX1 u dagnjama u najveéim
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
zabiljezene su u jesen i tijekom zimskih mjeseci, u proljece su bile veée, dok su tijekom tri
lietna mjeseca koncentracije jako varirale. U kolovozu je kvantificiran samo u jednom uzorku,
ali u visokoj koncentraciji (Tablica 33). Od srpnja do listopada zabiljezene su najveée

prosje¢ne koncentracije PnTX-G u dagnjama, tijekom zime i prolje¢a bile su najnize, s time
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da u sije¢nju nisu detektirani (Tablica 32). U samo jednom uzorku kamenica PnTX-G je

utvrden u listopadu (Tablica 33).

Za razliku od sezonske pojavnosti PnTX-G u ovom istrazivanju, u pojedinim ranijim
istrazivanjima dagniji (M. edulis) prikupljenim u Kanadi nije uo¢ena sezonska pojavnost ovog
fikotoksina (McCarron i sur., 2012.), dok pojedina navode najveée koncentracije u razli€itim
vrstama $koljkasa prikuplijenim tijekom dvogodiSnjeg istrazivanja na podrucju atlantske i
obale Kantabrijskog mora Spanjolske u zimskom periodu (Lamas i sur., 2019.). Ujedno, Hess
i sur. (2013.) su tijekom &etverogodiSnjeg istraZivanja uocili ¢e8¢u pojavnost PnTX-G u
dagnjama (M. galloprovincialis) podrijetlom iz mediteranskog dijela Francuske tijekom ljetnih
mjeseci. Kao i u ovom istrazivanju, slichu sezonsku pojavnost GYM i SPX1 u Skoljkasima iz
srednjeg Jadrana navode Ujevi¢ i sur. (2019.). Najvece koncentracije GYM i SPX1 u
prugastoj kapici utvrdili su tijekom toplijeg dijela godine, u rumenkama u travnju, te u slu¢aju
GYM jo$ i u studenom. Bacchiocchi i sur. (2020.) utvrdili su kumulaciju SPX u dagnjama iz
sjevernog dijela srednjeg Jadrana (zapadna obala) u najve¢im koncentracijama krajem zime
i poCetkom prolje¢a, dok je prema kraju godine koncentracija padala, uz iznimku jednog
lokaliteta, gdje je najvec¢a koncentracija utvrdena u kasnu jesen. Najveée koncentracije GYM

utvrdili su u ljetnim mjesecima.

U dagnjama u kojima su biopokusom dokazani DSP toksini iz sjevernog i juznog Jadrana,
GYM je detektiran tijekom ljetne sezone (Arapov i sur., 2015.). U istom istrazivanju, u
sjevernom Jadranu utvrdena je pojavnost YTX i OA u razdoblju od svibnja do rujna, dakle u
toplijem dijelu godine, kao i u ovom istrazivanju. NinCevi¢ Gladan i sur. (2008.) takoder
navode pojavnost OA i skupine YTX u toplijim mjesecima, u razdoblju od travnja do
listopada, a u petogodiSnjem istrazivanju uoCavaju razlike u pojavnosti po godinama. U jo$
dva istrazivanja utvrdili su pojavnost istih skupina toksina u razdoblju od kolovoza do
listopada (Nincevi¢ Gladan i sur., 2011.), te od travnja do listopada (Nin¢evi¢ Gladan i sur.,
2010.). Custovi¢ i sur. (2014.) detektirali su OA u travnju, dok je YTX detektiran prve godine
istraZivanja u razdoblju od veljate do kolovoza, a iduée godine od travnja do prosinca.
Pojavnost AZA u Skoljkadima Jadrana, takoder tijekom toplijeg dijela godine, kao i u ovom
istrazivanju, navode Tali¢ i sur. (2020.) te Bacchiocchi i sur. (2015.), koji uz najvece

koncentracije u ljetnoj sezoni navode vece koncentracije i tijekom jeseni i zime.

Sezonska pojavnost DA utvrdena u ovom istrazivanju statistiCki zna¢ajno se razlikuje samo
kod mjesciénica. U jesen su zabiljezene najveée koncentracije, dok su najmanje utvrdene u
lieto i prolje¢e (Tablica 35). Slicna pojavnost utvrdena je u kapicama (Tablica 34). U
dagnjama najvece koncentracije bile su utvrdene takoder u jesen, neSto manje tijekom zime,
dok u proljece i ljeto DA nije detektirana (Tablica 32). U kamenicama je najmanja pojavnost

takoder zabiljeZzena tijekom ljetnih mjeseci, dok u razdoblju od srpnja do listopada DA uopce
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nije detektirana (Tablica 33). Rezultati ovog istrazivanja razlikuju se od dosadasnjih
istrazivanja Skoljka$a prikupljenih iz sjevernog Jadrana, u kojima je zabiljezena pojavnost DA
u toplijem dijelu godine. Ljubesi¢ i sur. (2011.) utvrdili su DA u dagnjama u razdoblju od
travnja do listopada 2005. god., dok su Ujevi¢ 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 srediSnjeg Jadrana u hladnijem dijelu godine, s najvec¢om
koncentracijom utvrdenom u velja€i 2006. god., kada su zabiljeZene najnize temperature
mora u osmogodiSnjem razdoblju, §to ukazuje na to da se cvat Pseudo-nitzschia mozZe
dogoditi i u hladnijem dijelu godine. Takoder, utvrdili su ne samo sezonsku, ve¢ i razli€itu
godisnju pojavnost ovih dijatomeja. U jo§ jednom istraZzivanju 3koljkasa iz ovog dijela

Jadrana, DA je detektirana u razdoblju od travnja do srpnja (Ujevic i sur., 2019.).

