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1. UVOD

Za pouzdanu procjenu stanja morskog okoliSa potrebno je razumjeti strukturu morskih ekosustava
1 procese koji se u njima odvijaju. Ekosustav ¢ine medusobno povezane bioticke komponente,
ukljucujuéi biljke, zivotinje 1 mikroorganizme, te abiotiCki ¢imbenici, poput vode, sedimenta,
svjetlosti, temperature 1 dostupnosti hranjivih tvari. Njithovo medudjelovanje oblikuje okolisne
uvjete te utjeCe na kruzenje tvari i odvijanje biogeokemijskih ciklusa. Antropogene aktivnosti

mogu narusiti prirodnu ravnotezu ekosustava, medu ostalim unosom razli¢itih onecis¢ujucih tvari.

Oceani 1 mora prekrivaju priblizno 71 % Zemljine povrSine te imaju vaznu ulogu u globalnom
ciklusu ugljika, kruzenju hranjivih tvari i oCuvanju bioloske raznolikosti (Masson-Delmotte i sur.,
2021; NOAA, 2023). Biogeokemijski ciklus ugljika u morskom okoli$u, prikazan na slici 1,
ukljucuje razmjenu ugljikova dioksida (COz2) izmedu atmosfere i mora. Nakon otapanja u morskoj
vodi CO2 prelazi u razli¢ite oblike anorganskog ugljika: otopljeni COz, hidrogenkarbonatni ion i
karbonatni ion. Ugljik se iz povrSinskih u dublje slojeve mora prenosi fizikalnim i bioloskim
procesima. Fizikalni prijenos ukljucuje otapanje CO2 u morskoj vodi, mijeSanje vodenih masa i
prijenos otopljenog anorganskog ugljika prema dubljim slojevima. Bioloski prijenos zapocinje
fotosintezom, pri ¢emu fitoplankton veze CO2 u organsku tvar. Dio organski vezanog ugljika
prenosi se kroz hranidbenu mrezu, razgraduje u vodenom stupcu ili tone prema dubljim slojevima
mora i sedimentu. Taj prijenos ugljika prema dubini naziva se bioloska pumpa ugljika (Dai i sur.,
2025; Ryan-Keogh i sur., 2023). Procesima izdizanja vode iz dubljih slojeva mora prema povrsini
dospijevaju hladnije vode bogate hranjivim tvarima i otopljenim anorganskim ugljikom. U
povrsinskom sloju dio ugljika moze se ponovno osloboditi u atmosferu, dok hranjive tvari poticu
primarnu produkciju. Navedeni procesi pokazuju vaznu ulogu morskih ekosustava u kruzenju tvari

1 odrzavanju prirodne ravnoteze okolisa.
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Slika 1. Ciklus ugljika u morskom ekosustavu. Preuzeto i prilagodeno prema URL 1.

Osim ekoloske vaznosti, morski ekosustavi imaju i1 veliku gospodarsku vrijednost jer pruzaju
staniSta brojnim organizmima te omogucuju razvoj ribarstva, akvakulture i turizma. Njihova je
vaznost osobito izrazena u Hrvatskoj, gdje morski resursi imaju vaznu ulogu u odrzivom razvoju
obalnih i otoénih podruéja (Turk i sur., 2020; UNEP/MAP i Plan Bleu, 2020; World Bank, 2024).
Unatoc tome, morski ekosustavi sve su vise izlozeni prirodnim i antropogenim pritiscima. Posebno
su osjetljiva obalna podrucja jer predstavljaju vazna staniSta te mjesta hranjenja, razmnozavanja i
razvoja brojnih morskih organizama (Hassoun i sur., 2025; Kennish, 2022). Urbanizacija obalnih
podrudja, poljoprivredne aktivnosti, ispuStanje otpadnih voda te povecani turisti¢ki 1 pomorski
promet mogu uzrokovati unos razli¢itih oneciS¢ujucih tvari, ukljuCujuci metale 1 policiklicke
aromatske ugljikovodike (PAH-ove). Dodatni pritisci, poput eutrofikacije i zakiseljavanja mora,
mogu poremetiti prirodnu ravnotezu morskih ekosustava. Procjenjuje se da priblizno 80 %
oneciS¢enja mora potjeCe s kopna (UNEP, 2021). Onecis¢ujuce tvari mogu narusiti ravnotezu
morskih ekosustava te Stetno utjecati na zdravlje ljudi i morskih organizama (Doney, 2020; EEA,

2025).



Jedan od najznacajnijih procesa povezanih s antropogenim optereéenjem obalnih morskih
ekosustava jest eutrofikacija, koja nastaje uslijed prekomjernog unosa hranjivih tvari, osobito
dusika 1 fosfora, te predstavlja vazan ekoloski 1 gospodarski problem. PoviSene koncentracije
hranjivih tvari, uz povoljne okoliSne uvjete poput viSe temperature mora, stabilnosti vodenog
stupca i vece dostupnosti svjetlosti, mogu potaknuti intenzivan rast fitoplanktona i pojavu Stetnih
cvjetanja algi, odnosno Stetnih cvjetanja mora (engl. harmful algal blooms, HAB) (Brenckman i
sur., 2025; Hallegraeff, 2010; Lan i sur., 2024). Stetna cvjetanja mora mogu narusiti kvalitetu vode,
a odumiranjem fitoplanktona i1 razgradnjom nastale organske tvari povecava se potrosnja
otopljenog kisika, Sto moze dovesti do razvoja hipoksi¢nih ili anoksi¢nih uvjeta nepovoljnih za

benticke i pelagi¢ne organizme (Diaz i Rosenberg, 2008; Lan i sur., 2024).

Vazna posljedica HAB-a jest proizvodnja morskih biotoksina koje sintetiziraju pojedine toksi¢ne
vrste fitoplanktona, medu kojima su osobito znacajni dinoflagelati, ali 1 dijatomeje, primjerice kod
proizvodnje domoiéne kiseline (DK). Biotoksini se mogu akumulirati u tkivima $koljkasa jer se
Skoljkasi hrane filtriranjem morske vode, pri ¢emu iz vode zadrzavaju Cestice hrane, ukljucujuci i
toksicne mikroalge. Nakon unosa u organizam mogu se biotransformirati u druge toksicne derivate
ili metabolite. Njihov prijenos hranidbenim lancem moze negativno utjecati na morske organizme
i ljudsko zdravlje te uzrokovati zna¢ajne gospodarske gubitke, osobito u ribarstvu, akvakulturi i

turizmu (Oh i sur., 2023; Trainer i sur., 2019; Yuan i sur., 2024).

Medu morskim biotoksinima posebno su znacajni ciklicki imini, skupina lipofilnih toksina koja
obuhvaca spirolide (SPX), gimnodimine (GYM), pinnatoksine (PnTX), pteriatoksine (PtTX),
portimine 1 druge srodne spojeve. Zajednicka im je prisutnost iminske skupine u cikli¢koj strukturi,
a farmakoloski djeluju kao antagonisti nikotinskih acetilkolinskih receptora (nAChR), zbog cega
mogu uzrokovati poremecaje neuromuskularne transmisije. Toksi¢nost cikli¢kih imina potvrdena
je u pokusima na miSevima, pri ¢emu su nakon izlaganja zabiljezeni neurotoksi¢ni ucinci,
ukljucujuéi paralizu i respiratorne smetnje. Unato¢ tome, zbog ograni¢enih podataka o u¢incima
na ljude, procjena njihova rizika za ljudsko zdravlje jos uvijek zahtijeva dodatna istrazivanja (Finch

i sur., 2024; Molgd i sur., 2017).

Dodatni izazov u pracenju ekoloSkog statusa predstavlja promjena rasprostranjenosti toksi¢nih
fitoplanktonskih vrsta. Ona mozZe biti povezana s klimatski uvjetovanim promjenama okoli$nih

uvjeta, ali 1 s unoSenjem neautohtonih vrsta putem balastnih voda brodova, koje omogucuju
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prijenos mikroorganizama, vegetativnih stanica fitoplanktona, cista i drugih otpornih oblika
izmedu udaljenih geografskih podruc¢ja (Queiroz i sur., 2024). Takvi procesi mogu dovesti do
promjena u strukturi planktonskih zajednica, kompeticijskog pritiska na autohtone vrste, pojave
HAB-a te ekoloskih i socioekonomskih posljedica (Hallegraeff, 2010; Kurniawan 1 sur., 2022;
Soto-L6pez i sur., 2025).

Osim u vodenom stupcu, znacajan udio onecis¢ujucih tvari moze se vezati za suspendirane Cestice
1 taloziti u sedimentu, koji stoga djeluje kao dugorocni spremnik, ali i kao mogu¢i sekundarni izvor
oneciscenja za benticke organizme. Procesi poput resuspenzije sedimenta, bioturbacije, promjena
oksidacijsko-redukcijskih uvjeta, djelovanja valova i morskih struja te antropogenih aktivnosti
mogu potaknuti remobilizaciju metala, PAH-ova i drugih oneé¢i$¢ujuéih tvari iz sedimenta u vodeni
stupac. Time se povecava njihova bioraspolozivost i potencijalni rizik za morske organizme.
Remobilizirane oneciS¢ujuce tvari mogu se bioakumulirati u morskim organizmima i prenositi
hranidbenim lancem, dok se pojedini spojevi oblici metala, poput metil-zive (MeHg), mogu
biomagnificirati (slika 2) (Droghini i sur., 2019; Eggleton i Thomas, 2004; Magsood i Lobos-

Moysa, 2025).
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Slika 2. Remobilizacija oneciscujucih tvari (metala i PAH-ova). Preuzeto i prilagodeno prema
Pelikan i sur. (2025).



Procesi talozenja, remobilizacije i prijenosa oneciS¢ujucih tvari osobito su vazni u obalnim i
poluzatvorenim morskim sustavima, gdje slabija izmjena vodenih masa, blizina izvora onecis¢enja
1 intenzivnije antropogene aktivnosti mogu pridonijeti njihovu zadrzavanju 1 akumulaciji.
Jadransko more je izduZeni poluzatvoreni bazen Sredozemlja, povezan s Jonskim morem preko
Otrantskih vrata, pri ¢emu je juzni Jadran u odnosu na sjeverni i srednji dio otvoreniji i obiljezen
izrazenijom izmjenom dubokih voda (Le Meur i sur., 2025; Vilibi¢ i sur., 2023). Ipak, u obalnim,
zaljevskim 1 luckim podru¢jima juznog Jadrana lokalni unos hranjivih tvari moze potaknuti porast
biomase fitoplanktona, promjene u sastavu fitoplanktonskih zajednica te povremenu pojavu HAB-
ova (Buzanc¢i¢ i sur., 2016; Mozeti€ i sur., 2019; Mentaschi i sur., 2024; Ninéevi¢-Gladan i sur.,
2015).

Radi zastite morskog okoliSa Europska unija (EU) usvojila je Okvirnu direktivu o morskoj strategiji
(Direktiva 2008/56/EZ), kojom je uspostavljen okvir za postizanje ili odrzavanje dobrog stanja
morskog okolisa (DSO) u europskim morskim vodama. Dobro stanje okoliSa podrazumijeva
ocuvanje razlicitih vrsta morskih organizama i njihovih stanista, odrzavanje prirodnih procesa bez
znacajnih poremecaja te odrzivu uporabu morskih resursa bez $tetnih ucinaka na ekosustave i

ljudsko zdravlje (Borja i sur., 2010; Europski parlament i Vijece Europske unije, 2008).

U skladu s navedenim nacelima, procjena ekoloSkog statusa juznog Jadrana u ovom se istrazivanju
temelji na odredivanju masenih udjela metala, PAH-ova i morskih biotoksina u biotickim
matricama, odnosno $koljkasima, te abioti¢koj matrici, odnosno sedimentu. Metali, PAH-ovi i
morski biotoksini imaju vaznu ekotoksikolosku ulogu jer se mogu akumulirati u morskim
organizmima, odrazavati lokalne izvore oneciS¢enja i promjene okoliSnih uvjeta te upucivati na
moguce rizike za ekosustave 1 ljudsko zdravlje. Zbog toga se oneciS¢ujuce tvari u sedimentu i bioti
prate u okviru europskih i medunarodnih programa pracenja stanja morskog okoliSa, osobito u
kontekstu deskriptora 8, koji se odnosi na one¢iS¢ujuce tvari u okoliSu, i deskriptora 9, koji se
odnosi na onecis¢ujuce tvari u hrani iz mora (Europski parlament i Vije¢e Europske unije, 2008;

Furdek Turk i sur., 2024).

Dosadasnja istraZivanja u Jadranu Cesto su bila usmjerena na pojedine skupine onecis¢ujucih tvari
ili na pojedine matrice, dok su integrirani pristupi koji istodobno obuhvacaju sediment 1 SkoljkaSe

te viSe skupina oneciS¢ujucih tvari, uklju¢uju¢i morske biotoksine, jo§ uvijek rjedi. Analiza



Skoljkasa i1 sedimenta omogucuje istodobnu procjenu trenutaéne bioraspolozivosti oneciS¢ujuéih
tvari i dugoroc¢nijih procesa njihove akumulacije u morskom ekosustavu te predstavlja prikladan
pristup za procjenu ekoloSkog statusa obalnog podrucja juznog Jadrana. Pouzdana procjena stanja
okolisa zahtijeva primjenu analitickih metoda visoke osjetljivosti 1 selektivnosti, koje omogucuju
detekciju 1 kvantifikaciju oneciSéujuc¢ih tvari u sloZzenim okoliSnim matricama pri niskim
koncentracijama. U tom su kontekstu spektroskopske i kromatografske metode, ¢esto povezane s
masenom spektrometrijom, kljuéne za odredivanje metala, PAH-ova i morskih biotoksina te za
interpretaciju rezultata u odnosu na propisane ili preporu¢ene grani¢ne vrijednosti (Li i sur., 2023

Meher i Zarouri, 2025; Rusinakova i sur., 2024).

Ciljevi ovog rada su:

1. Ustanoviti profil morskih biotoksina i njihovih metabolita u Skoljkasima juznog Jadrana.

2. Analizirati vremensku i prostornu raspodjelu metala i PAH-ova u sedimentima i
Skoljkasima s podrucja juznog Jadrana.

3. Odrediti fizikalno-kemijske karakteristike sedimenta, ukljucujuéi: tip sedimenta na temelju
raspodjele veli¢ine zrna, udio karbonata i organske tvari.

4. Istraziti korelaciju metala i PAH-ova u morskom okoliSu s biotoksinima i njihovim
metabolitima u $koljkasima.

5. Istraziti moze li prisutnost metala i PAH-ova u morskom okoliSu utjecati na sintezu ili
modulirati produkciju biotoksina u skoljkaSima.

6. Kvalitativna determinacija ciklickih imina i pradenje njihove prostorno-vremenske

dinamike u Skoljkasima.
U radu su postavljene sljedece hipoteze:

1. Sedimentoloske i geokemijske znaajke povrSinskih sedimenata razlikuju se izmedu
podrucja usc¢a rijeke Neretve 1 Malostonskog zaljeva.

2. Prostorne i sezonske razlike u fizikalno-kemijskim znacajkama sedimenta (raspodjela
veli¢ine zrna, udio karbonata 1 organske tvari) utjecu na raspodjelu i zadrzavanje metala i
PAH-ova.

3. Profil masenih udjela analiziranih metala i PAH-ova razlikuje se izmedu prirodnih i

uzgojnih populacija dagniji.



Stupanj onecis¢enja sedimenta PAH-ovima, podrijetlo PAH-ova i geokemijska raspodjela
metala razlikuju se medu istrazivanim podrucjima, postajama i sezonama.

Maseni udjeli metala i PAH-ova u sedimentima i Skoljkasima pokazuju prostorno-
vremensku varijabilnost koja je povezana s prirodnim i antropogenim utjecajima u
istrazivanim podrucjima.

Maseni udjeli PAH-ova i metala u sedimentima istrazivanog podrucja nizi su od grani¢nih
vrijednosti koji se primjenjuju za procjenu rizika od Stetnih uc¢inaka onecis¢ujucih tvari na
morske organizme.

Specifi¢an profil morskih biotoksina i njihovih metabolita u skoljkasima juznog Jadrana
odrazava lokalne ekoloSke uvjete te pokazuje znacajne sezonske razlike u pojavnosti i
masenim udjelima.

PoviSeni maseni udjeli metala i PAH-ova u morskom okolisu u korelaciji su s poviSenim

masenim udjelima biotoksina i njihovih metabolita u skoljkasima.



2. DOSADASNJE SPOZNAJE

2.1. Ekoloski status mora. definicija, vaznost i medunarodni pravni okviri

Stanje morskog okolisa oblikuju prirodni procesi i antropogeni pritisci, a procjenjuje se na temelju
bioloskih, kemijskih i fizikalnih pokazatelja. Rezultati se usporeduju s okoliSnim ciljevima kako
bi se utvrdilo u kojoj mjeri stanje mora odstupa od dobrog stanja okolisa te jesu li mjere zastite i
upravljanja uc¢inkovite (Borja i sur., 2011; Smit i sur., 2020). Okvirna direktiva o0 morskoj strategiji
uspostavlja okvir za postizanje DSO-a. Direktivom Komisije (EU) 2017/845 izmijenjen je Prilog
I11. Direktive 2008/56/EZ kako bi se preciznije odredili elementi ekosustava, antropogeni pritisci i
ljudske aktivnosti koje treba uzeti u obzir pri procjeni stanja morskog okoliSa. Navedeni propisi
omogucuju ujednac¢enu procjenu stanja morskog okolisa te usporedbu rezultata medu razli¢itim

morskim podru¢jima i tijekom vremena (Murillas-Maza i sur., 2020; Puharinen, 2023).

Procjena DSO-a temelji se na 11 kvalitativnih deskriptora: biolo§koj raznolikosti, neautohtonim
vrstama, komercijalno iskoriStavanim populacijama riba, rakova i mekuSaca, prehrambenim
mrezama, eutrofikaciji, cjelovitosti morskog dna, hidrografskim promjenama, onecis¢uju¢im
tvarima i njihovim u¢incima u morskom okoli$u, onec¢iS¢ujué¢im tvarima u morskim prehrambenim
proizvodima, morskom otpadu te unoSenju energije u morski okoli$, ukljuéuju¢i podvodnu buku
(Europski parlament 1 Vije¢e Europske unije, 2008). Procjena stanja morskog okoliSa ima vaznu
socioeckonomsku ulogu jer degradacija morskih i obalnih ekosustava moze uzrokovati gospodarske
gubitke u ribarstvu, akvakulturi, turizmu i drugim djelatnostima ovisnima o morskim resursima.
Prema izvje$cu Global Assessment Report on Biodiversity and Ecosystem Services (IPBES, 2019),
antropogene aktivnosti znacajno su izmijenile velik dio morskog okoliSa. Medunarodni 1 europski
pravni okvir za zaStitu, o€uvanje 1 upravljanje morskim ekosustavima temelji se na obvezujuc¢im
konvencijama, direktivama i drugim pravnim aktima kojima se utvrduju nacela, ciljevi i standardi

zaStite morskog okolisa:

1. Konvencija Ujedinjenih naroda o pravu mora uspostavlja opéu obvezu drzava da Stite i
ocuvaju morski okoli§ te poduzimaju mjere za sprjeavanje, smanjivanje i nadziranje
onecis¢enja mora iz razlicitih izvora. Posebno su vazne odredbe ¢lanaka 192. —194., kojima

se utvrduju obveza zastite 1 oCuvanja morskog okoliSa, pravo drzava na iskoriStavanje



prirodnih bogatstava uz obvezu zastite morskog okoliSa te mjere za sprjeavanje,
smanjivanje i nadziranje oneci$¢enja mora (United Nations, 1982).

Okvirna direktiva o vodama (ODV; 2000/60/EZ izmijenjena Direktivom 2013/39/EU i
Direktivom (EU) 2026/805) uvodi integrirani pristup upravljanju vodama u EU. Obuhvaca
kopnene povrsinske vode, prijelazne vode, priobalne vode i podzemne vode. Njezini su
ciljevi sprijeciti pogorsanje stanja voda, ocCuvati i poboljsati vodne ekosustave te postici
dobro stanje voda. Direktiva takoder propisuje mjere za smanjenje onecis¢enja prioritetnim
tvarima u skladu s nac¢elima odrzivog upravljanja vodnim resursima (Europski parlament i
Vijec¢e Europske unije, 2000; 2013; 2026).

. Direktiva o standardima kvalitete okolisa (Direktiva 2008/105/EZ, izmijenjena Direktivom
2013/39/EU i Direktivom (EU) 2026/805) dopunjuje ODV propisivanjem standarda
kvalitete okoliSa za prioritetne tvari 1 odredene druge oneciS¢ujuce tvari u povrSinskim
vodama. Primjena propisanih vrijednosti omoguéuje procjenu kemijskog stanja povrsinskih
voda te doprinosi zastiti vodenih organizama, ekosustava i ljudskog zdravlja od $tetnih
ucinaka oneciS¢ujucih tvari (Europski parlament i Vije¢e Europske unije, 2008; 2013;
2026).

Okvirna direktiva 0 morskoj strategiji (Direktiva 2008/56/EZ, izmijenjena Direktivom
Komisije (EU) 2017/845) predstavlja temeljni zakonodavni okvir EU za zastitu morskog
okoliSa. Njezin je cilj postizanje i odrzavanje DSO-a u morskim vodama drzava cClanica.
Direktiva zahtijeva izradu i provedbu morskih strategija koje obuhvacaju procjenu stanja
morskih voda i antropogenih pritisaka, odredivanje okoli$nih ciljeva, uspostavu programa
pracenja te razvoj 1 provedbu programa mjera za zaStitu morskog okoliSa (Europski
parlament i Vije¢e Europske unije, 2008; Europska komisija, 2017). Kriteriji i metode za
pracenje i procjenu DSO-a detaljnije su definirani Odlukom Komisije (EU) 2017/848
(Europski parlament 1 Vije¢e Europske unije, 2008; Europska komisija, 2017).



2.2.  Spektroskopske i kromatografske metode u evaluaciji ekoloSkog statusa

juznog Jadrana

Razvoj kromatografskih 1 spektroskopskih metoda znacajno je unaprijedio mogucnosti
karakterizacije oneciS¢ujucih tvari u morskom okolisu, omogucujuci analizu razlicitih organskih i
anorganskih spojeva uz visoku osjetljivost, selektivnost i toc¢nost. Kromatografske metode
omogucuju razdvajanje spojeva na temelju razlika u njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima i
interakcijama sa stacionarnom i mobilnom fazom, dok masena spektrometrija omogucuje njihovu

detekciju i identifikaciju na temelju omjera mase i naboja iona.

Masena spektrometrija visoke rezolucije (engl. High-Resolution Mass Spectrometry, HRMS)
omogucuje provedbu ciljanih i neciljanih analiza. Osim kvantifikacije poznatih analita, HRMS
omogucuje detekciju prethodno neidentificiranih spojeva te odredivanje njihove to¢ne mase i
izotopnog obrasca. Analizom dobivenih fragmentacijskih spektara moguée je procijeniti
molekulsku formulu i pretpostaviti strukturu spoja. Identitet spoja konacno se potvrduje
usporedbom s odgovaraju¢im referentnim standardom, kada je on dostupan. Zbog toga je HRMS
osobito vazan za otkrivanje novih oneciS¢ujucih tvari i produkata njihove transformacije u
slozenim okoli$nim matricama (Hollender i sur., 2017; Meher i Zarouri, 2025; Tarabek i sur.,
2024).

U analizi oneciS¢ujucih tvari u morskom okoliSu Siroko se primjenjuju metode poput tekucinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti (engl. ultra-high-performance liquid chromatography,
UHPLC), tekucinske kromatografije spregnute s tandemskom masenom spektrometrijom (engl.
liqguid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS), tekuéinske kromatografije
spregnute s kvadrupolnim analizatorom i analizatorom vremena leta (engl. liquid chromatography—
quadrupole time-of-flight mass spectrometry, LC-QTOF-MS), atomske apsorpcijske
spektrometrije (engl. atomic absorption spectrometry, AAS) te izravnog analizatora zive (engl.
direct mercury analyzer, DMA). U ovom istrazivanju navedene su metode primijenjene za
odredivanje metala i PAH-ova u sedimentu i dagnjama, kvantifikaciju lipofilnih i hidrofilnih
morskih biotoksina u dagnjama te otkrivanje novih analoga cikli¢kih imina primjenom LC-QTOF-
MS analize. Dobiveni podaci omogucuju procjenu raspodjele oneciS¢ujucih tvari i njihova

moguceg utjecaja na stanje morskog okolisa.
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2.3. Kemijski pritisci u morskom okolisu

2.3.1. lzvori i biogeokemijsko kruzenje metala u morskom okolisu

Metali su u morskom okoliSu prisutni u Sirokom rasponu koncentracija, od makrokonstituenata (>1
mg/L), preko mikrokonstituenata (ug/L) do elemenata u tragovima (ng/L). Metali dospijevaju u
more iz prirodnih i antropogenih izvora, prikazanih na slici 3. Prirodni izvori ukljucuju trosenje i
eroziju stijena, dotok rijekama, vulkansku i hidrotermalnu aktivnost te atmosfersko talozenje
mineralnih ¢estica. Navedeni procesi utje¢u na prirodne pozadinske koncentracije metala i sastavni
su dio njihovih biogeokemijskih ciklusa (Bruland i sur., 2013). U priobalnim podru¢jima vazan je
1 antropogeni unos metala. Medu glavnim izvorima izdvajaju se industrijski i komunalni ispusti,
povrsinsko otjecanje s poljoprivrednih i urbanih podrucja, pomorski promet, lucke i brodogradevne

aktivnosti, sagorijevanje fosilnih goriva te rudarske i metalurSke aktivnosti (Swetha 1 sur., 2025).

IZVORI | PONASANJE METALA U MORSKOM OKOLI5U
T

Ty
T

' METALI — KLIMATSKE PROMJENE

|

NPR. PODIZANJE RAZINE MORA, TOPLINSKI
VAL, SU3A, HIPOKSIJA, STETNA CVJETANJA
INDUSTRIJA MORA, EKSTREMNO VRIJEME KLIMATSKE PROMJENE

RUDARSTVO URBANIZACIJA
'r' i
POLJOPRIVREDNE AKTIVNOSTI ISPARAVANJE

‘ @& HIDROLIZA

TOKSIENOST

OBALNO PODRUCJE UNOS

METABOLIZAM

. VEZANJE | 3
BIOLOSKA | KEMIJSKA OTPUSTANJE 1Z TALOZENJE |

UNOS METALA U ORGANIZAM
TRANSFORMACIJA SEDIMENTA RESUSPENZIJA

METALI U SEDIMENTU

Slika 3. Kruzenje (biogeokemijski ciklus) metala u morskom okoliSu. Preuzeto i prilagodeno

prema Mok i sur. (2023).

Nakon unosa u morski okoli§ metali podlijezu razli¢itim biogeokemijskim procesima koji utjeCu

na njihovu prostornu raspodjelu, kemijski oblik i bioraspolozivost. U vodenom stupcu mogu biti

11



prisutni u otopljenom obliku ili vezani uz suspendirane Cestice. Metali se mogu vezati uz
suspendirane Cestice i zajedno s njima taloziti prema sedimentu. Suspendirane Cestice i povrSinski
sloj sedimenta imaju vaznu ulogu u njihovu prijenosu i zadrzavanju. Promjene fizikalno-kemijskih
uvjeta u sedimentu, resuspenzija sedimenta te aktivnosti benti¢kih organizama mogu uzrokovati
ponovno oslobadanje metala u pridneni dio vodenog stupca te utjecati na njihovu bioraspolozivost
(Al-Hashem i sur., 2022; Bruland i sur., 2013; Zhou i sur., 2020). Bioloski procesi takoder utjecu
na vertikalni prijenos metala. Fitoplankton preuzima pojedine metale iz morske vode. Nakon
ugibanja organizama dio metala prenosi se prema dubljim slojevima zajedno s organskom tvari,

dok se njezinom razgradnjom dio metala ponovno oslobada u vodeni stupac (Twining i sur., 2014).
2.3.2. Kemijska specijacija i raspodjela metala u morskom okolisu

Kemijska specijacija metala vazna je za razumijevanje njihova ponasanja u morskom okolisu jer
utjeCe na njihovu mobilnost, bioraspolozivost i toksi¢nost. Na kemijske oblike i raspodjelu metala
utjeCu fizikalno-kemijski uvjeti okolisa, poput pH-vrijednosti, saliniteta i oksidacijsko-
redukcijskih uvjeta, kao 1 bioloski procesi, primjerice unos metala u organizme. U vodenom stupcu
metali se pojavljuju u razli¢itim medusobno povezanim kemijskim oblicima. Mogu biti prisutni
kao slobodni hidratizirani ioni, anorganski i organski kompleksi, koloidi te oblici vezani uz
suspendirane Cestice. Raspodjela izmedu tih oblika ovisi o procesima kompleksiranja, vezanja uz
Cestice, taloZenja i otapanja, koji zajedno odreduju kemijsku specijaciju metala u morskoj vodi
(slika 4 i slika 5) (Bruland i sur., 2013; Moffett i Boiteau, 2024). Slobodni ionski oblici metala u
pravilu su reaktivniji i1 lakSe dostupni za unos u organizme od metala vezanih u stabilnim
kompleksima. Ipak, metali se mogu unositi i iz pojedinih slabije vezanih kompleksa. Vezanje
metala za organske ligande smanjuje udio slobodnih iona, ali moze povecati njihovo zadrzavanje
u otopljenoj frakceiji morske vode i utjecati na njihov prijenos kroz morski okoli§ (Moffett i Boiteau,

2024).

Jedan od primjera organskih liganada koji mogu vezati metale jest DK, neurotoksin koji uzrokuje
amnezijsko trovanje Skoljkasima (engl. amnesic shellfish poisoning, ASP). Domoicna kiselina
strukturno je slicna pojedinim fitosideroforima. Moze vezati Fe(Ill) 1 Cu(Il) te stvarati komplekse
koji utjecu na kemijsku specijaciju i bioraspolozivost tih metala u morskoj vodi. Vezanje Fe moze

pridonijeti njegovoj dostupnosti dijatomejama, dok vezanje Cu moZe smanjiti njegovu toksi¢nost
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pri povisenim koncentracijama (Rue i Bruland, 2001). Eksperimentalna istrazivanja pokazala su
da nedostatak Fe i stres uzrokovan povisenim koncentracijama Cu mogu potaknuti proizvodnju i
oslobadanje DK kod toksi¢nih vrsta dijatomeja roda Pseudo-nitzschia (Maldonado i sur., 2002). U
podrucjima s visokim koncentracijama nitrata i niskim koncentracijama klorofila dodatak Fe moze
takoder potaknuti rast toksi¢nih dijatomeja roda Pseudo-nitzschia i povecati proizvodnju DK
(Trick i sur., 2010).

Zeljezo i mangan

—P>| vezani uz organske

Bioloski izluéeni Anorganski ligandi

orqanski spoievi Biota Bioloske izluéevinj i organski ligandi <
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Sorpcija i bioloski unos A
Tok zeljeza, \A/\ Tok
mangana i Koloidni ! organskih
organskih kompleksi ?::gr::::ik' liganada
spojeva velike metala kompleksi' male
molekulske / metala \ Temami molekul-sk
mase |z /_\ kompleksi ssmmlen
intersticijalnih Hidratizirani intersticija
voda ioni metala -Inih voda
Hidrolitiki
kompleksi
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4 ¥ v v v 4
Suspendirana tvar \
Sedimentacija/resuspenzija Otapanje
v
Deponirani sedimenti i magmatski minerali

Slika 4. Biogeokemijsko kruzenje metala u vodenom okoliSu. Preuzeto i prilagodeno prema
Ghorab (2018).

Vaznu ulogu u kemijskoj specijaciji metala imaju huminske i fulvinske tvari. One mogu vezati ione
metala i tako mijenjati njihovu reaktivnost, mobilnost i bioraspolozivost. Jacina vezanja ovisi o
vrsti metala i uvjetima u okolisu (slika 5) (Gil, 2014). U morskim uvjetima huminska kiselina moze

utjecati i na adsorpciju Cu-a, Pb-a i Zn-a na mikroplastiku (Rapljenovic i sur., 2024).
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Slika 5. Kemijska specijacija metala u vodenom stupcu. Preuzeto i prilagodeno prema Gil (2014).

2.3.3. Mobilnost i remobilizacija metala u sedimentu

U sedimentu se metali veZu uz mineralne Cestice 1 organsku tvar. Na njihovu mobilnost utjecu
veli¢ina zrna sedimenta, pH-vrijednost, oksidacijsko-redukcijski uvjeti i prisutnost liganada koji
mogu vezati metale (Byrne, 2002; Ruacho i sur., 2022). Primjerice, Cd je u morskoj vodi velikim
dijelom prisutan u obliku kloridnih kompleksa, dok se Cu snazno veze za organske ligande. Sitnije
frakcije sedimenta, osobito prah i glina, imaju veliku sposobnost vezanja metala zbog vece
specifi¢ne povrsine i veceg udjela reaktivnih sastavnica. Vaznu ulogu pritom imaju organska tvar,

minerali glina, Fe/Mn-(hidro)oksidi i sulfidi (Zhang i sur., 2014).

Remobilizacija metala iz sedimenta osobito je izrazena u priobalnim podru¢jima zbog promjena u
rije¢nom dotoku, ekstremnih oborinskih dogadaja, erozije tla i promjena fizikalno-kemijskih uvjeta
(Zitoun i sur., 2024). U procjeni mobilnosti i bioraspolozivosti metala u morskom sedimentu ¢esto
se primjenjuju sekvencijske kemijske ekstrakcije. Njima se metali razdvajaju u frakcije, ovisno o
njihovoj povezanosti s razli¢itim sastavnicama sedimenta. Postupkom prema Tessieru i sur. (1979)
razlikuje se pet frakcija metala: (1) izmjenjiva, (2) vezana uz karbonate, (3) vezana uz Fe/Mn
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okside, (4) vezana uz organsku tvar i sulfide te (5) rezidualna frakcija, povezana s mineralnom
reSetkom. Rezidualna frakcija obuhvaca metale ¢vrsto ugradene u mineralnu resSetku sedimenta.
Zbog toga se u uobicajenim okolisSnim uvjetima teSko oslobadaju u vodeni stupac te su slabije
mobilni 1 manje bioraspolozivi. Ostale frakcije sadrzavaju metale koji su slabije vezani uz

sastavnice sedimenta i mogu se lakSe osloboditi pri promjeni okolisnih uvjeta.
2.3.4. Mehanizmi ekotoksicnosti metala u morskom okolisu

Osim o kemijskom obliku, toksi¢nost elemenata u tragovima ovisi i o njihovu oksidacijskom
putem transportera za sulfate i fosfate te se u stanici reducira u niZa oksidacijska stanja. Tijekom
tih reakcija mogu nastati reaktivne kisikove vrste, koje mogu ostetiti stanicne komponente
(Sawicka i sur., 2021). Sli¢no tomu, toksi¢nost arsena (As) takoder ovisi o oksidacijskom stanju.
afiniteta prema tiolnim skupinama proteina. Arsenat ulazi u stanice putem fosfatnih transportera

zbog sli¢nosti s fosfatnim ionima (Genchi i sur., 2022).

Mikroorganizmi mogu mijenjati kemijski oblik pojedinih elemenata i time utjecati na njihovu
toksi¢nost. Najpoznatiji je primjer mikrobno metiliranje Zive (Hg), pri ¢emu iz anorganske Hg
te sposobnosti bioakumulacije 1 biomagnifikacije u hranidbenim mrezama (Jeong i sur., 2024; Peng
i sur., 2024). Navedeni procesi pokazuju da kemijska specijacija i oksidacijsko stanje elemenata u
tragovima utjecu na njihovu mobilnost, bioraspoloZivost i toksi¢nost. Toksi¢ni ionski oblici metala
mogu se vezati za receptore 1 transportere na stani¢noj membrani te poremetiti unos esencijalnih
iona i ionsku ravnotezu u stanici (Brown i Markich, 2024). Nakon ulaska u stanicu metali se mogu
vezati za proteine i enzime te ometati njihovu funkciju. Pojedini toksi¢ni metali mogu zamijeniti
esencijalne metale u aktivnim mjestima enzima i time smanjiti njihovu aktivnost. Metali mogu
ostetiti 1 mitohondrije. Primjerice, Cd moZe poremetiti funkciju mitohondrijske membrane i
respiratornog lanca, ¢ime se smanjuje stvaranje ATP-a 1 poveava mogucénost nastanka

oksidativnog stresa (Turkington i sur., 2025; Qu i Zheng, 2024).
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2.3.5. Vertikalna raspodjela metala u morskom okolisu

Raspodjela metala u morskom okolisu ovisi o medudjelovanju bioloskih, kemijskih 1 fizikalnih
procesa. Promjene koncentracija otopljenih metala s dubinom odrazavaju njihov unos, prijenos i
uklanjanje iz vodenog stupca. Prema obliku vertikalnog profila razlikuju se Cetiri osnovna tipa

raspodjele elemenata u tragovima u morskoj vodi (slika 6) (Bruland i sur., 2013):

1. Konzervativna raspodjela — koncentracije se s dubinom malo mijenjaju i uglavnom
su povezane sa salinitetom. Takvi elementi slabo reagiraju s Cesticama i dugo se
zadrzavaju u morskoj vodi. Primjer je molibden (Mo).