ParalitiCki toksini pojavili su se u dagnjama u dva navrata, u prolje¢e i zimi, s time da su u
travnju i sije€nju zabiljezene koncentracije vece ili vrlo blizu NDK (Tablica 32). Sli¢no,
pojavnost PST tijekom zimskih mjeseci i ranog proljeéa u mjes€i¢cnicama (Microcosmus
vulgaris) iz sjevernog Jadrana zabiljezili su autori Roje-Busatto i Ujevi¢ (2014.), s najve¢im
koncentracijama u veljaci i travnju 2009. god. Takoder u tom periodu, u dagnjama iz
sjevernog Jadrana detektirani su PST u visokim koncentracijama (Ujevi¢ i sur., 2012.), dok
Taleb i sur. (2001.) navode sezonsku kontaminaciju pojedinih vrsta Skoljkasa PST na
Mediteranu upravo u razdoblju od sije€nja do travnja. Braga i sur., (2023.) su tijekom
monitoringa fikotoksina u Portugalu, uo€ili iznenadnu, sporadi¢nu pojavu PST u Skoljkasima.
ZabiljeZena su razdoblja kada uopce nisu bili detektirani, medutim, kada bi se pojavljivali,

najvece koncentracije i uCestalost zabiljezene su u jesen i zimi.

Sezonska pojavnost vecine LT ovog istrazivanja u skladu je sa dinamikom pojavnosti
fitoplanktona u Jadranu. U proljeCe i poCetkom ljeta dolazi do njihove proliferacije uslijed
povecanog suncevog zracenja, termike stratifikacije mora i dostupnosti hranjivih tvari, te u
jesen kao posljedica dotoka vecih koli€ina slatke vode bogate hranjivim tvarima, najveéim
dijelom iz rijeke Po u ltaliji (Revelante i sur., 1992.; Bernardi Aubry i sur., 2004.; Bacchiocchi i
sur., 2015.). Odstupanja pojavnosti pojedinih fikotoksina od ovog trenda Bacchiocchi i sur.
(2020.) objasnjavaju ekofizioloSkim razlikama fitoplanktona koji ih proizvode. Ujevi¢ i sur.
(2010.) navode pojavnost dijatomeja Pseudo-nitzschia tijekom cijele godine u Jadranskom
moru, s porastom biomase naj¢esce u rano proljeée i jesen. Nin€evi¢ Gladan i sur. (2020.)
klasificirali su dvije karakteristicne populacije Pseudo-nitzschia u sjevernom Jadranu, od
Cega jednu koja se javlja u toplijem i drugu koja se javlja u hladnijem dijelu godine. Moguce
je da je toksiCnost SkoljkaSa zabiljezena tijekom zimskih mjeseci posljedica pojacanog

mijeSanja 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 sloZenosti biodinamike
fitoplanktona dolazi do varijacije u njihovoj pojavnosti tijekom razli€itih vremenskih perioda,
pa je tako zabiljezena i razliCita toksi¢nost Skolijkasa u razliCitim godinama istrazivanja
(Karlson i sur., 2007.; NinCevi¢ Gladan i sur., 2008.; Blanco i sur., 2019.; Zheng i sur., 2021.;
Goya i sur. 2022.; Patricio i sur., 2022.).

Do proliferacije fitoplanktona moze doci u bilo koje vrijeme i na bilo kojem lokalitetu ukoliko
za to postoje uvjeti. Mehanizmi HAB su izuzetno slozeni i pod utjecajem meteoroloskih,
fizikalnih, kemijskih i bioloSkih Cimbenika. UoCene su dugoroCne promjene u pojavnosti i
intenzitetu HAB, pri ¢emu su najznacajniji utjecaj imale eutrofikacija i klimatske promjene
(Zhang i sur., 2022.). Promjene u vodenim sustavima izazvane klimatskim promjenama, za
posliedicu imaju intenziviranje cvjetanja algi, izmedu ostalog i toksi¢nih vrsta, $to negativno
utjeCe 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 uzgajalista smjestenih na razli€itim dijelovima istarskog poluotoka.
Da se umaniji utjecaj vrste na profil, odabrana je samo jedna vrsta koja se uzgaja na najvise
razliCitih lokaliteta. Pojavnost fikotoksina u dagnjama sa razli€ith lokaliteta prikazana je u
Tablicama 19-29. Rezultati ukazuju na razli€itu pojavnost kvantificiranih fikotokisna. OA,
YTX i Cl prisutni su u uzorcima dagniji prikupljenim sa svih lokaliteta, no medu njima uocene
su razlike u prosje¢nim koncentracijama (Tablice 22, 26-29), osim u slu€aju YTX. Lokalitet
koji se istiCe najvecom raznolikoS¢u detektiranih fikotoksina je L5, sa kojeg su uz lokalitet L4
prikupljeni uzorci dagnji u kojima su utvrdene najvece prosjecne koncentracije GYM, PnTX-
G, GTX1,4 i OA u ovom istrazivanju. Oba lokaliteta nalaze se u istom zaljevu smjeStenom na
jugu istarskog poluotoka. Za razliku od njih, lokalitet na kojem je ucestalost pojavnosti
fikotoksina u prikupljenim uzorcima bila manja, kao i prosje¢ne koncentracije, je L8, smjesten

na sjevernom dijelu zapadne obale poluotoka (Slika 13).

Literaturni podaci govore da je dinamika fitoplanktona vrlo kompleksna, a produkcija
fikotoksina u ovisnosti o nizu okolidnih i antropogenih €imbenika koji su jedinstveni na
odredenom geografskom polozaju u vrijeme uzorkovanja (Peteva i sur., 2018.). Takoder,
pozicija obitavalista morskih organizama utjeCe na njihove fizioloSke procese poput
reprodukcijskog ciklusa, koji pak ima utjecaj na fizioloSki status organizama, Sto uz razlike u

metaboliziranju fikotoksina, okoliSne uvjete i produkciju fikotoksina u fitoplanktonima, utjeCe
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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 istrazivanja, s utvrdenom najmanjom pojavnoscu fikotoksina i njihovim
najmanjim prosjecnim koncentracijama, nalazi se u plitkom zaljevu najvece dubine 19 m i
pod utjecajem je dotoka svjeze vode iz rijeke Dragonje (NinCevi¢ i sur., 2020.). Takoder,
lokaliteti L4 i L5 nalaze se u plitkom zaljevu s najveéom dubinom otprilike 8 m i ograni¢enim
dotokom svjeZze vode s kopna. Zbog plitkosti hidrografski parametri su nestabilni i uvelike
ovise o vremenskim uvjetima (Skeji¢ i sur., 2017.). Osim navedenog, u odnosu na ostala
podrucja, u zaljevu u kojem se nalaze lokaliteti L4 i LS izrazen je antropogeni utjecaj, buduci
da se u njemu sidre manja plovila, a i gusto¢a naseljenosti je vec¢a, naro€ito u ljetnoj sezoni
kada poraste i do 469% (HGK, 2018). Buduéi tijekom ovog istraZivanja nisu biljezeni
hidrografski i meteorolodki podaci na lokalitetima sa kojih su uzorci prikupljani, ne moze se
procijeniti njihov utjecaj na razliCitu pojavnost fikotoksina medu njima. Stoga, moguci razlog
pojavnosti viSe razli€itih vrsta fikotoksina i kumulacije nekih od njih u koncentracijama veéima

u odnosu na ostala podruéja, predstavlja zna€ajan antropogeni utjecaj.

5.8. PROCJENA IZLOZENOSTI POTROSACA

Prema podacima Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (ranije Hrvatska agencija za
hranu), u istrazivanju prehrambenih navika koje se odnose na konzumaciju Skoljka3a tijekom
2011. i 2012. god. u RH, zabiliezeno je 14 konzumacija od strane 13 konzumenata, s
prosjecnom veliCinom porcije od 34,40 g, te najvecom porcijom od 87,27 g, Sto ukazuje na
rijetku konzumaciju Skoljkasa u RH (0,65% od ukupnog broja ispitanika istrazivanja) (Tablica
5). Buduéi izloZzenost fikotoksinima nastaje kao posljedica povremene konzumacije Skoljkasa
i pojavnost fikotoksina u njima je sporadiCna, nije mogao biti utvrden TDI (EFSA, 2008.a,
2008.b, 2009.a, 2009.b, 2009.c, 2009.d). S obzirom na dokazan akutni toksi¢ni ucinak
fikotoksina, za razliku od kroni¢nog o kojem nema dovoljno podataka, za procjenu izlozenosti
znadajnija je jednokratna konzumacija velikih porcija. Skoljkasi mogu kumulirati fikotoksine u
velikim koncentracijama, te samo jedan obrok moze uzrokovati bolest ili ¢ak smrt. Buduéi da
se dostupni toksikolodki podaci odnose na akutnu toksi¢nost, izlozenost potrosaca u ovom

istraZivanju procijenjena je u odnosu na ARfD.

U Tablicama 37-42 prikazana je izlozenost potroSaa koncentracijama fikotoksina utvrdenim
u SkoljkaSima tijekom 2018. i 2019. god. u slu¢aju kozumacije razli¢itih veli€ina porcija -

prosjecne i najvece u RH, te velike od 400 g procijenjene od strane EFSA (2009.e).