2. Nutrijentna raspodjela — koncentracije otopljenih metala nize su u povrSinskim
slojevima jer ih preuzimaju morski organizmi, osobito fitoplankton. S dubinom se
koncentracije povecavaju zbog razgradnje organske tvari i ponovnog oslobadanja
metala u vodu. Takva je raspodjela karakteristi¢na za primjerice Zn, Cd i Ni.

3. Raspodijela uklanjanjem — koncentracije metala ovise o njihovim izvorima i vezanju
uz Cestice. Metali se vezu uz suspendirane Cestice 1 zajedno s njima taloze prema
sedimentu, pa se njihove koncentracije smanjuju udaljavanjem od izvora. Takva je
raspodjela karakteristicna za elemente poput Al i Pb.

4. Hibridna raspodjela — objedinjuje obiljezja nutrijentne raspodjele i raspodjele
uklanjanjem. Na koncentracije istodobno utjecu biolosko preuzimanje, razgradnja
organske tvari i vezanje uz Cestice. Takva je raspodjela karakteristi¢na za primjerice

Fei Cu.
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VERTIKALNI PROFILI METALA

KONZERVATIVNI TIP NUTRIJENTNI TIP UKLANJANJE HIBRIDNI TIP

Koncentracija Koncentracija Koncentracija Koncentracija
e e

Biolosko preuzimanje Vezanje na Cestice Biolosko preuzimanje,
u povrSinskom sloju i uklanjanje remineralizacija
i uklanjanje

Dubina Dubina Dubina Dubina

Remineralizacija
u dubljim slojevima

Slika 6. Osnovni tipovi raspodjele metala u vodenom stupcu.

2.3.6. Metali u morskom okolisu

U nastavku su prikazani najcesce prisutni metali u morskom okoli$u, zajedno s njihovim osnovnim

svojstvima, izvorima i biogeokemijskim znacajkama:
23.6.1. Zeljezo

Zeljezo (Fe) esencijalan je mikroelement koji sudjeluje u procesima fotosinteze, staniénog disanja,
fiksacije dusika 1 sinteze klorofila te ima vaznu ulogu u rastu fitoplanktona, regulaciji primarne
proizvodnje i u¢inkovitosti bioloSke pumpe ugljika u morskim sustavima (Boyd i Ellwood, 2010;
Tagliabue 1 sur., 2017). Nedostatak bioraspolozivog Fe jedan je od glavnih Cimbenika koji
ograniCavaju rast fitoplanktona u podru¢jima s visokim koncentracijama hranjivih soli i niskim

koncentracijama klorofila (engl. high nutrient, low chlorophyll, HNLC). U tim su podru¢jima
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koncentracije makronutrijenata povisene, ali njihov bioloski unos i primarna proizvodnja ostaju

ograniceni zbog nedostatne raspolozivosti Fe (Moore i sur., 2013).

Vazni izvori i putovi unosa Fe u morski okoli$ ukljucuju atmosfersko talozenje mineralne prasine,
rijeCni unos, povrsinsko otjecanje s kopna, oslobadanje i resuspenziju Fe iz sedimenta te
hidrotermalne izvore (Jickells i sur., 2005; Homoky i sur., 2021). U otvorenom Sredozemnom moru
atmosfersko talozenje saharske prasine predstavlja vazan vanjski izvor Fe, osobito u povrsinskim
vodama (Jickells i sur., 2005). U morskoj vodi Fe se nalazi u otopljenoj frakciji i vezan uz
suspendirane Cestice. Dio otopljenog Fe-a prisutan je i u obliku koloida. Vise od 99 % otopljenog
Fe-a vezano je u komplekse s organskim ligandima, medu kojima se izdvajaju siderofori i
huminske tvari. Vezanje za organske ligande moze povecati topljivost Fe-a i produljiti njegovo
zadrzavanje u vodenom stupcu (Gledhill, 2012; Tagliabue i sur., 2017). Zeljezo vezano uz

suspendirane ¢estice moze se taloziti u sedimentu.

U oksi¢nim uvjetima povrSinskog sloja mora prevladava Fe(IlI), koji je slabo topljiv te podloZan
hidrolizi, polimerizaciji i talozenju u obliku reaktivnih Fe(III)-oksihidroksida. Navedeni spojevi
vezu fosfate i elemente u tragovima. Nasuprot tome, Fe(Il) je topljiviji i mobilniji, ali se u
prisutnosti kisika brzo oksidira u Fe(III). U suboksi¢nim i anoksi¢nim uvjetima dolazi do redukcije
vodi i moZe difundirati prema granici sedimenta i vode. Dio Fe(Il) reagira sa sulfidima i taloZi se
u obliku Zeljezovih sulfida, primjerice pirita (Dale i sur., 2015; Homoky i sur., 2021). Na
biogeokemijski ciklus Fe dodatno utjeCu procesi sedimentacije, mijeSanja vodenog stupca,
atmosferskog taloZenja i izmjene na granici sediment — voda, koji reguliraju njegovu raspoloZivost

i kruZzenje u morskom okolisu (slika 7).
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Slika 7. Biogeokemijski ciklus Fe u morskom ekosustavu. Preuzeto i prilagodeno prema Wang i
sur. (2018).

Poznavanje prostorne i sezonske raspodjele otopljenog Fe vazno je u oligotrofnim sustavima poput
Sredozemnog i Jadranskog mora, gdje ograni¢ena dostupnost Fe moze znacajno utjecati na
primarnu proizvodnju. Tijekom kampanje PEACETIME 2017. godine u povrsinskim vodama
izmjerene su koncentracije otopljenog Fe od 1,41 + 0,19 nM u Jonskom moru, 1,47 + 0,30 nM u
Tirenskom moru i1 1,71 £+ 0,35 nM na postaji FAST u Alzirskom bazenu, dok su se u kontrolnim
spremnicima koncentracije kretale u rasponu od 0,7 do 2,5 nM (Roy-Barman i sur., 2021).
Visegodis$nja mjerenja u Ligurskom moru pokazala su raspon koncentracija otopljenog Fe od 0,13
nM, do 4,8 nM, pri ¢emu su povremeni porasti povezani s atmosferskim unosom saharske praSine
(Sarthou i Jeandel, 2001). U estuarijskim podru¢jima koncentracije otopljenog Fe mogu znatno
varirati zbog izmjene izmedu sedimenta i vodenog stupca. U estuariju rijeke Krke u intersticijalnim
vodama izmjerene su koncentracije Fe od 0,06 do 49,70 uM (Cukrov i sur., 2024). Osim u vodi i
sedimentu, Fe je prisutno i u tkivima morskih organizama. U dagnjama s crnogorske obale
jugoisto¢nog Jadrana najvisi srednji maseni udio Fe iznosio je 603 mg/kg suhe mase (Joksimovic¢
i sur., 2011). Prisutnost Fe potvrdena je i u ribama, primjerice u misi¢cnom tkivu trlje (Mullus
barbatus) iz zaljeva Iskenderun, gdje su izmjereni maseni udjeli Fe od 2,45 do 17,92 mg/kg suhe
mase (Turkmen i sur., 2004). Prema Uredbi (EU) 2023/915 za Fe nisu propisane najvise dopustene

razine u ribama i Skoljkasima.
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2.3.6.2. Cink

Cink (Zn) je u morskim ekosustavima esencijalan mikroelement i sastavni dio brojnih enzima
ukljucenih u regulaciju metabolickih i fizioloSkih procesa u stanicama (Morel i Price, 2003). Jedan
od enzima ovisnih o0 Zn je karbonatna anhidraza, koja katalizira reverzibilnu pretvorbu izmedu CO-
I hidrogenkarbonatnih iona, ¢ime omogucuje ucinkovitije iskoriStavanje anorganskog ugljika
tijekom fotosinteze fitoplanktona. Cink takoder sudjeluje u regulaciji transkripcije, metabolizmu
stanice te utjeCe na rast i fiziologiju fitoplanktona (Morel i Price, 2003; Ye i sur., 2022). Pri niskim
koncentracijama Zn moze ograniciti rast pojedinih vrsta fitoplanktona, dok povisene koncentracije
mogu imati toksi¢ne ucinke, uklju¢ujué¢i smanjenje rasta i fotosintetske aktivnosti te pojavu
oksidacijskog stresa. Toksi¢nost Zn razlikuje se medu vrstama morskih organizama i ovisi o
okolisnim ¢imbenicima, poput pH-vrijednosti, koncentracije liganada i prisutnosti drugih metala,
osobito mangana (Mn) i bakra (Cu) (Sunda i Huntsman, 1996; Sunda, 2012).

Biogeokemijski ciklus Zn-a u morskom okolisu, prikazan na slici 8, obuhvaca razmjenu Zn-a
izmedu atmosfere, vodenog stupca, sedimenta, kopnenih podrucja i oceanske kore. U morskoj vodi
Zn je prisutan kao slobodni ion Zn?*, u anorganskim kompleksima s ligandima poput klorida i
karbonata te u kompleksima s organskim ligandima. U morski okoli§ dospijeva rijecnim dotokom,
atmosferskim taloZenjem i hidrotermalnim izvorima, pri ¢emu je rijecni unos osobito vaZan u
priobalnim podrucjima, a hidrotermalni izvori u dubokom moru i podru¢jima u blizini
hidrotermalnih sustava. Na raspodjelu Zn-a u vodenom stupcu utjeCu bioloSko preuzimanje,
remineralizacija organske tvari, mijeSanje vodenih masa i reverzibilno vezanje za tonuce Cestice.
Dio Zn-a uklanja se iz vodenog stupca talozenjem i akumulira u sedimentu, koji u pojedinim
uvjetima moze djelovati i kao sekundarni izvor Zn-a za vodeni stupac (Roshan i sur., 2018; Weber
i sur., 2018).
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Slika 8. Biogeokemijski ciklus Zn u morskom okoli$u Preuzeto i prilagodeno prema Little i sur.

(2015).

Osim koncentracijskih promjena, vazan alat u proucavanju izvora i kruZenja Zn predstavljaju

stabilni izotopi. Izotopni sastav Zn omogucuje razlikovanje prirodnih i antropogenih izvora Zn te

pracenje procesa njegova vezanja i prijenosa u morskom okolisu. Kao $to je prikazano na slici 9,

tijekom adsorpcije Zn na okside i oksihidrokside Fe i Mn moze do¢i do vezanja tezih izotopa Zn.

Nasuprot tomu, tijekom nastanka sulfidnih minerala ¢eS¢e se vezu laksi izotopi Zn. Takva izotopna

frakcionacija omoguéuje pracenje biogeokemijskih procesa i procjenu doprinosa pojedinih izvora

Zn u morskim i obalnim sustavima (Aradjo i sur., 2017; Duan i sur., 2025).
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Slika 9. Shematski prikaz izotopne frakcionacije Zn tijekom adsorpcije, sedimentacije i stvaranja

sulfidnih minerala u morskom okolisu. Preuzeto i prilagodeno prema Vance i sur. (2016).

U otvorenim oceanima koncentracije otopljenog Zn pokazuju raspodjelu sli¢nu raspodjeli hranjivih
tvari, $to je potvrdeno mjerenjima provedenima u okviru programa GEOTRACES i globalnim
analizama kruzenja otopljenog Zn u oceanu (Middag i sur., 2018; Roshan i sur., 2018;). U
Sredozemnom moru povrSinske koncentracije otopljenog Zn poviSene su u odnosu na Atlantski
ocean, pri ¢emu su povezane s atmosferskim taloZenjem i antropogenim izvorima (Middag i sur.,
2021). U obalnim podrucjima koncentracije otopljenog Zn mogu pokazivati prostornu
varijabilnost. U sjevernom Jadranu povremeno su zabiljezene visoke koncentracije otopljenog Zn,
koje mogu biti povezane s pomorskim prometom i ispiranjem Zn iz protuobrastajnih premaza na
plovilima (Penezi¢ i sur., 2022). Cink je prisutan i u morskim organizmima, osobito u tkivima
Skoljkasa 1 riba. U dagnjama s crnogorske obale Jadrana izmjereni su maseni udjeli Zn u rasponu
od 135 do 210 mg/kg suhe mase (Markovi¢ i sur., 2012; Stankovié i sur., 2011). U Malostonskom
zaljevu srednji maseni udio Zn u tkivu dagnji iznosio je 139 mg/kg suhe mase (Kljakovi¢-Gaspi¢ 1
sur., 2007). Prema Uredbi (EU) 2023/915 za Zn u ribi i SkoljkaSima nisu propisane najvise

dopustene razine.
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2.3.6.3. Bakar

Bakar je esencijalan metal prijelazne skupine koji ima vaznu ulogu u brojnim biokemijskim
procesima. Njegova sposobnost reverzibilnog prelaska izmedu oksidacijskih stanja Cu® i Cu?*
omogucuje mu sudjelovanje u prijenosu elektrona, radu enzima i zastiti stanica od oksidativnog
stresa, primjerice u enzimima poput citokrom c oksidaze i superoksid dismutaze. U niskim
koncentracijama Cu je neophodan za normalno funkcioniranje organizama, dok pri poviSenim
koncentracijama moZe postati toksi¢an, osobito pove¢anjem udjela slobodnih Cu?* iona. Povisene
koncentracije Cu mogu inhibirati fotosintezu i metabolicke procese, usporiti rast te izazvati
toksi¢ne ucinke kod fitoplanktona, rakova i $koljkaSa. Toksi¢nost Cu povezana je s pojavom
oksidacijskog stresa, oSte¢enjem stani¢nih membrana i inhibicijom enzimske aktivnosti, a ovisi o

kemijskoj specijaciji i udjelu bioraspolozivih oblika Cu u vodi (Barber-Lluch i sur., 2023).

Bakar u morski okoli§ prirodno dospijeva atmosferskim talozenjem, unosom rijekama te
hidrotermalnim izvorima na srednjooceanskim hrptovima, koji su vazan izvor Cu-a u dubokom
oceanu (slika 10) (German i sur., 2016; Wang i sur., 2024). Dio Cu unesenog hidrotermalnim
izvorima uklanja se u blizini izvori$ta vezanjem na Cestice i taloZzenjem (German i sur., 2016; Wang
i sur., 2024). U obalnim podru¢jima vazni antropogeni izvori Cu su izgaranje fosilnih goriva,
industrijske aktivnosti, gospodarenje otpadom, komunalne i industrijske otpadne vode, lucke i
brodogradevne djelatnosti, korozija metalnih konstrukcija te primjenu biocidnih premaza protiv
obrastaja na plovilima (slika 10) (Comber i sur., 2022). Dio antropogeno unesenog Cu akumulira
se u tlu, odakle se ispiranjem i erozijom tla moze ponovno unijeti u rijeke, estuarije i priobalno

more, omogucujuéi njegovo daljnje kruzenje izmedu kopnenih i morskih okolisa (slika 10).
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Slika 10. Globalni ciklus Cu. Preuzeto i prilagodeno prema URL 2.

Raspodjela i kruzenje Cu u vodenom stupcu uvelike ovise o prisutnosti organskih liganada koji
vezu Cu te reguliraju njegovu kemijsku specijaciju, odnosno omjer izmedu kompleksiranih i
slobodnih oblika Cu (slika 11) (Ruacho i sur., 2022). U morskoj vodi Cu se pojavljuje u dva
oksidacijska stanja, kao Cu?* i bioloski ili fotokemijski reducirani Cu®, pri emu je vise od 99 %
otopljenog Cu vezano u komplekse s organskim ligandima (Ruacho i sur., 2022). Kompleksiranje
s organskim ligandima smanjuje udio slobodnog Cu?*, koji predstavljaju jedan od biologki
najreaktivnijih oblika Cu te time smanjuje njegovu potencijalnu toksi¢nost za morske organizme
(Ngisur., 2025). Organske ligande proizvode bakterije i fitoplankton, ali mogu potjecati i iz rijeka,
sedimenta i razgradnje organske tvari. Oni vezu Cu i reguliraju njegovu bioraspolozivost.
Fotokemijska razgradnja organskih liganada pod utjecajem sunceva zracenja moze povecati udio
slabije vezanih i bioraspolozivijih oblika Cu. Osim kompleksacije s organskim ligandima, na
ponasanje Cu u morskom okolisu utjecu i brojni bioloski, kemijski i fizikalni procesi (Slika 11).
Fitoplankton preuzima Cu iz vode za potrebe metabolickih procesa, nakon ¢ega se dio Cu adsorbira
na organske Cestice i uklanja sedimentacijom prema dubljim slojevima mora i sedimentu. Dio Cu-
a vezanoga uz ¢estice moze se ponovno osloboditi njihovim otapanjem i vratiti u otopljenu fazu,
dok procesi poput resuspenzije sedimenta, bioturbacije i promjena redoks uvjeta mogu privremeno
povecati njegovu bioraspolozivost (Ruacho i sur., 2022). Na vertikalnu i horizontalnu raspodjelu

Cu i organskih liganada dodatno utjecu transport i mijesanje vodenih masa (Ruacho i sur., 2022).
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Slika 11. Biogeokemijski ciklus Cu u morskom okoliSu s prikazom uloge organskih liganada,
fizikalnog transporta i procesa koji reguliraju raspolozivost i potencijalnu toksi¢nost Cu. Preuzeto

i prilagodeno prema Ruacho i sur. (2022).

U povrsinskim vodama otvorenih oceana koncentracije otopljenog Cu najcesce se kre¢u u rasponu
od priblizno 0,5 do 2 nmol/kg, a mogu se povecavati s dubinom (Takano i sur., 2022). U sjevernom
Jadranu, u priobalnim vodama, izmjerene su koncentracije otopljenog Cu u rasponu od 3 do 28
nmol/L, s najvis§im vrijednostima u povrSinskom sloju u proljetnom i ranom ljetnom razdoblju
(Penezic i sur., 2022). U obalnim i zatvorenim morskim sustavima poviSene koncentracije Cu u
vodenom stupcu mogu se odraziti i na njegovu akumulaciju u sedimentu i bioti. Na podrucju
jugoisto€nog Jadrana, u mekom tkivu dagnji s crnogorske obale, izmjereni su maseni udjeli Cu u
rasponu od 7,50 do 14,50 mg/kg suhe mase (Markovi¢ i sur., 2012). U Malostonskom zaljevu
srednji maseni udio Cu u jestivom tkivu dagnji iznosio je 5,60 mg/kg suhe mase (Kljakovi¢-Gaspié¢
i sur., 2007). Bakar je izmjeren i u ribama, primjerice u misi¢nom tkivu trlje iz iskenderunskog
zaljeva u istocnom Sredozemlju, gdje su zabiljezeni maseni udjeli Cu od 1,42 do 2,98 mg/kg suhe
mase (Tirkmen i sur., 2005). Prema Uredbi (EU) 2023/915 za Cu u ribi i §koljkasima nisu propisani

najvisi dopusteni maseni udjeli.
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2.3.6.4. Olovo

Olovo (Pb) je neesencijalan 1 toksi¢an metal koji moZe uzrokovati Stetne ucinke 1 pri relativno
niskim koncentracijama u okoliSu. Izlozenost Pb-u moZe dovesti do poremecaja Ziv€anog,
imunoloskog i reproduktivnog sustava te smanjiti rast, razvoj i prezivljavanje morskih organizama.
Posebno su osjetljivi morski beskraljeznjaci, poput $koljkasa, rakova i riba (Botté i sur., 2022). U
morskoj vodi Pb se pojavljuje pretezito u obliku anorganskih kompleksa, osobito karbonatnih 1
kloridnih, dok slobodni Pb?* ion ¢ini manji udio ukupnog otopljenog Pb. Dio Pb-a moze biti vezan
I na organske ligande, ovisno o sastavu otopljene organske tvari i fizikalno-kemijskim uvjetima
okolisa (Nabi i sur., 2025; Woosley i Millero, 2013). U morski okoli§ Pb dospijeva prirodnim
procesima, ukljucujuéi troSenje stijena, vulkansku aktivnost, atmosferski prijenos mineralnih
Cestica, hidrotermalne izvore i1 poZare. Medutim, u obalnim podru¢jima cesto prevladavaju
antropogeni izvori (slika 12). Medu najznadajnijima su atmosfersko talozenje iz urbanih i
industrijskih podrucja, izgaranje fosilnih goriva, metalurske i druge industrijske aktivnosti,
aktivnosti u lukama 1 brodogradiliStima te ispuStanje komunalnih i industrijskih otpadnih voda

(Cullen i McAlister, 2017; Liu i sur., 2023; Tornero i Hanke, 2016).
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Slika 12. Shematski prikaz dominantnih izvora Pb u obalno-morskom sustavu. Preuzeto i

prilagodeno prema Cullen i McAlister (2017).
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Nakon atmosferskog transporta Pb se moZe izravno taloziti na morsku povrsinu ili na kopno, odakle
se ispiranjem tla, povrSinskim otjecanjem i rijekama prenosi u obalna podrucja (slika 13). U
vodenom stupcu Pb se veZe na suspendirane Cestice 1 organsku tvar te se njithovim taloZenjem
prenosi prema sedimentu i akumulira u njegovim povrSinskim slojevima. Time se smanjuje udio
otopljenog Pb u vodi, ali ne nuzno i njegova ukupna bioraspolozivost, jer se Pb pod odredenim
uvjetima moze ponovno mobilizirati. U sedimentima se Pb moze vezati na okside i hidrokside Fe
i Mn, organsku tvar i sulfide, ali i na karbonate te minerale gline (Stumm i Morgan, 1996).
Promjene redoks-uvjeta i pH, razgradnja organske tvari te resuspenzija sedimenta mogu potaknuti
oslobadanje Pb u intersticijalnu vodu i njegovo ponovno otpustanje u vodeni stupac. U vodenom
stupcu reverzibilno vezanje Pb na Cestice i njegovo oslobadanje s ¢estica omoguéuju prijenos Pb

iz povrSinskih u dublje slojeve mora (Lanning i sur., 2023; Olivelli i sur., 2024).
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Slika 13. Shema biogeokemijskog ciklusa Pb-a u morskom ekosustavu. Preuzeto i prilagodeno

prema Shan i sur. (2021).

Mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u procesima koji odreduju specijaciju i bioraspolozivost Pb-a
u morskom okolisu. Kao §to je prikazano na slici 14, Pb se moze vezati za funkcionalne skupine
na povrSini mikrobnih stanica i u izvanstanicnim polimernim tvarima (engl. extracellular
polymeric substances, EPS), ¢ime se smanjuje koncentracija slobodnog Pb?" u okolisu. Osim

biosorpcije i kompleksiranja, mikroorganizmi mogu potaknuti i biomineralizaciju Pb-a, ukljuc¢ujuci
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njegovo talozenje u obliku tesko topljivih karbonatnih, fosfatnih i sulfidnih spojeva. Time se

smanjuju njegova topljivost, mobilnost i bioraspolozivost u okolisu (Shan i sur., 2021; George i
Wan, 2023).
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Slika 14. Shematski prikaz mikrobno posredovanih mehanizama uklanjanja i transformacije Pb(I1)
u morskom okolisu. Preuzeto i pilagodeno prema Bolan i sur. (2020).

Uz raspodijelu u vodi i sedimentu, Pb se akumulira i u organizmima. U dagnjama s crnogorske
obale jugoistocnog Jadrana izmjereni su maseni udjeli Pb-a u rasponu od 4,00 do 11,50 mg/kg suhe
mase (Stankovi¢ 1 sur., 2011). U Rije€kom 1 TrS¢anskom zaljevu utvrdena je izraZzena prostorna 1
sezonska varijabilnost masenih udjela Pb-a u dagnjama, pri ¢emu su vise vrijednosti zabiljeZene na
lokacijama pod ja¢im antropogenim utjecajem (Bajc i Kirbi§, 2019; Peri¢ i sur., 2012). Poviseni
maseni udjeli Pb-a zabiljeZeni su i u podrucju Dardanela, gdje su u dagnjama utvrdeni maseni udjeli
do 6,03 mg/kg suhe mase (Cayir i sur., 2012). Sezonske promjene masenih udjela Pb-a opazene su
1 u laguni Calich na Sardiniji, pri ¢emu tijekom istraZivanja nisu utvrdena prekoracenja grani¢nih

vrijednosti propisanih regulativom EU (Meloni i sur., 2022).

28



Prisutnost Pb-a potvrdena je i u ribama isto¢nog Jadrana. Na crnogorskoj obali srednji maseni udio
Pb-a u misi¢cnom tkivu trlje blatarice iznosio je 0,03 mg/kg mokre mase, a u osli¢u (Merluccius
merluccius) 0,025 mg/kg mokre mase (Boskovi¢ i sur., 2023). U hrvatskom dijelu Jadrana u
misSi¢nom tkivu razli¢itih vrsta riba utvrdeni su maseni udjeli Pb-a u rasponu od 0,001 do 0,34
mg/kg u inc¢unu (Engraulis encrasicolus), 0,002 do 0,24 mg/kg u skusi (Scomber japonicus), 0,001
do 0,27 mg/kg u trlji (Mullus surmuletus) te 0,001 do 0,46 mg/kg u S$paru (Spicara smaris)
(Bilandzi¢ i sur., 2010). Prema Uredbi (EU) 2023/915, najvisi dopusteni maseni udio Pb-a u
Skoljkasima iznosi 1,5 mg/kg mokre mase te 0,30 mg/kg mokre mase u misi¢nom tkivu riba.
Usporedba dostupnih podataka iz Jadrana i Sireg sredozemnog podruc¢ja pokazuje da su maseni
udjeli Pb-a u veéini analiziranih uzoraka ispod propisanih grani¢nih vrijednosti, no lokalni izvori
oneciS¢enja mogu u pojedinim priobalnim podrucjima i estuarijima uzrokovati poviSene vrijednosti

Pb-a.
2.3.6.5. Kadmij

Kadmij (Cd) je za ve€inu organizama neesencijalan i toksi¢an metal koji se u morskim
ekosustavima smatra onecis¢uju¢om tvari zbog sposobnosti bioakumulacije. Iznimku ¢ine pojedine
vrste morskih dijatomeja, koje pri ograni¢enoj dostupnosti Zn mogu koristiti Cd u odredenim
enzimskim procesima. Pri poviSenim koncentracijama Cd moZe uzrokovati oksidativni stres,
ostecenje tkiva te poremecaje metabolickih 1 fizioloskih funkcija (Lee i sur., 2024; Saravanan 1
sur., 2024). U morskom okolisu Cd se pojavljuje pretezito u oksidacijskom stanju +I1. U otopljenoj
fazi morske vode Cd se pojavljuje pretezito u obliku kloridnih kompleksa, dok je slobodni ion Cd?*
zastupljen u manjem udjelu. Smanjenjem saliniteta smanjuje se udio kloridnih kompleksa, a
povecava udio slobodnog Cd?*, a time se moZe povecati i njegova bioraspolozivost. Kadmij moze
tvoriti 1 komplekse s drugim anorganskim te organskim ligandima, dok se dio veze na suspendirane
Zestice. Slobodni Cd?* smatra se jednim od najbioraspolozivijih oblika Cd jer se moze vezati na
povrsinu stanice i unositi u stanicu putem membranskih transportnih sustava (Lee i sur., 2024;
Liang i sur., 2023). Toksi¢nost Cd povezana je S njegovim vezanjem za sulfhidrilne skupine
proteina 1 narusavanjem stani¢nih funkcija. IzloZenost Cd istodobno potice sintezu metalotioneina
(MT), proteina bogatih cisteinom koji sudjeluju u vezanju i detoksikaciji metala. Nastankom
kompleksa Cd-MT smanjuje se udio slobodnog Cd u stanici, ali se ujedno moze povecati njegovo

zadrZavanje 1 nakupljanje u tkivima (Nordberg i Nordberg, 2022).
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U morski okoli§ Cd dospijeva troSenjem stijena, vulkanskom aktivnosc¢u, atmosferskim talozenjem
i rije¢nim unosom. Dio Cd vezanog na suspendirane Cestice talozi se i akumulira u sedimentu. U
obalnim podru¢jima dodatni unos Cd potjece ponajprije od industrijskih emisija, komunalnih 1
industrijskih otpadnih voda te poljoprivrednih aktivnosti, osobito uporabe fosfatnih gnojiva (slika
15) (Saravanan i sur., 2024; Xu i Yu, 2024).

Atmosfera: Tok od 4423 t/god

Proizvodnja obojenih
metala: 2171
Sagorijevanje fosilnih
goriva: 691
Proizvodnja 7eljeza i
Biogeni Raspriivanje Zbrinjavanje  Vjetrom notena  lzgaranje kopnene gjika: 64
Mokro talojenje:  izvori:  morske soli: Vulkani: otpada: prasina: biomase: Proizvodnja
3538-3981 210 820 210 110 cementa:17

Rl

Slika 15. Ciklus kruzenja Cd izmedu atmosfere, kopna, rijeka i morskog okolisa. Preuzeto i

prilagodeno prema Cullen i Maldonado (2012).

Vertikalnu raspodjelu otopljenog Cd obiljezavaju nize koncentracije u povrSinskim slojevima i
njihov porast s dubinom, $to je posljedica bioloskog preuzimanja Cd u eufotickoj zoni i njegova
ponovnog oslobadanja tijekom razgradnje organske tvari u dubljim slojevima mora (Middag i sur.,
2021). U Sredozemnom moru, uklju¢ujuci priobalna podrué¢ja Jadrana, na raspodjelu Cd dodatno

mogu utjecati atmosferski unos i lokalni antropogeni izvori (Middag i sur., 2022; El-Sharkawy i
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sur., 2025). U povrsinskim vodama sjevernog Jadrana koncentracije otopljenog Cd kretale su se u
rasponu od priblizno 0,03 do 0,18 nM (Penezi¢ i sur., 2022). PoviSene koncentracije Cd u
sedimentu zabiljeZene su u pojedinim priobalnim podrucjima izlozenima antropogenim utjecajima,

poput rijecke luke i Kastelanskog zaljeva (Cukrov i sur., 2011; Ujevi¢ i sur., 2010).

Kadmij se akumulira i u morskim organizmima. U zapadnom Sredozemnom moru, na podruc¢ju
Balearskih otoka, najvisi srednji maseni udio Cd (Callinectes sapidus) izmjereni su prosjeéni
maseni udjeli Cd do 0,18 £ 0,12 mg/kg mokre mase (Perello i sur., 2025). U dagnjama iz
Malostonskog zaljeva izmjereni su maseni udjeli Cd u rasponu od 0,39 do 2,40 mg/kg suhe mase
(Kljakovié-Gaspi¢ i sur., 2007), dok su u dagnjama s crnogorske obale jugoistocnog Jadrana
izmjereni maseni udjeli od 1,7 do 2,1 mg/kg suhe mase (Stankovic i sur., 2011). Navedeni rezultati
potvrduju prisutnost Cd u morskim organizmima te ukazuju na razlike u njegovoj akumulaciji
medu podru¢jima istrazivanja i vrstama organizama. Prema Uredbi (EU) 2023/915, najvisi
dopusteni maseni udjeli Cd-a za jestivi dio riba i ribljih proizvoda iznose od 0,05 do 1,0 mg/kg
mokre mase, dok je za SkoljkaSe propisan najvisi dopusteni maseni udio od 0,50 mg/kg mokre

mase.

2.3.6.6. Zia

Ziva (Hg) je vrlo toksi¢an element u morskim ekosustavima. lako su njezine koncentracije u
morskoj vodi vrlo niske 1 naj¢esce se krecu u rasponu od pikograma do nanograma po litri. U
morski okoli§ dospijeva prirodnim procesima, poput troSenja stijena, vulkanske i geotermalne
aktivnosti te rijekama, ali i antropogenim izvorima, ponajprije izgaranjem fosilnih goriva,

industrijskim procesima i otpadnim vodama (Ray i sur., 2025; UNEP, 2019).

U morskom okolisu Hg se pojavljuje u nekoliko kemijskih oblika, koji se mogu svrstati u tri glavne
skupine: elementarna Hg (Hg®), anorganske oblike dvovalentne Hg (Hg?*) i organske spojeve Hg.
Elementarna Hg° je hlapljiva te omoguéuje izmjenu Hg izmedu atmosfere i mora. Anorganski
oblici Hg(Il) u vodenom stupcu tvore komplekse s organskim i anorganskim ligandima, vezu se za
suspendirane Cestice 1 organsku tvar te sudjeluju u procesima adsorpcije, desorpcije i redoks-
reakcijama. Sediment, osobito u obalnim 1 estuarijskim podruc¢jima, predstavlja vazan rezervoar
Hg 1 mjesto njezinih daljnjih biogeokemijskih transformacija, posebno na lokacijama izlozenima

dugotrajnom antropogenom opterecenju (Beckers i Rinklebe, 2017). Organski oblici Hg u
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morskom okoliSu uklju¢uju MeHg i dimetil-zivu (Me2HQg). Dimetil-Ziva moze nastati biotickim i
abiotickim procesima, a njezina razgradnja moze pridonijeti nastanku MeHg u morskoj vodi. Metil-
ziva toksikoloski je i bioloski najznacajniji oblik Hg zbog visoke bioraspolozivosti, akumulacije u
organizmima i prijenosa kroz hranidbenu mrezu. Nakon unosa u organizam MeHg se moze
nakupljati u tkivima i izazvati Stetne u¢inke ve¢ pri niskim koncentracijama (Driscoll i sur., 2013;

Lamborg i sur., 2014; Sundseth i sur., 2017).

Mikrobna metilacija anorganske Hg?" (slika 16) smatra se jednim od najvaznijih mehanizama
nastanka MeHg u morskim sustavima. Proces se odvija ponajprije u sedimentima te u suboksi¢nim
i anoksi¢nim slojevima vodenog stupca, a provode ga razliite skupine mikroorganizama,
ukljucujuéi sulfat-reducirajuce 1 Zeljezo-reducirajue bakterije, sintrofne mikroorganizme i
metanogene arheje. Vaznost mikrobne metilacije potvrdena je identifikacijom gena hgcA i hgeB,
koji su kljucni za pretvorbu anorganske Hg u MeHg (Parks i sur., 2013; Podar i sur., 2015).
Intenzitet procesa ovisi 0 dostupnosti anorganske Hg, udjelu organske tvari, redoks-uvjetima i
aktivnosti mikrobnih zajednica, zbog ¢ega sedimenti 1 estuariji predstavljaju vazna mjesta nastanka

MeHg.

Metil-Ziva stvara stabilne komplekse s aminokiselinama, osobito s cisteinom. Kompleks MeHg s
cisteinom strukturno nalikuje odredenim aminokiselinama, Sto olakSava njegov prijenos kroz
bioloSke membrane. Nakon ulaska u organizam MeHg se snazno veze na proteine bogate tiolnim
(-SH) skupinama te stvara stabilne Hg-S komplekse koji se sporo metaboliziraju i izlucuju.
Posljedica toga su dug bioloski poluzivot i postupno nakupljanje u tkivima (Ray 1 sur., 2025;
Schartup i sur., 2019). Akumulacija MeHg zapocinje ve¢ u primarnim proizvodac¢ima, osobito u
fitoplanktonu, nakon ¢ega se prenosi kroz hranidbenu mrezu. Zbog sporog izlu¢ivanja njezine se
koncentracije povecavaju prema viSim trofickim razinama, pa su najvise vrijednosti zabiljeZene u

predatorskim organizmima (Lavoie i sur., 2013; Schartup i sur., 2019).
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Slika 16. Biogeokemijski ciklus Hg. Preuzeto i prilagodeno prema Soerensen i sur. (2016).

Bioakumulacija 1 biomagnifikacija MeHg imaju znacajne implikacije na zdravlje ljudi, buduc¢i da
konzumacija ribe i drugih morskih organizama predstavlja glavni put izlozenosti ljudi MeHg.
Nakon oralnog unosa MeHg se apsorbira u probavnom sustavu, raspodjeljuje u razlicita tkiva te
prolazi kroz krvno-mozdanu i placentarnu barijeru. Metil-ziva ponajprije ostecuje ziv¢ani sustav,
osobito tijekom prenatalnog razvoja i ranog djetinjstva. Dugotrajnija izlozenost moze utjecati i na
kardiovaskularni, imunosni i reproduktivni sustav (Hernandez-Jerez i sur., 2023; Ray i sur., 2025;
Schartup i sur., 2019).