Iz prikazanih rezultata razvidno je da se udio u ARfD i izloZenost fikotoksinima u odnosu na

prosjeCnu tjelesnu masu potroSaca razlikuje medu pojedinim skupinama fikotoksina.
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Procijenjeni unos DA S$koljkaSima izlovljenim tijekom ovog razdoblja znacajno je manji od
ARD u slu€aju konzumacije svih ispitanih veli¢ina porcija (Tablica 37). Udio u ARfD krece
se od 0,002% do 13%, dok se izloZzenost krece u rasponu od 0,001 do 3,96 ugkg™ t.m, §to je
otprilike osam puta manje od ARfD, te vi§e od 200 puta manje od LOAEL (Tablica 2). Cak i
u sluc¢aju konzumacije $kolikasa koji sadrze koncentraciju DA jednaku NDK (20 mgkg™),
konzumacijom srednje i najvece porcije u RH, izlozenost ne prelazi ARfD. Medutim, ukoliko
se konzumira velika porcija od 400 g, izloZenost potroSaca prosjecne tjelesne mase u RH biti
¢e 97,93 pug DA po kg t.m., 8to je 326% ARfFD, ali otprilike devet puta manje od LOAEL
(Tablica 43). Buduéi da je procijenjena izlozenost manja od LOAEL, potroSaci nece biti

izloZeni akutnom toksi¢nom djelovanju DA.

lako je pojavnost PST (2%) rjeda u odnosu na ostale kvantificirane fikotoksine u ovom
istrazivanju, utvrdena koncentracija u nekoliko uzoraka vrlo je blizu NDK, a u jednom uzorku
je vide nego dvostruko veca. U slu€aju konzumacije prosje¢ne porcije, 9% uzoraka u kojima
su PST kvantificirani sadrzi ove fikotoksine u koncentraciji koja bi rezultirala izlozeno&¢u
vecom od ARfD. Pri konzumaciji najvece porcije taj udio iznosi 27%, dok pri konzumaciji
velike porcije od 400 g udio uzoraka koji premasuju ARfD iznosi 45% (Tablica 38). Medutim,
zbog utvrdene NDK od 800 pg STX diHCI ekv.kg™', uzorak s najvecom utvrdenom
koncentracijom od 1829,34 ug STX diHCI ekv.kg" ne bi dospio na trziste, no ipak bi
konzumacija 18 i 36% uzoraka rezultirala izlozeno$¢u ve¢om od ARfD u slu€aju konzumacije
najvece porcije u RH, te velike porcije od 400 g. U slu€aju koncentracija PST u SkoljkaSima
jednakih NDK, konzumacijom najvece porcije u RH i velike porcije od 400 g izloZzenost je
vec¢a od ARfD, a prilikom konzumacije velike porcije, izloZzenost prelazi vrijednost LOAEL
viSe nego dvostruko (Tablica 43). Takoder, ukoliko se izuzme uzorak u kojem je utvrdena
koncentracija PST ve¢a od NDK, konzumacija velike porcije od 400 g 18% uzoraka u kojima
je tijekom ovog istrazivnja utvrdena koncentracija >LOQ rezultirala bi izloZeno$¢u ve¢om od
LOAEL u, Sto bi u potroSata moglo izazvati akutni Stetni u€inak. Navedeno ukazuje da rizik

od Stetnog djelovanja akutne izloZzenosti PST u 3koljkadima u RH postoji.

U 10% uzoraka ovog istrazivanja kvantificirana je OA. Od tog broja je u 7% utvrdena
koncentracija ve¢a od NDK koja iznosi 160 ug OA ekv.kg™'. U sluéaju najvece veli¢ine porcije
u RH, izlozenost OA bila bi ve¢a od ARfD konzumacijom dva od pet uzoraka u kojima je
utvrdena koncentracija > NDK, dok bi u sluaju konzumacije iste porcije korigirane zbog
koncentriranja LT, izloZzenost bila ve¢a konzumacijom svih uzoraka s koncentracijom > NDK.
U slu€aju konzumacije velike porcije od 400 g konzumacija ukupno 25% uzoraka rezultirala
bi izloZzeno$¢u ve¢om od ARfD, a ukoliko se primijeni korekcija iste porcije, taj udio iznosio bi
55% (Tablica 39). Medutim, ukoliko pretpostavimo da niti jedan uzorak s koncentracijom OA

> NDK nec¢e biti konzumiran od strane potro$aca, do izlozenosti vec¢e od ARfD doSlo bi pri
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konzumaciji 17% uzoraka s veli€inom porcije 400 g, odnosno 48% uzoraka u slu€aju
korekcije velike porcije. Takoder, do izlozenosti ve¢e od ARfD doslo bi u slu¢aju konzumacije
velike porcije od 400 g ukoliko bi koncentracija okadai¢ne skupine bila jednaka NDK, ali i do
izlozenosti veée od LOAEL konzumacijom Kkorigirane, te izlozenosti blizu LOAEL
konzumacijom nekorigirane velike porcije (Tablica 43), te bi se tada mogli oCekivati Stetni
akutni udinci ove skupine fikotoksina. lzlozenost ve¢a od LOAEL utvrdena je u slu€aju
konzumacije korigirane velike porcije uzoraka u kojima je u ovom istrazivanju utvrdena

koncentracija > NDK.