U vodama otvorenog Sredozemnog mora koncentracije ukupne Hg vrlo su niske i prosje¢no iznose
oko 0,26 + 0,10 ng/L (Kotnik i sur., 2007). lznimku predstavlja sjeverni Jadran, gdje su zbog
dugotrajnog unosa Hg iz rudarskog podruc¢ja Idrije i njenog prijenosa rijekom SoCom prema
Tr$¢anskom zaljevu zabiljezene povisene koncentracije Hg u morskom okolisu (Hines i sur., 2000;
Horvat i sur., 1999; Zivkovi¢ i sur., 2017). U dagnjama iz Malostonskog zaljeva maseni udjeli

ukupne Hg kretali su se od 0,08 do 0,28 mg/kg suhe mase (Kljakovi¢-Gaspi¢ 1 sur., 2007), dok su
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u dagnjama s crnogorske obale jugoisto¢nog Jadrana utvrdeni maseni udjeli od 0,07 do 0,59 mg/kg

suhe mase (Markovié i sur., 2012).

PoviSeni maseni udjeli Hg zabiljeZzeni su i u organizmima visih trofi¢kih razina. U mi$i¢énom tkivu
trlje blatarice iz Jadranskog mora izmjeren je prosjecni maseni udio ukupne Hg od 0,49 mg/kg
mokre mase, dok je u osli¢u utvrden prosjecni maseni udio od 0,18 mg/kg mokre mase (Storelli i
sur., 2004). U Sredozemnom moru u misi¢nom tkivu albakora (Thunnus alalunga) izmjereni su
maseni udjeli ukupne Hg od 0,84 do 1,45 mg/kg mokre mase, dok su u plavoperajnoj tuni (Thunnus
thynnus) utvrdeni maseni udjeli od 0,16 do 2,59 mg/kg mokre mase (Storelli i sur., 2002). Zbog
izrazene toksi¢nosti Hg, Uredbom (EU) 2023/915 propisani su najvisi dopusSteni maseni udjeli Hg
u hrani. Za rakove, $koljkase i miSi¢no tkivo riba, osim vrsta navedenih u to¢kama 3.3.1.213.3.1.3
Priloga 1. Uredbe (EU) 2023/915, grani¢na vrijednost iznosi 0,50 mg/kg mokre mase. Za
glavonos$ce, morske puzeve i odredene vrste riba navedene u tocki 3.3.1.3 Priloga I. Uredbe (EU)
2023/915 najvisi dopusteni maseni udio Hg iznosi 0,30 mg/kg mokre mase. Za pojedine vrste riba
visih trofickih razina, ukljucujuéi tune (Thunnus spp.), sabljarku (Xiphias gladius) i sve vrste

morskih pasa (Selachii), dopusten je maseni udio od 1,0 mg/kg mokre mase.
2.3.6.7. Nikal

Nikal (Ni) je prijelazni metal s vaznom bioloskom ulogom u biljkama i mikroorganizmima. U
biljkama sudjeluje u aktivnosti ureaze, dok u mikroorganizmima ulazi u sastav pojedinih
metaloenzima, poput hidrogenaza. U ljudskom organizmu njegova fizioloSka uloga nije jasno
utvrdena te se ne smatra esencijalnim elementom (CONTAM, 2015; Genchi i sur., 2020). Bioloski
ucinci Ni ovise o njegovu kemijskom obliku, topljivosti 1 putu izloZenosti. Medu njegovim
spojevima posebno se isti¢e niklov karbonil (Ni(CO)4), hlapljiv i izrazito toksican spoj koji pri
udisanju moZe uzrokovati oiteéenja disnog sustava. Covjek Ni najvie unosi hranom, dok je unos
vodom za pi¢e i zrakom uglavnom manji. Nakon apsorpcije u probavnom sustavu Ni se u krvi veze
za proteine i1 druge molekule male molekulske mase te se raspodjeljuje u razli¢ita tkiva. Toksicni
ucinci Ni povezani su ponajprije s nastankom oksidacijskog stresa, oStecenjem DNA 1 smanjenom

sposobnosc¢u popravka DNA.

U morskom okolisu Ni se uglavnom pojavljuje u dvovalentnom oksidacijskom stanju, kao slobodni

ion Ni?* te u obliku anorganskih i organskih kompleksa. Dio Ni vezan je za suspendirane estice,
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¢ijim se talozenjem prenosi prema dnu i akumulira u sedimentu. U otvorenom moru raspodjela Ni
sli¢na je raspodjeli hranjivih tvari. Dio Ni preuzimaju organizmi u povrSinskim vodama, dok se
njegovim ponovnim oslobadanjem tijekom razgradnje organske tvari povecavaju koncentracije u
dubljim slojevima (Middag i sur., 2020). Na njegovu raspodjelu utjece i mijeSanje vodenih masa.
U obalnim i estuarijskim podru¢jima koncentracije Ni mogu znatno varirati zbog lokalnih
antropogenih izvora, promjenjivih hidrodinamickih uvjeta te izmjene izmedu vode, suspendirane

tvari i sedimenta (Kljakovi¢-Gaspié i sur., 2008; Ujevic i sur., 2010).

Specijacija i bioraspolozivost Ni ovise o fizikalno-kemijskim uvjetima morskog okolisa, koji
utjeCu na njegovu raspodjelu izmedu vode i sedimenta te na bioakumulaciju u morskim
organizmima. Maseni udjeli Ni u morskim organizmima mogu biti vi$i u obalnim podrucjima
izloZzenima izraZenijem antropogenom utjecaju, osobito u blizini urbanih srediSta, luka 1
industrijskih zona. U sjeveroisto¢nom Jadranu, na podrucju Istre, u tkivu dagnji s postaja u blizini
luka izmjeren je prosjecni maseni udio Ni od 1,7 mg/kg suhe mase, dok je na postajama uzgajaliSta
Skoljkasa nizi, oko 0,9 mg/kg suhe mase (Kandu¢ i sur., 2017). Podaci o akumulaciji Ni u
Skoljkasima dobiveni su i tijekom istrazivanja dagnji iz Malostonskog zaljeva provedenog u
razdoblju pojave DSP pozitivnih uzoraka. Maseni udjeli Ni u jestivom tkivu dagnji pozitivnih na
DSP kretali su se od 0,06 do 0,75 mg/kg mokre mase. U 77,6 % DSP pozitivnih uzoraka maseni
udio Ni bio je visi od prosjecnog masenog udjela utvrdenog u DSP negativnim uzorcima (Ujevi¢ i
sur., 2015). Akumulacija Ni utvrdena je i u ribama iz Egejskog i Sredozemnog mora. U miSi¢nom
tkivu 12 komercijalno vaznih vrsta riba izmjereni su maseni udjeli Ni u rasponu od 0,03 do 1,72
mg/kg mokre mase (Ttrkmen i sur., 2008). U zakonodavstvu EU nisu propisane najvise dopustene
razine Ni u ribama 1 SkoljkaSima namijenjenima prehrani ljudi. Medutim, Ni 1 njegovi spojevi
uvrSteni su medu prioritetne tvari za procjenu kemijskog stanja povrSinskih voda u skladu s

Direktivom (EU) 2026/805.
2.3.6.8. Krom

Krom (Cr) je prijelazni metal koji se u okoliSu i Zivim organizmima pojavljuje ponajprije u dvama
bioloski 1 okoliSno znacajnim oksidacijskim stanjima: kao trovalentni Cr(IIl) 1 Sesterovalentni
Cr(VI1) (EFSA, 2014). Trovalentni oblik Cr dugo se smatrao potencijalno esencijalnim elementom

uklju¢enim u regulaciju metabolizma glukoze na temelju koncepta koncepta faktora tolerancije
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glukoze (engl. glucose tolerance factor, GTF). Medutim, novije znanstvene procjene nisu potvrdile
postojanje GTF kao endogene bioloske molekule niti specificnu fiziolosku ulogu Cr u ljudskom
organizmu zbog ¢ega se Cr(IIl) danas ne smatra esencijalnim mikronutrijentom za ljudi (EFSA,
2014; Vincent, 2017). Spojevi Cr(VI) izrazito su toksi¢ni i svrstani su u skupinu 1 kancerogenih
tvari za ljude (IARC, 2012). Zbog visoke topljivosti i sli¢nosti s anionima sulfata i fosfata, Cr(VI)
ulazi u stanice putem nespecifi¢nih anionskih transportnih sustava. Unutar stanice reducira se u
niza oksidacijska stanja, pri ¢emu nastaju reaktivne kisikove vrste. Navedeni procesi mogu
uzrokovati oksidacijski stres, oSteCenja DNA i kromosomske promjene (Zhitkovich, 2011).
Dugotrajna izlozenost Cr(VI) povezuje se s povecanim rizikom razvoja karcinoma, osobito diSnog
sustava (IARC, 2012). Iako je Cr(III) znatno manje toksican, visoke doze mogu izazvati Stetne
uc¢inke (EFSA, 2014; WHO, 2020).

U morski okoli$ Cr dospijeva iz prirodnih i antropogenih izvora (slika 17). Prirodni izvori Cr
ukljucuju trosenje stijena, atmosfersko talozenje i hidrotermalne izvore, dok rijeke predstavljaju
vazan put njegova prijenosa s kopna u more. Antropogeni izvori Cr su industrijske emisije te
otpadne vode iz galvanizacije, kozarske industrije i proizvodnje pigmenata, boja i inhibitora
korozije. U tlima se Cr(III) veze na mineralne i organske faze, ¢ime se smanjuje njegova mobilnost
njegovu mobilnost i omogucuje ispiranje iz tla te prijenos u vodene sustave. U morskoj vodi Cr je
prisutan u otopljenom obliku i vezan za Cestice. U oksigeniranim uvjetima Cr(VI) termodinamicki
pojedinih oblika Cr moze varirati ovisno o fizikalno-kemijskim uvjetima, prisutnosti organske tvari
i bioloskoj aktivnosti (Achterberg i Van den Berg, 1997; Cranston i Murray, 1980; Tumolo i sur.,
2020; Zhitkovich, 2011). Zbog slabe topljivosti i izraZzenog vezanja za Cestice Cr(III) lakse se
uklanja iz vodenog stupca i zadrzava u sedimentu, osobito u redukcijskim 1 anoksi¢nim uvjetima
(Tumolo i sur., 2020; Zhitkovich, 2011). Nasuprot tome, Cr(VI) zbog vecée topljivosti i stabilnosti
u oksidiranim uvjetima pokazuje ve¢u mobilnost i dulje se zadrzava u vodenom stupcu (Achterberg
I Van den Berg, 1997; Stumm i Morgan, 1996). Navedeni procesi odreduju dostupnost i
akumulaciju Cr morskim organizmima. Nakon ulaska u stanice Cr(V1) postupno se reducira preko
reaktivnih meduprodukata Cr(V) 1 Cr(IV) do stabilnijeg Cr(III), koji se moze vezati za bioloSke
makromolekule (Zhitkovich, 2011; EFSA, 2014).
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Slika 17. Shematski prikaz biogeokemijskog ciklusa Cr s prikazom prijenosa i redoks-pretvorbi
izmedu Cr(IIT) i Cr(VI) u atmosferi, tlu, vodenom stupcu, sedimentu i organizmima. Preuzeto i

prilagodeno prema Bielicka i sur. (2005).

Koncentracije otopljenog Cr u otvorenom moru uglavnom su niske i najéesce se krecu u rasponu
od priblizno 0,05 do 0,34 pg/L. U zapadnom Sredozemlju izmjerene su koncentracije ukupnog
otopljenog Cr od priblizno 0,10 do 0,18 pug/L (Achterberg i van den Berg, 1997; Wang i sur., 2023).
U obalnim podrucjima koncentracije Cr u morskoj vodi mogu biti viSe nego u otvorenom moru
zbog rijecnog unosa i antropogenih izvora. U podru¢jima s manjim antropogenim utjecajem maseni
udjeli Cr u obalnim sedimentima uglavnom odrazavaju prirodnu geokemijsku pozadinu, dok su u
optere¢enim podru¢jima moguce povisene vrijednosti. PoviSeni maseni udjeli Cr zabiljezeni suiu

sedimentima luke Rijeka (Cukrov i sur., 2011).

Krom se akumulira i u morskim organizmima, a njegov sadrzaj u tkivima ovisi 0 njegovoj
dostupnosti u okoliSu, nacinu prehrane te bioloSkim obiljezjima organizama. U Malostonskom
zaljevu tijekom viSegodiS$njeg pracenja dagnji maseni udjeli Cr u jestivom tkivu kretali su se od

0,41 do 4,61 mg/kg suhe mase, uz srednju vrijednost od 1,65 mg/kg suhe mase (Kljakovi¢-Gaspié¢
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I sur., 2007). U dagnjama iz Malostonskog zaljeva tijekom epizoda pojave DSP pozitivnih uzoraka
maseni udjeli Cr u jestivom tkivu kretali su se od 0,05 do 0,39 mg/kg mokre mase, uz srednje
vrijednosti od 0,14 mg/kg mokre mase u DSP pozitivnim i 0,15 mg/kg mokre mase u DSP
negativnim uzorcima (Ujevi€ 1 sur., 2015). Akumulacija Cr potvrdena je 1 u ribama iz Egejskog i
Sredozemnog mora, gdje su u miSi¢nom tkivu analiziranih vrsta izmjereni maseni udjeli Cr od 0,07
do 1,48 mg/kg mokre mase (Turkmen i sur., 2008). Za Cr Uredba (EU) 2023/915 ne propisuje
najvise dopustene razine u ribi i Skoljkasima prema vaze¢em zakonodavstvu EU. U okviru zastite
voda Cr se razmatra kao oneciS¢ujuca tvar, pri ¢emu su za procjenu njegova utjecaja osobito vazni

kemijska specijacija i razli¢ita toksi¢nost Cr(IlI) i Cr(VI).
2.3.6.9. Mangan

Mangan je esencijalni mikroelement koji sudjeluje u radu brojnih enzima vaznih za redoks-reakcije
i zaStitu stanica od oksidacijskog stresa. Medu njima je i mangan-superoksid-dismutaza (Mn-
SOD), jedan od vaZnih antioksidacijskih enzima u aerobnim organizmima. U fitoplanktonu Mn
ima vaznu ulogu u fotosintezi jer je sastavni dio kompleksa za oksidaciju vode u fotosustavu 11
(PSII). Tijekom fotosinteze taj kompleks omogucuje razgradnju molekula vode, pri ¢emu nastaju
molekularni kisik, protoni i elektroni. Oslobodeni elektroni sudjeluju u prijenosu energije potrebne
za sintezu organskih spojeva i rast stanica. Nedostatak Mn-a moze ograni¢iti rast fitoplanktona u
podru¢jima s niskom raspoloZivoS¢u Mn, osobito u pojedinim dijelovima Juznog oceana

(Browning i sur., 2021; Hawco i sur., 2022; Sunda, 2012).

U morskom okolisu Mn se pojavljuje u vise oksidacijskih stanja, medu kojima su najvazniji Mn(II),
Mn(III) 1 Mn(1V). Otopljeni Mn(II) uglavnom je mobilniji 1 bioraspoloziviji, dok se oksidirani
oblici Mn, osobito Mn(IIl) i Mn(IV), Eesto pojavljuju u sastavu slabo topljivih oksida i
oksihidroksida. Trovalentni mangan moze biti prisutan i u otopljenom obliku kada je vezan za
organske ligande. U morski sustav Mn dospijeva rijekama, atmosferskim talozenjem mineralne
prasine, difuzijom iz sedimenta i hidrotermalnim izvorima. U oksigeniranim uvjetima Mn(ll)
oksidira se u viSe oksidacijske oblike koji se veZu za Cestice 1 sedimentacijom uklanjaju iz vodenog
stupca (slika 18). U suboksi¢nim i anoksi¢nim uvjetima dolazi do redukcije manganovih oksida i

vodeni stupac (slika 18). Redoks-pretvorbe Mn, uz procese vezanja za Cestice, taloZzenja i ponovnog
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oslobadanja iz sedimenta, imaju vaznu ulogu u njegovu kruzenju izmedu sedimenta i morske vode

te utjecu na njegovu bioraspolozivost u morskom okolisu.

Povrsina mora

Oksidacija Oksidirani

Otopljeni
oblici Mn-a
Mn(ll) Redukcija
Agregacija i
uklanjanje
alni cestica

Sedimentacija i
zatrpavanje u
sediment

Morsko dno

Slika 18. Shematski prikaz kruzenja Mn u morskom okoli$u.