Pojavnost PTX u ovom istrazivanju vrlo je mala, < 1%, kao i kumulacija u Skoljkasima. U
slu€aju konzumacije niti jedne od ispitivanih veli€ina porcija izloZenost nije ve¢a od ARfD
(Tablica 40). Medutim, konzumacijom velike porcije od 400 g i koncentracije PTX jednake
NDK, te uzimajuci u obzir prosjeCnu tjelesnu masu potroSa¢a u RH, izlozenost bi u ovom
sluaju bila veca od ARfD, no viSe od 200 puta manja od LOAEL za korigiranu veli€inu

porcije, te vrlo blizu ARfD konzumacijom nekorigirane velike porcije (Tablica 43).

U odnosu na PTX, u ovom istraZivanju utvrdena je nesto vec¢a pojavnost AZA (4%), no u
koncentracijama znacajno manjima od NDK, koja iznosi 160 ug AZA ekv.kg™. Takoder ni za
AZA nije utvrdena izlozenost ve¢a od ARTD uslijed konzumacije prosjecne i najvecée porcije u
RH, kao ni velike porcije od 400 g (Tablica 41). Medutim, konzumacijom porcije od 400 g i
korigirane najvece porcije u RH, u slu€aju koncentracije AZA jednake NDK, izloZenost bi bila
veca od ARfD (Tablica 43), u sluaju najvecée porcije neznatno, dok bi u slu€aju konzumacije
velike porcije bila oko Cetiri puta vec¢a od ARfD za nekorigiranu te oko Sest puta veca za
korigiranu porciju, no jo$ uvijek manja od LOAEL. Stoga se moze zakljuCiti da potroSaci nec¢e

biti izloZzeni Stetnom akutnom djelovanju AZA i PTX.

Koncentracije YTX utvrdene u ovom istrazivanju, u odnosu na NDK od 3,75 mg YTX ekv.kg
'vrlo su niske, iako im je pojavnost ¢e$¢a u odnosu na ostale regulirane LT. Konzumacijom
Skoljkasa s koncentracijama YTX utvrdenim u ovom istraZivanju, neovisno o veli€ini porcije,
izloZenost nije ve¢a od ARfD (Tablica 42). Jedino bi konzumacijom korigirane velike porcije
od 400 g 3koljkada koji sadrze ovaj fikotoksin u koncentraciji jednakoj NDK, izloZenost bila
nesto veca od ARfD (Tablica 43), no jo$ uvijek oko 300 puta manja od LOAEL, §to ukazuje

na nizak rizik od akutnog Stetnog djelovanja YTX.

IzloZzenost potroSaca fikotoksinima je funkcija koli¢ine konzumiranih Skoljkada i koncentracija
u kojima su u njima prisutni (Munday i Reeve, 2013.). S obzirom na prehrambene navike
potroSaga u RH, prosjeénu tjelesnu masu, razliCite veliCine konzumirane porcije i utvrdene
koncentracije fikotoksina u Skoljkasima tijekom ovog istrazivanja, moZze se smatrati da

potroSaci u RH nisu izlozeni riziku od akutne toksi¢nosti veéine fikotoksina obuhvaéenih
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istrazivanjem. Medutim, utvrden je rizik od Stetnog akutnog djelovanja OA kao i skupine PST
koji su jedni od najopasnijih prirodnih toksina. Rezultati istrazivanja takoder ukazuju da
konzumacija velike porcije od 400 g u slu€aju koncentracija OA i PST jednakih NDK,
uzimajuci u obzir prosje¢nu tjelesnu masu potro$aca u RH, rezultira izlozeno$¢éu ve¢om od
ARfD i LOAEL, sto znacCi da utvrdene NDK ne Stite potroSace koji konzumiraju velike porcije

od mogucéeg akutnog toksi¢nog ucinka ovih fikotoksina.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na pojavnost viSe skupina fikotoksina u SkoljkaSima i
mjes¢€icnicama, od kojih su se neki kumulirali u koncentracijama koje mogu ugroziti zdravlje
potroSaca uslijed akutnog toksi¢nog ucinka. Takoder, pojedini fikotoksini poput DA, OA, YTX
i Cl, iako u malim koncentracijama, prisutni su u Skoljkasima gotovo tijekom svih sezona. Za
neke od njih se pretpostavlja moguci Stetni ucinak uslijed kroniéne izlozenosti subletalnim
dozama. Za skupinu CI nisu utvrdene NDK zbog nedostatka dokaza o akutnoj toksi¢nosti za
ljude iako je toksiCnost dokazana na pokusnim Zzivotinjama. To znaci da ¢e potroSaci biti

izloZeni Cl, bez obzira u kojoj koncentraciji su prisutni u SkoljkaSima.

Sve navedeno ukazuje da postoji odreden rizik za konzumente Skoljkasa, koji je potrebno
okarakterizirati temeljem podataka o izlozenosti, identifikacije i karakterizacije opasnosti.
Zbog specificnosti pojavnosti fikotoksina u Skoljkasima karakterizacija rizika koju
predstavljaju je izuzetno slozena. Svaka od skupina fikotoksina obuhvaca vise analoga, za
vecinu od njih toksi¢ni ucinak nije u potpunosti poznat, a s vremenom se otkrivaju i novi
ovog istrazivanja, Cesto je u SkoljkasSima istovremeno prisutno viSe toksina razliitih skupina,
Sto takoder moze utjecati na njihovu toksi¢nost. Medutim, sinergistiCki ucinci razlicitih
fikotoksina, ujedno i fikotoksina s drugim toksi¢nim tvarima koje mogu biti unesene u ljudski
organizam, takoder nisu istrazene. Ujedno, pojedini fikotoksini prolaze sloZzene procese
biotransformacije tijekom metaboliziranja ili termiCke obrade i mijenja im se toksi¢nost.
Pojavnost fikotoksina mijenja se tijekom sezona poput pojavnosti okadaiCne skupine, ali i
tijekom duzeg niza godina. Godine u kojima se pojedini fikotoksini ¢eS¢e pojavljuju izmjenjuju
se s duzim razdobljima njihove odsutnosti. To se naroCito odnosi na PST C¢ija je pojavnost
nepredvidiva i kod kojih je uoena dekadalna pojavnost, koju pojedini autori povezuju sa
utjecajem jedanaestogodi$njeg solarnog ciklusa (Vale i sur., 2022.), Sto je takoder potrebno

uzeti u razmatranje prilikom karakterizacije rizika.

Jedan od nacina umanjivanja rizika kojeg fikotoksini predstavljaju je kontinuirani monitoring
njihovih koncentracija u S$koljkasima na uzgojnim i izlovnim podrugjima, uz praéenje
koncentracija toksi¢nog fitoplanktona u moru, te zabrana njihova izlova u slu€aju
prekoracenja NDK (Fernandes-Salvador i sur., 2021.). Unato€ tim mjerama u prvih petnaest

godina 21. stolje¢a zabiljezeno je na tisuce slu€ajeva trovanja fikotoksinima diljem svijeta.
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NajCeS¢a su trovanja ciguatera toksinom i okadai¢nom skupinom, dok su najsmrtonosniji
tetrodotoksin i PST. Na podrucju Europe prevladava trovanje okadai¢nom skupinom (Nicolas
i sur., 2017.). Prema podacima EFSA-e tijekom 2018. i 2019. god. prijavljeno je 266,
odnosno 214 slu€ajeva trovanja fikotoksinima, te je uoCeno povecanje broja slu€ajeva u
odnosu na prethodne godine (EFSA 2019; 2021). Smatra se da je broj slu€ajeva podcijenjen
zbog sli¢nosti simptoma trovanja koje fikotoksini uzrokuju s bakterijskim i virusnim
infekcijama i alergijama, te nedostatka svjesnosti lijeénika o postojanju ovih sindroma
(Nicolas i sur., 2017.; Carvalho i sur.,, 2019.), ali i nepoznavanja njihove potencijalne
opasnhosti i simptoma trovanja od strane potroSaca (Milin i Jovanovi¢, 2022.) Stoga su
edukacija i podizanje svjesnosti o problemu koji fikotoksini predstavljaju neophodni medu

zdravstvenim djelatnicima, ali i medu potroSacima Skoljkasa.

Problem predstavlja i rekreacijsko prikupljanje Skoljkasa iz podru&ja koja nisu klasificirana za
uzgoj ili izlov SkoljkaSa u svrhu konzumacije, te svjesno i nesvjesno krSenje zabrana o
izlovljavanju u slu€aju povisenih koncentracija fikotoksina na nekom podrucju (Turnbull i sur.,
2013.). lako provodenje monitoringa u brojnim zemljama umanjuje rizik od Stetnog akutnog
uginka fikotoksina, ne moze ga u potpunosti ukloniti. Cak i na podrugjima s uspostavljenim
kontinuiranim monitoringom moze doc¢i neopazeno do kumulacije fikotoksina u Skoljkasima u
koncentracijama ve¢ima od NDK. Razlog je $to se ispitivanje koncentracija fikotoksina u
Skoljkasima provodi najéeSce jednom tjedno, no ponekad dolazi do rapidne kumulacije
fikotoksina (Fernandez i sur., 2019.; Vale, 2020.) u vremenu kracem od razdoblja izmedu
dva uzorkovanja, te Skoljkasi s poviSenim koncentracijama ovih toksina time ipak mogu doci

do potrosaca.

Prema podacima Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu (2011-2012) konzumacija
SkoljkaSa u RH je mala i od svih eksploatiranih vrsta ukljuCuje samo dagnje. Medutim,
istraZivanje je provedeno na malom broju ispitanika, njih 2002, &to ¢ini samo 0,05%
ispitanika u odnosu na ukupni broj stanovnika RH prema popisu stanovnistva iz 2011 god.
(DZS, 2013.), Sto bi znacilo da je samo 0,65% stanovnika konzumiralo Skoljkase tijekom
dvije godine istrazivanja prehrambenih navika. Moguce je da je udio potroSaca Skoljkasa vedéi
i da nije homogeno rasporeden medu Zupanijama. Za pretpostaviti je da ¢e u priobalnim
podrucjima gdje su Skoljkasi dostupniji i gdje se stanovni$tvo bavi eksploatacijom plodova
mora i turizmom, i njihova konzumacija biti u€estalija. Stoga ¢e u tim podrucjima potro$aci u