Prirodni i antropogeni izvori utjecu na raspodjelu Mn u morskom okolisu. Lokalni antropogeni
izvori mogu uzrokovati povisene koncentracije Mn u priobalnim podrué¢jima i promijeniti njegovu
raspodjelu izmedu vode i sedimenta. U Sredozemnom moru koncentracije otopljenog Mn u
povrSinskom sloju uglavnom su viSe nego u dubljim dijelovima mora. Sredozemno more jedno je
od podru¢ja s izrazenim unosom saharske prasine. Saharska praSina vazan je izvor Mn-a U
povrsinskim vodama, pri ¢emu Se dio Mn-a vezanoga uz mineralne Cestice otapa i prelazi u
otopljeni oblik. Raspodjela Mn u priobalnim podru¢jima moze ovisiti i o rijeénom unosu,
resuspenziji sedimenta te lokalnim antropogenim izvorima. Primjer lokalnog antropogenog
optereéenja zabiljeZen je u Sibenskom zaljevu, gdje su na okoli§ utjecali rad nekadasnje tvornice
elektroda i ferolegura te preostali materijal nakon prestanka proizvodnje (Huljek i sur., 2021,
Middag i sur., 2021). S povecanjem dubine koncentracije otopljenog Mn uglavnom se smanjuju
zbog oksidacije topljivog Mn(ll) u slabije topljive oksidirane oblike koji se uklanjaju iz vodenog

stupca vezanjem za Cestice 1 taloZzenjem (Middag i sur., 2021).
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U sedimentima i na ¢esticama Mn se Cesto pojavljuje u obliku oksida i oksihidroksida. Takve faze
imaju visoku reaktivnost i sposobnost vezanja drugih metala, uklju¢ujuéi Co, Ni i Pb, zbog Cega
utjeCu na njihovu mobilnost, bioraspolozivost 1 preraspodjelu u okolisu (Li i sur., 2024). Mangan
se akumulira i u morskim organizmima. U dagnjama s atlantske obale Maroka izmjereni su maseni
udjeli Mn od 14,70 do 25,30 mg/kg suhe mase (Maanan, 2007). U dagnjama sa sredozemne obale
Alzira najvisi maseni udio iznosio je 20,69 mg/kg suhe mase (Abderrahmani, 2024). U srdelama
(Sardina pilchardus) iz tjesnaca Canakkale maseni udjeli Mn-a kretali su se od 2,80 do 5,42 ug/g,
ovisno o sezoni (Irkin i Oztiirk, 2021). U miSiénom tkivu atlantske plavoperajne tune iz podrucja
Aleksandrije prosje¢ni maseni udio Mn iznosio je 1,00 mg/kg mokre mase (Hussein i Khaled,
2014). Za Mn trenutacno nisu propisane najvise dopustene razine u ribi i Skoljkasima prema

vaze¢em zakonodavstvu EU.
2.3.7. Metali u Jadranskom moru

Istrazivanja metala u sedimentima Jadranskog mora pokazala su prostorne razlike izmedu
priobalnih, estuarijskih i otvorenih morskih podruc¢ja. Raspodjela metala u sedimentima ovisi o
geoloskom sastavu okolnog podrucja, rijeénom unosu, raspodjeli veli¢ine zrna, lokalnim
hidrodinamic¢kim uvjetima i intenzitetu antropogenih aktivnosti. U priobalnim i zatvorenijim
podruc¢jima pod ja¢im antropogenim utjecajem mogu se pojaviti poviseni maseni udjeli pojedinih
metala, dok sedimenti otvorenog mora uglavnom odrazavaju prirodnu geokemijsku pozadinu
(Dolenec i sur., 1998; Obhodas 1 sur., 2012).

U sjevernom Jadranu osobito je znacajno oneciS¢enje sedimenta Hg u TrS¢anskom zaljevu,
povezano s dugotrajnim unosom Hg iz rudarskog podrucja Idrije rijekom Socom (Covelli 1 sur.,
2001). Poviseni maseni udjeli metala zabiljezeni su i u sedimentima rijecke luke, gdje su povezani
s dugotrajnim industrijskim aktivnostima i pomorskim prometom (Cukrov i sur., 2011). U
srednjem Jadranu antropogeni utjecaj utvrden je u sedimentima Kastelanskog zaljeva, osobito za
Pb, Cu i Zn, dok su lokalno poviSene vrijednosti Cd zabiljeZene u dijelovima zaljeva izloZenima
unosu otpadnih voda (Bogner i sur., 1997; Ujevic¢ i sur., 2010). Prostorne razlike u raspodjeli metala
utvrdene su 1 u sedimentima estuarija rijeke Krke, gdje na njihov sadrzaj utjecu prirodni procesi 1
lokalni antropogeni izvori (Cukrov i sur., 2024). U sedimentima otvorenoga srednjeg i juznog

Jadrana raspodjela metala povezana je ponajprije s mineralnim sastavom sedimenta i unosom
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materijala s kopna, dok se lokalni antropogeni utjecaji o¢ituju u priobalnim, lu¢kim i estuarijskim

podru¢jima (Dolenec i sur., 1998; Ilijani¢ i sur., 2014).
2.3.8. Morski biotoksini

Morski biotoksini, odnosno fikotoksini, prirodni su sekundarni metaboliti koje u morskom okolisu
proizvode odredene vrste mikroalgi. Termostabilni su pa se uobic¢ajenom toplinskom obradom
hrane ne razgraduju. Medu najvaznijim proizvodac¢ima fikotoksina koji se mogu akumulirati u
Skoljkasima su dinoflagelati rodova Dinophysis, Prorocentrum, Protoceratium, Alexandrium,
Azadinium, Amphidoma, Karenia, Gymnodinium i Pyrodinium te dijatomeje roda Pseudo-nitzschia
(Oh, 2023; Pinto i sur., 2023; Tamele i sur., 2019). Proizvodnja toksina i brzina njihove sinteze
ovise o fizioloSkom stanju stanice i okoli$nim ¢imbenicima, kao §to su temperatura mora, salinitet,
svjetlosni uvjeti te dostupnost hranjivih soli, osobito dusika, fosfora i silicija (FAO, IOC-UNESCO
i IAEA, 2023; Pinto i sur., 2023).

Prema topljivosti i kemijskim svojstvima morski biotoksini razvrstavaju se u lipofilne i hidrofilne
skupine. Lipofilni toksini uklju¢uju okadai¢nu kiselinu (OA) 1 dinofizistoksine (DTX), koje
primarno proizvode vrste roda Dinophysis, dok se pojedini derivati mogu povezati i s vrstama roda
Prorocentrum. U lipofilne toksine ubrajaju se i pektenotoksini (PTX), povezani ponajprije s rodom
Dinophysis; jesotoksini (YTX), koje proizvode pojedine vrste dinoflagelata, ukljucujuci
Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedra i Gonyaulax spinifera; azaspiracidi (AZA)
koje proizvode vrste rodova Azadinium i Amphidoma te cikli¢ki imini, ukljucujuéi SPX, GYM i
PnTX koje proizvode pojedine vrste morskih dinoflagelata, medu kojima su Alexandrium
ostenfeldii, Karenia selliformis i Vulcanodinium rugosum (EFSA, 2010; Finch i sur., 2024; Paz i
sur., 2007, 2008; Reguera i sur., 2014; Tillmann i sur., 2009; Yang i sur., 2024). Hidrofilnu skupinu
¢ini DK i njezini analozi, povezani s ASP-om te saksitoksin (STX) i njegovi analozi koji uzrokuju
paraliticko trovanje Skoljkasima (engl. paralytic shellfish poisoning, PSP) (Pinto i sur., 2023;
Visciano i sur., 2016). Glavni proizvodac¢i DK su dijatomeje roda Pseudo-nitzschia, dok PSP
toksine najcesce proizvode dinoflagelati roda Alexandrium, ali ih mogu proizvoditi i vrste
Pyrodinium bahamense i Gymnodinium catenatum. U pojedinim podrucjima, osobito uz atlantsku
obalu Iberijskog poluotoka te povremeno u dijelovima Sredozemnog mora, G. catenatum moze biti
vazan izvor PSP toksina (Hallegraeff i sur., 2021; Leblad i sur., 2024).
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Tijekom povoljnih okoliSnih uvjeta moze do¢i do naglog povecanja brojnosti toksi¢nih vrsta
fitoplanktona i pojave HAB-a (Oh, 2023; Pinto i sur., 2023). Povecana brojnost toksi¢nih mikroalgi
moze dovesti do porasta koncentracije biotoksina u morskoj vodi. Medutim, intenzitet
kontaminacije ne ovisi samo o brojnosti stanica, nego i o tome koliko toksina stanice proizvode.
Fitoplanktonske stanice koje sadrze toksine predstavljaju pocetni izvor kontaminacije, a primarni
prijenos biotoksina odvija se ingestijom toksi¢nih stanica od strane zooplanktona i organizama Koji
filtriraju morsku vodu, ponajprije Skoljkasa (Pinto i sur., 2023; Reguera i sur., 2014). Probavna
Zlijezda ima vaznu ulogu u akumulaciji, biotransformaciji i depuraciji toksina (Reguera i sur.,
2014). Tijekom biotransformacije toksini se mogu enzimski pretvoriti u derivate razlicite
toksicnosti. Brzina i nacin tih promjena ovise o kemijskoj strukturi toksina, vrsti Skoljkasa i trajanju
izloZenosti. Biotoksini ulaze u morsku hranidbenu mrezu kada zooplankton, Skoljkasi 1 sitne
pelagi¢ne ribe konzumiraju kontaminirani plankton ili plijen. Daljnjim trofi¢kim prijenosom mogu
dospjeti u grabezljive ribe, rakove, morske ptice i morske sisavce (slika 19) (Barnouin i sur., 2025;
Pinto i sur., 2023; Tamele i sur., 2019). Covjek se mozZe izloziti biotoksinima konzumacijom

kontaminiranih Skoljkasa i drugih morskih organizama.

Slika 19. Troficki prijenos biotoksina kroz morsku hranidbenu mrezu. Preuzeto i prilagodeno

prema Kibler (n.d.).
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Najces¢i simptomi trovanja nakon konzumacije Skoljkasa koji sadrze morske biotoksine su
gastrointestinalni poremecaji, kao §to su mucnina, povraéanje, dijareja i bolovi u trbuhu. Navedeni
simptomi karakteristi¢ni za trovanje toksinima iz DSP i AZA skupine. Amnezijski toksini mogu
uzrokovati neuroloske simptome, primjerice glavobolju, vrtoglavicu, poremecaje pamcenja i
amneziju, dok PSP toksini uzrokuju parestezije, poremecaje koordinacije, paralizu te u tezim

slu¢ajevima respiratorno zatajenje (Pinto i sur., 2023; Visciano i sur., 2016).

Radi zastite zdravlja potrosac¢a Uredbom (EZ) br. 853/2004 propisani su najvisi dopusteni maseni
udjeli reguliranih skupina morskih biotoksina u zivim $koljkasima namijenjenima prehrani ljudi:
za OA i1 DTX zajedno 160 pg OA ekvivalenata/kg, za AZA 160 pg AZA ekvivalenata/kg, za YTX
3,75 mg YTX ekvivalenata’kg, za DA 20 mg DA/kg te za PSP toksine 800 pug STX diHCI
ekvivalenata/kg (Europska komisija, 2019, 2021; Europski parlament i Vije¢e Europske unije,
2004). Delegiranom uredbom Komisije (EU) 2021/1374, PTX su uklonjeni iz skupine reguliranih
toksina (Europska komisija, 2021). Ciklicki imini trenutacno nemaju harmonizirane zakonske
grani¢ne vrijednosti na razini EU, ali su uklju€eni u procjene rizika i preporuke za pracenje zbog
mogucih posljedica na javno zdravlje i gospodarskih gubitaka u sektoru Skoljkarstva (EFSA, 2010;
Finch i sur., 2024).

2.3.8.1. DSP toksini

Toksini povezani s DSP-om pripadaju skupini lipofilnih polieterskih spojeva, medu kojima su
najznacajniji predstavnici OA te dinofizistoksini DTX-1 i DTX-2 (slika 20) (\Valdiglesias i sur.,
2013). U tkivima $koljkasa Cesto se detektiraju i DTX-3 toksini, odnosno 7-O-acilirani esteri OA,
DTX-1 i DTX-2, koji nastaju biotransformacijom unesenih toksina u organizmu $koljkasa (Konoki
i sur., 2013; Suzuki i sur., 1999). Okadai¢na kiselina prvi je put strukturno opisana 1981. godine
kao citotoksi¢ni polieter izoliran iz dviju morskih spuzvi roda Halichondria (Tachibana i sur.,
1981), dok je DTX-2 kasnije identificiran kao novi dijareti¢ki toksin izoliran iz irskih dagnji
tijekom istrazivanja DSP toksina u $koljkasima (Hu i sur., 1992). lako je OA prvotno identificirana
iz spuzvi, naknadna istraZivanja pokazala su da su stvarni proizvodaci OA i DTX toksina odredene
vrste dinoflagelata, rodova Dinophysis i Prorocentrum (Reguera i sur., 2014; Valdiglesias i sur.,
2013).
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H

OH Me Ry

Okadaiéna kiselina (OA): R1=H; R2=Me; R3=H
Dinofizistoksin (DTX-1): R1 =H; RZ:Me; R3=Me
Dinofizistoksin (DTX-2): R‘I =H; R,=H; R3=Me
Dinofizistoksin (DTX-3): Ry=Acyl; Ro/R3=H/Me, Me/H or Me/Me

Slika 20. Strukturne formule OA, DTX-1,2i 3.

Dijareticko trovanje Skoljkasima, akutni je gastrointestinalni sindrom koji nastaje nakon
konzumacije skoljkasa Cije jestivo tkivo sadrzi toksine iz OA skupine. Toksi¢no djelovanje OA i
DTX povezano je s inhibicijom serin/treonin-protein-fosfataza tipa 1 (PP1) i tipa 2A (PP2A),
osobito PP2A. Posljedi¢no dolazi do poremecaja regulacije fosforilacijskih procesa i stani¢nih
signalnih putova ovisnih o fosforilaciji (Munday, 2013; Reguera i sur., 2014; Valdiglesias i sur.,
2013). U eksperimentalnim modelima OA je opisana i kao tumor-promotor, a njezino se djelovanje
povezuje s poremecajem mehanizama koji reguliraju rast i diobu stanica (Fujiki 1 sur., 2023;
Suganuma i sur., 1988). U modelima crijevnog epitela OA povecava propusnost prostora izmedu
epitelnih stanica, ¢cime olakSava prolazak vode i iona kroz crijevnu stijenku. Taj se u€inak povezuje
s nastankom dijareje, dominantnog simptoma DSP-a (Munday, 2013; Tripuraneni i sur., 1997). Uz
dijareju, nakon konzumacije kontaminiranih $koljkasa mogu se javiti mu¢nina, povracanje i bolovi
u trbuhu (Valdiglesias i sur., 2013).

Prvi klinic¢ki slu€ajevi dijaretickog trovanja SkoljkaSima zabiljeZeni su u Nizozemskoj 1961.
godine, dok je u Japanu krajem 1970-ih prvi put potvrden i detaljnije opisan DSP kao zaseban
sindrom trovanja $koljkasima. Tijekom razdoblja od 1976. do 1984. zabiljezeno je vise od 1000
oboljelih, pri ¢emu su simptomi bili uglavnom gastrointestinalni (James i sur., 2010; Trainer i sur.,
2013). Zbog ucestale pojavnosti u obalnim podrué¢jima Europe i drugih dijelova svijeta toksini OA
skupine predmet su sustavnog pracenja sigurnosti Skoljkasa (Trainer i sur., 2013). U hrvatskim
dagnjama iz sjeveroisto¢nog Jadrana profil lipofilnih toksina prvi je put cjelovito analiziran
metodom LC-MS/MS u uzorcima prikupljenima tijekom epizoda DSP-a 2006. godine (Nincevi¢
Gladan i sur., 2011). Analizirani uzorci prikupljeni su nakon cvjetanja vrsta roda Dinophysis, pri
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¢emu je najvisa vrijednost OA zabiljezena 12 dana nakon cvjetanja vrste Dinophysis fortii. Najvisi
maseni udio u uzorcima iz Limskog zaljeva iznosio je 1222 pg OA ekvivalenata/kg, dok je u
Savudrijskoj vali iznosio 362 pg OA ekvivalenata/kg. Obje su vrijednosti prelazile najvisu
dopustenu razinu od 160 pug OA ekvivalenata/kg (EFSA, 2008; Nincevi¢ Gladan i sur., 2011).
Povisene vrijednosti toksina OA skupine zabiljeZene su i u zapadnom Sredozemnom moru. U
istrazivanju provedenom na Sardiniji od sije¢nja do svibnja 2015. godine u dagnjama najvisi
maseni udio iznosio je 1269 ug OA ekvivalenata’kg na podru¢ju Feraxija te 1480 pg OA
ekvivalenata/kg na podru¢ju Santa Gille. Navedene su vrijednosti takoder znatno prelazile najvisu

dopustenu razinu (Bazzoni i sur., 2016).

2.3.8.2.  AZA toksini

Azaspiracidi su skupina lipofilnih polieterskih morskih biotoksina ¢iju kemijsku strukturu Cine
spiro-prsten s dusikovim atomom i karboksilna skupina (slika 21). Akumulacija AZA toksina u
Skoljkasima moze uzrokovati azaspiracidni sindrom trovanja Skoljkasima (AZP), koji se u ljudi
manifestira gastrointestinalnim simptomima. Navedeni simptomi povezuju se s citotoksicnim
u¢inkom AZA toksina na stanice crijevnog epitela (Twiner i sur., 2008; Visciano i sur., 2016). Prvi
dokumentirani slu¢ajevi AZP-a povezani su s konzumacijom dagnji iz Irske u studenome 1995.
godine, kada je trovanje potvrdeno kod potroSaca u Nizozemskoj nakon konzumacije uvezenih
Skoljkasa (McMahon 1 Silke, 1996; Twiner 1 sur., 2008). Spoj koji je inicijalno bio oznacen kao
KT3 strukturno je razjasnjen 1998. godine, a spoj je oznacen kao AZA-1 (Satake i sur., 1998).
Naknadno su iz uzoraka $koljkasa izolirani i strukturno odredeni analozi AZA-2 i AZA-3, ¢ime je
potvrdeno postojanje vise strukturno srodnih spojeva unutar ove skupine biotoksina (Ofuji 1 sur.,

1999).
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Toxin R R2
AZAIl H CHs
AZA2 CHs CHs
AZA3 H H
AZA6 CH:s H

Slika 21. Strukturne formule AZA-1,2i 3.

Primarni izvor AZA toksina u morskom okoliSu je fitoplankton. Dinoflagelati iz porodice
Amphidomataceae potvrdeni su proizvodaci AZA toksina, pri ¢emu je vrsta Azadinium spinosum
jedan od glavnih proizvodaca (Krock i sur., 2012; Tillmann i sur., 2009). U literaturi se razlikuju
primarni AZA analozi povezani s fitoplanktonom, medu kojima se najéesce navode AZA-1 i AZA-
2, od analoga koji nastaju u tkivima Skoljkasa nakon akumulacije toksina. Nastanak sekundarnih
analoga posljedica je biotransformacijskih procesa, ponajprije hidroksilacije, karboksilacije i
dekarboksilacije (Jauffrais i sur., 2012; McCarron i sur., 2008).