vecoj mjeri biti izloZeni riziku od toksi¢nog ucinka fikotokisna.
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Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Validirane su LC-MS/MS metode za odredivanje DA i LT te LC/FLD metoda za
odredivanje PST u dagnjama, kamenicama, kapicama i mje&Cicnicama. Rezultati
validacijskih studija ukazuju na prikladnost metoda za namjenu, s obzirom da vrijednosti
validacijskih parametara zadovoljavaju postavljene kriterije prihvatljivosti utvrdene

zakonodavstvom

Validacijom LC-MS/MS metode za odredivanje DA dobivene su nize vrijednosti LOD i
LOQ od trenutno referentne LC-UV metode, $to pruza mogucnost primjene ove metode u
daljnjim istrazivanjima s ciliem ¢im ucinkovitije detekcije i kvantifikacije koncentracija DA

u tragovima.

Validacija LC-MS/MS metode za odredivanje LT ukljuCivala je Cl koji nisu obuhvaceni
SOP-om Europskog referentnog laboratorija za morske biotoksine i njihovom
interlaboratorijskom validacijskom studijom (EURLMB, 2015.) te je utvrdena prikladnost
metode za detekciju i kvantifikaciju ciklickih imina SPX1, GYM i PnTX-G.

Validacijom LC-MS/MS metoda za odredivanje DA i LT utvrden je znaCajan utjecaj svih
matriksa na ionizaciju analita u odnosu na otapalo. Za kvantifikaciju DA u dagnjama,
kamenicama i kapicama moguce je koristiti kalibracijski pravac pripremlijen dodavanjem
standardnih otopina u ekstrakt slijepog matriksa jedne od ovih vrsta Skoljkasa, dok je za
mjescCi¢nice potrebno koristiti isklju€ivo njihov ekstrakt. Za kvantifikaciju LT u Skoljkasima
iz ovog istrazivanja mogucée je Koristiti kalibracijski pravac pripremljen dodavanjem
standardnih otopina u ekstrakt slijepog matriksa dagnji. Za kvantifikaciju LT u

mjesc€icnicama potrebno je koristiti kalibraciju u matriksu ove vrste.

U svim istrazivanim vrstama Skoljkasa i mjescicnicama utvrdena je prisutnost fikotoksina.
Utvrdeni su hidrofilni toksini DA i PST (GTX2,3 i GTX1,4), te lipofilni OA, PTX2, AZA1i 2,
YTX, SPX1, GYM i PnTX-G. Pojavnost u najveéem broju uzoraka imali su SPX1 i GYM,
zatim padajuc¢im redosliedom YTX, DA, OA, PnTX-G, AZA2, GTX2,3, GTX1,4, AZA1 i
PTX2.

Rezultati ukazuju da se utvrden profil fikotoksina Skoljkasa hrvatskog dijela sjevernog
Jadrana razlikuje od vecine ranije objavljenih istrazivanja, prema kojima su YTX i OA
najCesci fikotoksini u SkoljkaSima Jadrana. Profil fikotoksina kompleksniji je od
oCekivanog. Navedeni fikotoksini prisutni su u SkoljkaSima i mjeS€icnicama u
koncentracijama znatno nizim od legislativom propisanih NDK, osim OA i PST koji su

kvantificirani u koncentracijama ve¢im od NDK u priblizno 1% uzoraka.
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7.

10.

11.

Skoro polovina uzoraka u kojima su fikotoksini kvantificirani sadrzi kombinaciju dva ili
viSe toksina. S obzirom na malobrojna istrazivanja o njihovom medudjelovanju odnosno
sinergistickim uc€incima, podaci o kombinacijama fikotoksina u razli¢itim vrstama mogu

posluziti u planiranju buducih istrazivanja ove vrste.

Usporedbom profila fikotoksina medu razli€itim vrstama koje potje€u s istog lokaliteta,
uocene su razlike u pojavnosti i kumulaciji. U odnosu na kamenice, dagnje kumuliraju
viSe razli¢itih fikotoksina i prikladna su vrsta za pracenje pojavnosti PST. Kapice su
prikladna vrsta za prac¢enje YTX i DA. Kumulacija GYM veca je u kamenicama u odnosu
na kapice i dagnje, dok je kumulacija PnTX-G znacajno veéa u dagnjama. U
mjesc€icnicama je utvrdena gotovo isklju¢ivo DA. Temeljem pojavnosti fikotoksina u jednoj
vrsti ne moze se procijeniti pojavnost u ostalim vrstama koje se uzgajaju na istom

podrucju.

Utvrdena je sezonska pojavnost fikotoksina, kao i utjecaj lokaliteta na njihovu pojavnost.
Cesc¢a pojavnost i veée koncentracije LT zabiljeZzene su uglavnom tijekom toplijeg dijela
godine, uz odredene razlike medu vrstama, dok je u istom razdoblju utvrdena najmanja
pojavnost DA. PST utvrdeni su u nekoliko navrata u proljeée i zimi, s time da su travnju i
sijeCnju zabiljeZzene koncentracije vece ili vrlo blizu NDK. U istrazivanjima pojavnosti
fikotoksina potrebno je sagledati i moguéi utjecaj sve izrazenijih klimatskih promjena na

sezonsku pojavnost ovih tvari.

Najvece prosjecne koncentracije fikotoksina utvrdene su u Skoljkasima prikupljenim iz
uzgajaliSta na juznom dijelu, dok su najmanje koncentracije utvrdene u SkoljkaSima iz
sjeverozapadnog dijela istarskog poluotoka, ¢ime je utvrden i utjecaj lokaliteta na njihovu

pojavnost.

S obzirom na prehrambene navike potroSa¢a u RH i utvrdene koncentracije fikotoksina u
Skoljkasima tijekom ovog istrazivanja, potrosaci nisu izloZzeni akuthom toksi¢nom ucinku
vecine fikotoksina obuhvacenih istrazivanjem. Medutim, utvrdena je izloZzenost Stethom
akutnom djelovanju OA i PST. Buduéi za skupinu CI nisu utvrdene NDK, a SPX1 i GYM
su najCeSce detektirani u ispitanim uzorcima, potroSaci su izloZeni svim prisutnim
koli¢inama ovih fikotoksina u SkoljkaSima. S obzirom da njihova toksi¢nost nije dovoljno

istrazena, fikotoksini opcenito predstavljaju potencijalnu prijetnju za potrosace.
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8. Prilozi

Prilog 1 Gradijent eluiranja LC-FLD metode za odredivanje 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 odredivanje 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 Skoljkasa

u RH u 2011.i2012. godini (HAH, 2011.-2012.)

Godina Opis obroka Koli¢ina u kuhanom t.m./kg
istrazivanja jelud/g
2012. Dagnje u umaku 87,27 n.p.
2012. RiZoto od dagniji 32,49 71
2012. Dagnje u umaku 29,09 94
2012. Rizoto s plodovima mora 11,06 70
2012. Rizoto s plodovima mora 15,85 75
2012. Dagnje s vinom 77,01 89
2012. Dagnje s vinom 64,17 80
2012. Rizoto s plodovima mora 12,90 98
2011. Rizoto s plodovima mora 9,22 100
2011. Rizoto s plodovima mora 16,59 87
2011. Rizoto s plodovima mora 3,69 90
2012. Plodovi mora dinstani 16,61 60
2012. Rizoto s plodovima mora 18,43 60
2012. Dagnje u umaku 87,27 88

n.p. nije primjenjivo; 2Koli¢ina termicki obradenih Skoljka8a odgovara koli€ini sirovih Skoljka3a,
ociscenih od ljusture (Bognar, 2002).

166



8. Prilozi

Prilog 4 TIC uzorka kapica koji sadrzi 809,35 ugkg' DA (a); slijepog uzorka
obogacenog DA u koncentraciji od 800 ugkg'(b); slijepog uzorka (c); RT DA + epi-
DA =5,3 min
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8. Prilozi

Prilog 5 Kromatogrami nakon peroksidne oksidacije otopine za kalibraciju koja sadrzi
nehidroksilirane PST (GTX2,3, dcGTX2,3, GTX5 400 pgkg™, STX, dcSTX 500 pgkg
1, C1,2 1400 ugkg™) (a i b); slijepog uzorka kamenica (c); uzorka dagniji koji sadrzi
106,40 ugkg"' GTX2,3 (d)
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8. Prilozi

Prilog 6 Kromatogrami nakon perjodatne oksidacije otopine za kalibraciju koja sadrzi
hidroksilirane PST (GTX1,4, NEO 2 mgkg™') (a); slijepog uzorka kamenica (b); uzorka
dagniji koji sadrzi 750,34 ugkg™' GTX1,4 nakon proci§¢avanja na C18 kolonicama (c);
1° primarni oksidacijski produkt; 2° sekundarni oksidacijski produkt; 3° tercijarni

oksidacijski produkt
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8. Prilozi

Prilog 7 TIC uzorka dagniji koji sadrzi 347,78 ugkg™ OA (a); kalibracijskog standarda
u matriksu sa koncentracijom OA skupine od 600 ugkg™ (b); slijepog uzorka dagniji
(c); RT OA = 6,0 min.
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8. Prilozi

Prilog 8 TIC kalibracijskog standarda u matriksu sa koncentracijom OA skupine od
600 ugkg™', AZA i Cl 300 ugkg', YTX 1,5 mgkg™'
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8. Prilozi
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Prilog 9 ProSirena mjerna nesigurnost metode za odredivanje DA

Analit

Koncentracijska razina/ugkg-' Ul%

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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8. Prilozi

Prilog 10 ProSirena mjerna nesigurnost metode za odredivanje PST

Analit Koncentracijska razina/ugkg- Ul%
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
GTX1,4 120,0 254
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
180,0 254
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8. Prilozi

210,0 22,8
240,0 21,0
Prilog 11 ProSirena mjerna nesigurnost metode za odredivanje LT
Analit Koncentracijska razina/ugkg- Ul%
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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8. Prilozi

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
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