U europskim obalnim podrucjima prisutnost AZA toksina potvrdena je u $koljkasima iz vise regija.
U Galiciji (Spanjolska) u dagnjama je izmjeren ukupni maseni udio AZA toksina od 0,24 mg/kg
(240 pg/kg), dok je u Bretanji (Francuska) u kapicama izmjeren maseni udio od 0,32 mg/kg (320
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Mg/kg). Obje vrijednosti prelazile su najvisu dopuStenu razinu u EU od 160 pg AZA
ekvivalenata/kg jestivog dijela Skoljkasa (Magdalena i sur., 2003; Europski parlament i Vijece
Europske unije, 2004). U Jadranskom moru AZA toksini utvrduju se sporadi¢no i u niskim
masenim udjelima. U dagnjama iz Neumskog zaljeva detektiran je AZA-2 s najviSim izmjerenim
masenim udjelom od 3,5 pg/kg, dok je u dagnjama iz Makarskog zaljeva izmjeren maseni udio od
3,8 ng/kg. U Sibenskom zaljevu potvrdena je prisutnost AZA-2 kao dominantnog analoga, uz
detekciju dodatnih analoga AZA-6, AZA-9, AZA-10, AZA-19, AZA-41 i AZA-43 (Buli¢ i sur.,
2025; Tali¢ i sur., 2020).

2.3.8.3.  PTXtoksini

Pektenotoksini skupina su lipofilnih morskih biotoksina (slika 22.) koje u morskom okolisu
proizvode dinoflagelati roda Dinophysis. Budu¢i da pojedine vrste roda Dinophysis proizvode i
toksine iz skupine OA, PTX toksini se najcesce se pojavljuju zajedno s toksinima iz skupine OA
(EFSA, 2009; Nincéevi¢ Gladan i sur., 2011). U literaturi je opisan ve¢i broj PTX analoga, medu
kojima se najéesce navode PTX-1, PTX-2, PTX-3, PTX-4, PTX-6 i PTX-7 (EFSA, 2009).

~_0

Slika 22. Strukturna formula PTX-2.

Nakon akumulacije u Skoljkasima PTX toksini mogu prolaziti metaboli¢ke promjene, zbog cega
se u njihovim tkivima ¢esto utvrduju razli¢iti metaboliti. Jedan od glavnih analoga PTX-2 moze se
u tkivima pojedinih vrsta Skoljkasa enzimski pretvoriti u PTX-2 sekokiselinu (PTX-2SA) i njezin
epimer 7-epi-PTX-2SA. Suzuki i sur. (2001) pokazali su da se u ekstraktima tkiva zelenousne
dagnje Perna canaliculus vise od 90 % PTX-2 moze pretvoriti u navedene oblike u kratkom

vremenu. Miles i sur. (2003) izolirali su PTX-2 iz vrste Dinophysis acuta te dodatno potvrdili
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njegovu pretvorbu u PTX-2SA. Navedeni rezultati pokazuju da se sastav PTX analoga u tkivima

Skoljkasa moze znacajno razlikovati od sastava toksina prisutnih u fitoplanktonu.

Prisutnost PTX toksina potvrdena je i u hrvatskom dijelu Jadranskog mora. U Kastelanskom
zaljevu u hepatopankreasu dagnji utvrdena je prisutnost 7-epi-PTX-2S A, pri ¢emu je najvi$i maseni
udio iznosio 0,62 mg/kg (Pavela-Vrancic i sur., 2001; 2006). Prisutnost PTX-2SA potvrdena je i u
dagnjama iz sjeveroisto¢nog Jadrana, pri ¢emu je u uzorcima iz Limskog zaljeva najvisi maseni
udio iznosio 81 pg PTX-2SA/kg (Nincevi¢ Gladan i sur., 2011). Delegiranom uredbom Komisije
(EU) 2021/1374 PTX-i vise nisu ukljuceni u skupinu reguliranih morskih biotoksina za koje je na
razini EU-a propisan najvisi dopusteni maseni udio u Skoljkasima, jer nisu dokumentirani $tetni
ucinci kod ljudi povezani s njihovom prisutnoscu u $koljkasima (EFSA, 2009; Europska komisija,
2021).

2.3.8.4. YTX toksini

Jesotoksini skupina su lipofilnih polieterskih morskih biotoksina koji u svojoj strukturi sadrze dvije
sulfatne skupine (slika 23). U skoljkasima su uz YTX cesto prisutni i brojni strukturno srodni
analozi (Paz i sur., 2008). Jesotoksin je prvi put izoliran 1986. godine iz probavne Zlijezde kapice
Patinopecten yessoensis u Japanu, dok je njegova struktura opisana 1987. godine (Murata i sur.,
1987). lako su YTX toksini prvotno identificirani u $koljkaSima, naknadno je potvrdeno da ih
proizvode dinoflagelati. Medu potvrdenim proizvodacima YTX toksina nalaze se Protoceratium
reticulatum, Lingulodinium polyedrum (ranije Gonyaulax polyedra) i Gonyaulax spinifera, pri
¢emu se P. reticulatum ¢esto navodi kao jedan od glavnih proizvodaca (Paz i sur., 2008; Satake i

sur., 1997).
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Slika 23. Strukturna formula YTX-a.

U pokusima na miSevima nakon intraperitonealne primjene YTX uocene su histopatoloske
promjene miokarda, dok su nakon primjene desulfatiziranog derivata utvrdene promjene u jetri i
gusteraci (Paz i sur., 2008; Terao i sur., 1990). U literaturi se navodi visoka akutna toksi¢nost Y TX-
a nakon intraperitonealne primjene, pri ¢emu doza od priblizno 100 pg/kg moze biti letalna za
miSeve. Medutim, oralna toksi¢nost znatno je niZa, a do danas nisu potvrdeni slu¢ajevi trovanja

ljudi povezani s YTX toksinima (Alfonso i sur., 2016; Paz i sur., 2008).

Pojavnost YTX-a i strukturno srodnih analoga potvrdena je u Jadranskom moru. Satake i sur.
(1997) 1z probavnih Zlijjezda dagnji uzgajanih uz jadransku obalu Italije izolirali su 1 strukturno
odredili analoge homoYTX i 45-hidroksihomojesotoksin (45-OH-homoYTX). U hrvatskom dijelu
Jadrana prisutnost YTX toksina potvrdena je u okviru programa pracenja lipofilnih morskih
biotoksina u $koljkasima. U uzorcima prikupljenima 2007. godine YTX toksini utvrdeni su na vise
lokacija duz hrvatske obale, a najvisi maseni udio, odreden ELISA metodom, iznosio je 7,9 mg
YTX ekvivalenata/kg u Medulinskom zaljevu (Nin¢evi¢ Gladan i sur., 2010). Navedena vrijednost
prelazi najviSu dopustenu razinu u EU od 3,75 mg YTX ekvivalenata/kg. Istrazivanja potvrduju da
maseni udjeli YTX toksina u Jadranskom moru mogu dosegnuti ili premasiti propisanu grani¢nu
vrijednost, S§to opravdava potrebu za kontinuiranim pracenjem ove skupine toksina u SkoljkaSima

(Rubini i sur., 2021).
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2.3.8.5.  Ciklicki imini

Ciklicki imini skupina su lipofilnih morskih biotoksina makrociklicke strukture koje karakterizira
prisutnost cikli¢ke iminske skupine vaZzne za njihovu bioloSku aktivnost (slika 24 i slika 25).
Ovisno o podskupini toksina, njihove strukture mogu sadrzavati spiroketalne, biciklicke ili
triciklicke eterske prstenove, zbog ¢ega pokazuju veliku strukturnu raznolikost. U literaturi se
cikli¢ki imini opisuju kao toksini u nastajanju (engl. emerging toxins), odnosno skupina toksina
Cija se prisutnost u Skoljkasima 1 fitoplanktonu sve ceSce potvrduje primjenom suvremenih
analitickih metoda, dok su podatci o izlozenosti ljudi i mogu¢im ucincima cikli¢kih imina na
zdravlje jos uvijek nedostatni (Bacchiocchi i sur., 2020; EFSA, 2010). U ovu skupinu ubrajaju se
ponajprije spirolidi (SPX) i gimnodimini (GYM), ali i druge podskupine, primjerice pinatoksini
(PnTX) i pteriatoksini (PtTX) (Bacchiocchi i sur., 2020; EFSA, 2010). Spirolide primarno
proizvodi dinoflagelat Alexandrium ostenfeldii, dok GYM proizvodi Karenia selliformis, ali i
pojedini sojevi vrste A. ostenfeldii. Pinatoksine proizvodi dinoflagelat Vulcanodinium rugosum.
Pteriatoksini su strukturno srodni PnTX, a prvi su put izolirani iz $koljkasa Pteria penguin. Smatra
se da mogu nastati biotransformacijom PnTX G u $koljkasima, dok njihov izvorni proizvoda¢ u

morskom okoli$u nije zasebno potvrden (Ardoz i sur., 2020; EFSA, 2010; Mardones i sur., 2020).

Slika 24. Strukturna formula GYM A.
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Slika 25. Strukturna formula 13-desmetilSPX C (SPX 1).

Mehanizam djelovanja SPX i GYM toksina temelji se na vezanju za nikotinske acetilkolinske
receptore 1 inhibiciji njihova djelovanja, ¢ime ometaju prijenos ziv€anih signala i mogu uzrokovati
neuromuskularnu blokadu. U pokusima na miSevima nakon intraperitonealne primjene ciklickih
imina uoceni su neurotoksi¢ni simptomi te pri vi§im dozama, respiratorni zastoj (Araoz i sur., 2020;
EFSA, 2010). Medutim, zbog ograni¢enih podataka o oralnoj toksi¢nosti i izlozenosti ljudi te
nepostojanja dokumentiranih slucajeva trovanja povezanih s unosom cikli¢kih imina hranom, za
ovu skupinu toksina jo§ uvijek nisu propisane harmonizirane zakonske grani¢ne vrijednosti na
razini EU (Bacchiocchi i sur., 2020; EFSA, 2010). Za SPX toksine u literaturi se navodi predlozena
smjernica od 400 pg/kg tkiva Skoljkasa, koja nije zakonski obvezujuca vrijednost. Za GYM toksine
takva vrijednost nije utvrdena (EFSA, 2010). Za PnTX G French Agency for Food, Environmental
and Occupational Health & Safety (ANSES) je predlozio privremenu akutnu referentnu vrijednost
od 0,13 pg/kg tjelesne mase, kojoj odgovara koncentracija od 23 pug PnTX G/kg ukupnog tkiva
Skoljkasa (Arnich i sur., 2020).

Medu &esto utvrdenim analozima cikli¢kih imina su SPX 1, 13,19-didesmetilSPX C, GYM A i
PnTX G (Aréoz i sur., 2020; EFSA, 2010). Nakon akumulacije u $koljkasima cikli¢ki imini mogu
prolaziti metaboli¢ke transformacije, zbog ¢ega se uz izvorne analoge u tkivima Skoljkasa mogu
utvrditi i strukturno izmijenjeni derivati. Posljedi¢no, sastav ciklickih imina u $koljkasima ne mora
u potpunosti odgovarati profilu prisutnom u fitoplanktonu (Bacchiocchi i sur., 2020; EFSA, 2010).
Uz glavne SPX analoge opisani su i hidroksilirani te oksidirani oblici, uklju¢ujuci 27-hidroksi i 27-
okso derivate (Bacchiocchi i sur., 2020). Pojavnost ciklickih imina potvrdena je u Jadranskom

moru. U istrazivanju provedenom na uzorcima dagnji s obale regije Marche u srediSnjem Jadranu
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tijekom 2014. i 2015. godine potvrdena je prisutnost SPX 1, 13,19-didesmetilSPX C i GYM A.
Najvisi maseni udio ukupnih SPX-a iznosio je 29,2 pg/kg, dok je za GYM A izmjeren najvisi
maseni udio od 12,1 pg/kg (Bacchiocchi i sur., 2020). U hrvatskom dijelu juznog Jadrana
provedeno je sustavno istrazivanje 29 ciklickih imina u dagnjama. Najvisi izmjereni maseni udio
za GYM A iznosio je 39,28 pg/kg, za SPX 1 13,79 pg/kg, za PnTX G 9,77 pg/kg, a za 13-
desmetilSPX D 3,55 pg/kg (Buli¢ i sur., 2025). Maseni udjeli ukupnih SPX-a i PnTX G bili su nizi
od prethodno navedenih orijentacijskih vrijednosti od 400 pg/kg i 23 pg/kg mesa Skoljkasa.

2.3.8.6. PSP toksini

Paraliticki toksini ¢ine skupinu hidrofilnih gvanidinskih alkaloida (slika 26) Najpoznatiji i najéesce
praceni analozi su saksitoksin (STX), neosaksitoksin (NEO), goniatoksini (GTX1-GTX4),
dekarbamoilirani analozi (npr. dcSTX, dcNEO, dcGTX2 i dcGTX3) te N-sulfokarbamoilni
analozi, odnosno C-toksini (npr. C1i C2) (EFSA, 2009; Roje-Busatto i Ujevi¢, 2014).

N+H
2
R, R, R, R,
STX H H H CONH,
B1 (GTX5) H H H CONHSO,
GTX 2 H 050, H CONH,
C1 (epi GTXS) H 050, H CONHSO,
GTX 3 H H 050, CONH,
C2 (GTXS) H H 050, CONHSO",
NEO OH H H CONH,
B2 (GTX6) OH H H CONHSO',
GTX 1 OH 0505 H CONH,
c3 OH 050, H CONHSO7,
GTX 4 OH H 050, CONH,
c4 OH H 050, CONHSO;,
de-STX H H H H
de-GTX 2 H 080, H H
de-GTX 3 H H 050, H
de-NEO OH H H H
de-GTX 1 OH 050, H H
de-GTX 4 OH H 050, H

Slika 26. Opc¢a strukturna formula PSP toksina.
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Mehanizam djelovanja PSP toksina temelji se na blokadi naponski ovisnih natrijevih kanala u
membranama zivcanih i misiénih stanica. Time se sprjecava ulazak natrijevih iona u stanicu, ¢ime
se onemogucuje provodenje ziv¢éanih impulsa te dolazi do poremecaja neuromuskularnog prijenosa
i razvoja neurotoksi¢nih ucinaka (Cestéele, 2000; EFSA, 2009; Pinto i sur., 2023; Visciano i sur.,
2016). Simptomi PSP trovanja u ljudi najéesée ukljucuju parestezije, odnosno trnce i utrnulost,
vrtoglavicu, slabost, ataksiju, mu¢ninu i povracanje, dok u tezim slucajevima moze do¢i do
progresivne paralize i respiratornog zatajenja (EFSA, 2009; Pinto i sur., 2023; Visciano i sur.,
2016).

Paraliticko trovanje $koljkasima ubraja se medu najranije opisane sindrome trovanja morskom
hranom u priobalnim podru¢jima. Povijesni zapisi o PSP epizodama povezanim s konzumacijom
SkoljkaSa potjecu jos s kraja 18. stoljeca na podrucju sjeveroistocnog Pacifika, gdje su trovanja
zabiljezena 1793. 1 1799. godine (Mclintyre i sur., 2021; Trainer, 2003). U jugoisto¢noj Aziji vise
su puta zabiljeZzene PSP epizode povezane s cvjetanjima dinoflagelata Pyrodinium bahamense,
osobito na podrucju Filipina, gdje su opisana velika trovanja Skoljkasima s brojnim oboljelima 1

zabiljezenim smrtnim ishodima (Estudillo, 1984).

Paraliticke toksine proizvode dinoflagelati roda Alexandrium, Gymnodinium i Pyrodinium, pri
¢emu su medu vaznim proizvodac¢ima Gymnodinium catenatum i Pyrodinium bahamense. U
europskim i sredozemnim priobalnim podru¢jima pojava PSP toksina u $koljkasima najcesce se
povezuje s vrstama roda Alexandrium (Accoroni i sur., 2023; Anderson i sur., 2011). Sastav i udjeli
pojedinih analoga PSP toksina u SkoljkaSima mogu se razlikovati od sastava toksina prisutnih u
fitoplanktonu zbog biotransformacijskih procesa u organizmu $koljkasa (Bricelj i Shumway, 1998;
EFSA, 2009).

U Sredozemnom moru PSP epizode dokumentirane su u viSe podrucja. DuZ talijanske obale
prekoracenja propisane najvise dopustene razine od 800 ug STX diHCI ekvivalenata/kg Skoljkasa
zabiljezena su rijetko (Europska komisija, 2019, 2021; Europski parlament i Vije¢e Europske unije,
2004). Najvisi maseni udjeli PSP toksina utvrdeni su na Sardiniji, u zaljevu Oristano, gdje su
dosezali do 2941 pg STX ekvivalenata/kg, te na Siciliji, do 13 782 pg STX ekvivalenata/kg
(Accoroni i sur., 2024; Luglié i sur., 2017). U sjevernom Jadranu ranije je zabiljezeno i

prekoracenje na talijanskoj obali regije Emilia-Romagna, gdje je u dagnjama u svibnju 1994.
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godine izmjereno 1 926,60 pug STX ekvivalenata/kg (Zoffoli i sur., 2025). U hrvatskom dijelu
srednjeg Jadrana PSP toksi¢nost potvrdena je u dagnjama iz Kastelanskog zaljeva tijekom 1990-ih
godina, no utvrdeni maseni udjeli toksina bili su ispod 800 pug STX ekvivalenata/kg (Pavela-
Vranci¢ 1 Marasovi¢, 2004). Prvi potvrdeni profil PSP toksina u uzgojenim dagnjama duz istocne
jadranske obale opisan je u uzorcima prikupljenima tijekom zime i proljeca 2009. godine. U
pojedinim uzorcima maseni udjeli prelazili su zakonski propisanu granicu od 800 pg STX

ekvivalenata/kg, a medu dominantnim analozima bili su STX 1 GTX2/3 (Ujevi¢ i sur., 2012).

2.3.8.7.  ASP toksini

Amnezijski toksini predstavljaju skupinu hidrofilnih spojeva ¢iji je najvazniji predstavnik DK,
cikli¢ka aminokiselina s tri karboksilne skupine i heterocikli¢kim prstenom (slika 27). Domoi¢na
kiselina djeluje agonist ionotropnih glutamatnih receptora, osobito kainatnih i AMPA receptora,
¢ime uzrokuje prekomjernu stimulaciju ziv€anih stanica i razvoj ekscitotoksi¢nih ucinaka.
Amnezijsko trovanje $koljkasima u ljudi moze se ocitovati gubitkom kratkotrajnog pamcéenja,
dezorijentacijom i konvulzijama, dok u teZim slu¢ajevima moze do¢i i do smrtnog ishoda (Bates i

sur., 1989; Petroff i sur., 2021).

Glavni proizvodaci DK su dijatomeje roda Pseudo-nitzschia, dok je proizvodnja DK potvrdena i
kod pojedinih vrsta roda Nitzschia (Bates i sur., 1989, 2018). U Jadranskom moru proizvodnja DK
potvrdena je kod vrsta P. calliantha, P. delicatissima, P. multistriata i P. galaxiae. Uz DK se u
Skoljkasima 1 fitoplanktonu mogu pojaviti 1 strukturno srodni izomeri, uklju¢ujuci epi-domoic¢nu
kiselinu (epi-DK) i izodomoiéne kiseline (iso-DK A —F). Njihova zastupljenost moze se razlikovati

ovisno o vrsti organizma i procesima transformacije i eliminacije toksina (EFSA, 2009).

O

Slika 27. Strukturna formula DK.
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Prva velika dokumentirana epizoda ASP-a zabiljezena je 1987. godine u Kanadi, kada je nakon
konzumacije dagnji kontaminiranih DK zabiljezen velik broj slu¢ajeva trovanja s izraZzenim
neuroloskim simptomima i smrtnim ishodima (Perl i sur., 1990). Nakon toga, pojava DK i
privremena zatvaranja proizvodnih podrucja Skoljkasa zabiljeZzeni su u razli¢itim dijelovima
svijeta, osobito uz obale Sjeverne Amerike, Europe, Azije i Novog Zelanda (Bates i sur., 2018;
Trainer i sur., 2011). U Jadranskom moru DK je prvi put potvrdena u dagnjama s talijanske obale
u prosincu 2000. godine, dok je u hrvatskim vodama prvi put utvrdena u sijecnju 2006. godine
(Ciminiello 1 sur., 2005; Ujevic i sur., 2010). U hrvatskom dijelu Jadrana najvisi izmjereni maseni
udio DK iznosio je 6549 pg/kg cijelog tkiva Skoljkasa, $to je bilo ispod propisane granice EU od
20 000 pg/kg (Ujevié i sur., 2010). Dugogodisnji podatci iz Galicije na sjeverozapadnoj obali
Spanjolske potvrduju uestalu pojavnost DK i epizode prekora¢enja propisane granice EU (Blanco
1 sur., 2021). Tijekom sluzbenog prac¢enja provedenog u Francuskoj 2015. godine najvisi maseni
udio DK iznosio je 284 mg/kg u velikim kapicama (Pecten maximus) iz podru¢ja Bresta te 33
mg/kg u Skoljkasima roda Donax s obale Gironde (ANSES, 2016). Prisutnost DK potvrdena je i u
razli¢itim morskim organizmima. U uzorcima ascidija roda Microcosmus iz sjevernog Jadrana
opercularis) izmjereno do 810 pg/kg (Kvrgi¢ i sur., 2022). Akumulacija DK potvrdena je i u
pelagi¢nim ribama, ukljucujuéi sardine 1 incune, koje mogu sudjelovati u prijenosu toksina kroz

hranidbenu mreZu tijekom cvjetanja dijatomeja (Trainer i sur., 2011).

2.3.9. PAH-ovi
2.3.9.1. Molekularna obiljezja i klasifikacija PAH-0va u okolisu

Policiklicki aromatski ugljikovodici skupina su organskih spojeva gradenih od ugljika i vodika, a
njihove molekule sastoje se od dvaju ili viSe medusobno kondenziranih aromatskih prstenova (US
EPA, 2018; ATSDR, 1995). Delokalizirani m-elektroni rasporedeni su izmedu aromatskih
prstenova koji dijele zajednicke ugljikove atome te pridonose stabilnosti molekule (ATSDR, 1995;
Lawal, 2017). Zbog hidrofobnih svojstava PAH-ovi se veZzu na suspendirane Cestice i organsku
tvar te se taloze u sedimentu (ATSDR, 1995; Chimjarn i sur., 2021). Na njihovu raspodjelu u
okoliSu utjecu sadrzaj organske tvari, udio ukupnog organskog ugljika i veli¢ina Cestica sedimenta,

pri ¢emu se PAH-ovi ¢eSée veZu na sitnije Cestice (ATSDR, 1995; Chizhova i sur., 2025).
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Klasificiraju se prema broju aromatskih prstenova i molekulskoj masi na PAH-ove niske
molekulske mase (engl. low molecular weight, LMW) s 2 do 3 aromatska prstena i PAH-ove visoke
molekulske mase (engl. high molecular weight, HMW) s Cetiri ili viSe aromatskih prstenova
(ATSDR, 1995; Femi-Oloye i sur., 2024). U LMW skupinu ubrajaju se naftalen (Naph), acenaftilen
(Acy), acenaften (Ace), fluoren (Flu), fenantren (Phe) i antracen (Ant), dok HMW skupinu ¢ine
fluoranten (Flt), piren (Pyr), benzo[a]antracen (BaA), krizen (Chr), benzo[b]fluoranten (BbF),
benzo[K]fluoranten (BkF), benzo[a]piren (BaP), dibenzo[a,h]antracen (DahA), indeno[1,2,3-
cd]piren (IcdP) i benzo[ghi]perilen (BghiP) (slika 28) (Femi-Oloye i sur., 2024; Zelinkova i Wenzl,
2015). Topljivost PAH-ova u vodi smanjuje se s porastom broja aromatskih prstenova i molekulske
mase. Istodobno se povecavaju njihova lipofilnost i sklonost sorpciji na ¢vrstu fazu, $to se najcescée
odrazava vi$im vrijednostima koeficijenta raspodjele n-oktanol/voda (log Kow) (Femi-Oloye i sur.,
2024).

Acenaften Acenaftilen Antracen

9509

Benzo[a]antracen

Benzo[b]fluoranten Benzo[k]fluoranten
Benzo[g,h,i]perilen Benzol[a] piren Krizen
’ Fluoranten Fluoren

Dibenzo[a,h]antracen

Q%‘O OO‘

Naftalen Fenantren Piren

()

Indeno[1,2,3-cd]piren

Slika 28. Strukturne formule PAH-ova.
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Osim prema broju aromatskih prstenova, PAH-ovi se mogu klasificirati i prema strukturnim
obiljezjima na roditeljske (nesupstituirane) i supstituirane PAH-ove. Supstituirani PAH-ovi nastaju
kada je jedan ili vise atoma vodika u molekuli zamijenjen drugim atomom ili funkcionalnom
skupinom. Medu njima se najéeS¢e izdvajaju alkilirani PAH-ovi, nitro-PAH-ovi i oksigenirani
PAH-ovi. U odnosu na roditeljske PAH-ove, pojedini supstituirani PAH-ovi mogu imati druk¢ija
fizikalno-kemijska svojstva te vecu reaktivnost i toksi¢nost (US EPA, 2018; Cao i sur., 2023).

Uredbom Komisije (EU) 2023/915 propisani su najvisi dopusteni maseni udjeli PAH-ova u hrani.
Kao pokazatelji prisutnosti PAH-ova koriste se BaP i zbroj cetiriju PAH-ova (PAH4), koji
ukljucuje BaP, BaA, BbF i Chr. Najvisi dopusteni maseni udjeli PAH-ova u skoljkasima iznose 5
ug/kg za BaP i 30 pg/kg za PAH4 (Europska komisija, 2023). Preporukom Komisije 2005/108/EZ
naglasena je potreba pracenja veceg broja PAH-ova radi pouzdanije procjene izloZenosti i
utvrdivanja moze li se BaP koristiti kao pouzdan pokazatelj prisutnosti PAH-ova u hrani. Preporuka

obuhvaca 15 prioritetnih PAH-0va, uz dodatno prac¢enje benzo[c]fluorena.

2.3.9.2.  Kruzenje PAH-ova u morskom okolisu

Policiklicki aromatski ugljikovodici iz atmosfere dospijevaju u more taloZenjem Cestica iz zraka te
ispiranjem i prijenosom PAH-ova oborinama. U more dospijevaju i rijekama, povrSinskim
otjecanjem oborinskih voda s urbanih i1 industrijskih povrSina, ispuStanjem otpadnih voda,
izlijevanjem nafte te drugim antropogenim aktivnostima (ATSDR, 1995). U atmosferi LMW PAH-
ovi ¢eS¢e su prisutni u plinovitoj fazi, dok se HMW PAH-ovi uglavnom vezu uz Cestice aerosola
(Keyte i sur., 2013). U atmosferi PAH-ovi mogu reagirati s hidroksilnim radikalima, ozonom,
nitratnim radikalima i duSikovim dioksidom, pri ¢emu nastaju oksigenirani i nitrirani derivati PAH-

ova razli¢ite reaktivnosti i toksicnosti (Keyte 1 sur., 2013).

Nakon ulaska u more PAH-ovi se raspodjeljuju izmedu otopljene frakcije, koloida i frakcije vezane
uz suspendirane Cestice. Na njihov prijenos i prostornu raspodjelu utje¢u morske struje i mijesanje
vodenih masa, koji omogucuju prijenos PAH-ova izmedu povrSinskih 1 dubljih slojeva mora
(Farrington 1 Takada, 2014). Vaznu ulogu u razmjeni PAH-ova izmedu atmosfere i mora ima
mikrosloj morske povrSine (engl. sea surface microlayer, SML), tanki povrSinski sloj na granici
zraka i mora. Taj je sloj obogacen organskom tvari i suspendiranim Cesticama. Zbog toga se PAH-

ovi u njemu mogu zadrzavati, pa njithove koncentracije mogu biti viSe nego u podpovrSinskom
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sloju mora (Cincinelli i sur., 2001, 2005). U SML-u i podpovrsinskom sloju prisutne su bakterije
vezane uz Cestice, koje mogu sudjelovati u razgradnji PAH-ova adsorbiranih na cestice te
slobodnozivuée bakterije, koje mogu razgradivati PAH-ove u otopljenoj frakciji (slika 29). U
istrazivanju provedenom u obalnom podrucju Antarktike uklanjanje PAH-ova bilo je brze u SML-
U nego u podpovrSinskom sloju mora. NajbrZe su se uklanjali hidrofobniji PAH-ovi vezani uz
Cestice, $to upucuje na vaznu ulogu bakterijskih zajednica vezanih uz Cestice (Martinez-Varela i

sur., 2022).

S MA@

PAH  Biorazgradnja Cestica

Atmosfera

(gt}
Mikrosloj 2 :
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PodpoilrEinski
sloj

1000 pm

-
100-
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Bakterije vezane uz cestice Slobodne bakterije

Slika 29. Raspodjela i biorazgradnja PAH-ova u SML-u i podpovrSinskom sloju mora. Preuzeto i

prilagodeno prema Martinez-Varela i sur. (2022).

U povrsinskim slojevima mora PAH-ovi mogu podlijegati fotokemijskim transformacijama, dok
se dio spojeva vezanih uz Cestice talozi prema sedimentu, gdje se mogu dugotrajno zadrzavati
(ATSDR, 1995). Sediment je vazan spremnik PAH-ova, ali se PAH-ovi iz njega mogu ponovno
osloboditi u vodeni stupac. Do oslobadanja moze do¢i resuspenzijom sedimenta, prijelazom PAH-
ova iz sedimenta u intersticijalnu vodu te bioturbacijom, odnosno mijeSanjem sedimenta
djelovanjem bentickih organizama. Navedeni procesi mogu utjecati na bioraspolozivost PAH-ova
(Farrington i Takada, 2014; Zhang i sur., 2024). Vertikalni prijenos PAH-ova prema dnu povezan
je 1 s bioloskim procesima. Policiklicki aromatski ugljikovodici vezani uz organske ¢estice mogu
se taloziti prema dnu zajedno s fekalnim peletama pelagickih organizama, morskim snijegom i

ostacima fitoplanktona. Taj se proces naziva bioloska pumpa (Farrington i Takada, 2014). Morski
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organizmi mogu unositi PAH-ove iz otopljene frakcije, suspendiranih ¢estica i hrane. Policiklicki
aromatski ugljikovodici se zatim mogu prenositi hranidbenom mrezom izmedu pelagickih i
bentickih organizama (ATSDR, 1995). Glavni procesi prijenosa, transformacije i kruzenja PAH-

ova izmedu atmosfere, vodenog stupca, sedimenta i morskih organizama prikazani su na slici 30.
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Slika 30. Biogeokemijski ciklus PAH-ova u morskom okoliSu. Preuzeto i prilagodeno prema
Farrington i Takada (2014).

2.4. Mehanizmi bioakumulacije onecis¢ujucih tvari (metala i PAH-ova) u

Skoljkasima

Bioakumulacija je posljedica ravnoteze izmedu unosa i eliminacije oneciS¢ujucih tvari iz
organizma. Kada je unos ve¢i od eliminacije, njihov se maseni udio u tkivima tijekom vremena
povecava. Za procjenu akumulacije mogu se Kkoristiti faktor biokoncentracije (engl.
bioconcentration factor, BCF) i faktor bioakumulacije (engl. bioaccumulation factor, BAF).
Faktor biokoncentracije opisuje unos oneciS¢ujuce tvari iz vode, dok BAF obuhvaca unos iz svih
izvora, ukljuujué¢i vodu i hranu. Pri procjeni prijenosa oneciscujucih tvari iz sedimenta u
organizme moze se koristiti i faktor akumulacije biota-sediment (engl. biota-sediment

accumulation Factor, BSAF). Na bioakumulaciju metala i PAH-ova u $koljkasima utjecu bioloski
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1 okoli$ni ¢imbenici. Od bioloskih ¢imbenika vazni su veli¢ina, dob, reproduktivni ciklus i
fiziolosko stanje organizma. Tijekom gametogeneze i mrijesta mogu se mijenjati maseni udjeli
oneciscujucih tvari u tkivima zbog promjena u fizioloSkom stanju organizma i raspodjeli tvari
izmedu tkiva (Amiard i sur., 2005; Bates i sur., 2021; Knopf i sur., 2020). Od okoli$nih ¢imbenika
vazni su temperatura, salinitet, pH, sadrzaj organske tvari i strujanje mora. Ti ¢imbenici mogu
utjecati na kemijske oblike i bioraspolozivost metala, raspodjelu PAH-ova u okoliSu te unos i
eliminaciju oneciS¢ujuc¢ih tvari iz organizma. Njihov ucinak ovisi o svojstvima pojedine

onecis¢ujuce tvari i lokalnim uvjetima u okolisu (Bates i sur., 2021; Luoma i Rainbow, 2005).

Metali i PAH-ovi mogu uéi u skoljkase iz otopljene frakcije vode te unosom suspendiranih Cestica,
fitoplanktona, detritusa 1 resuspendiranih Cestica sedimenta na koje su oneciS¢ujuce tvari vezane
(Baumard i sur., 1998; Luoma i Rainbow, 2005). Vezanje metala za organske i anorganske ligande
u morskoj vodi utjeCe na njihove kemijske oblike, a time i na njihovu bioraspolozivost i toksic¢nost.
Slobodni ioni metala uglavnom su lak$e dostupni za unos u organizam (Moffett i Boiteau, 2024).
Nakon unosa u organizam PAH-ovi i metali zadrzavaju se i nakupljaju u tkivima razli¢itim
mehanizmima. Zbog lipofilnih svojstava PAH-ovi prolaze kroz bioloske membrane difuzijom i
nakupljaju se u tkivima bogatima lipidima, a metali se nakon ulaska u stanice vezu za
unutarstani¢ne ligande i pohranjuju u razli¢itim dijelovima stanice. Dio metala ostaje metabolicki

dostupan, dok se dio moze pohraniti u oblicima koji smanjuju njegovu toksi¢nost (Rainbow, 2006)
(slika 31).
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Slika 31. Shematski prikaz prijenosa dvovalentnog metalnog iona kroz stani¢nu membranu uz
sudjelovanje liganada i membranskih transportnih proteina. L; — transportni ligand; Ly — unutarnji

ligand; Ly — vanjski ligand; M — metal. Preuzeto i prilagodeno prema Rainbow (1997).

60



Maseni udjeli PAH-ova u tkivima $koljkasa ovise o njihovoj koncentraciji u okolisu, udjelu PAH-
ova vezanih uz organsku tvar i suspendirane Cestice te udjelu lipida u tkivima $koljkasa. Nakon
ulaska u stanice PAH-ovi mogu podlijegati biotransformaciji, odnosno enzimskim reakcijama
kojima se mijenja njihova kemijska struktura i olakSava njihovo izluc¢ivanje iz organizma (Gan i
sur., 2021; Livingstone, 1998). Biotransformacija se odvija u dvije faze. U reakcijama faze | PAH-
ovi se naj¢esce oksidiraju djelovanjem enzima iz skupine citokroma P450. Pritom mogu nastati
reaktivni metaboliti. Primjerice, biotransformacijom BaP-a mogu nastati epoksidni, dihidrodiolni,
fenolni i kinonski metaboliti (slika 32). Pojedini reaktivni metaboliti mogu reagirati s DNA,
proteinima i drugim biomolekulama te uzrokovati genotoksi¢ne i oksidativne ucinke (Gan i sur.,
2021; IARC, 2010; Livingstone, 1998). U reakcijama faze 1l metaboliti se konjugiraju s polarnim
molekulama, primjerice glutationom (GSH), glukuronskom kiselinom ili sulfatima (slika 32). Time
se povecava njihova topljivost u vodi i olakSava njihovo izluéivanje iz organizma. Tijekom
biotransformacije mogu nastati i reaktivne kisikove vrste, koje mogu uzrokovati oksidativna

ostecenja biomolekula i dijelova stanice (Gan i sur., 2021; Livingstone, 1998; Ravi i sur., 2022).
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Slika 32. Shematski prikaz biotransformacije BaP. Preuzeto i prilagodeno prema Marinkovi¢ i sur.
(2013).

Probavna Zlijezda vaZna je za akumulaciju, biotransformaciju i detoksikaciju onecis¢ujucih tvari u
Skoljkasima. Neesencijalni metali, kao i1 esencijalni metali prisutni u suvisku, mogu se pohraniti u

oblicima kojima se smanjuju njihova reaktivnost i toksi¢nost (Amiard i sur., 2005; Marigdmez i
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sur., 2002). Toksi¢ni ucinci metala ovise ponajprije o udjelu metala koji ostaje dostupan za
sudjelovanje u procesima unutar stanice. Metali pohranjeni u detoksiciranim oblicima imaju manju
mogucnost interakcije sa stani¢nim komponentama (Rainbow, 2006). Vaznu ulogu u regulaciji i
detoksikaciji metala imaju MT-i koji vezu metale poput Cd-a, Cu-a i Zn-a te smanjuju njihovu
toksi¢nost (Amiard i sur., 2005; Wang i Rainbow, 2010). Dio metala pohranjuje se i u lizosomima,
granulama bogatim metalima i rezidualnim tijelima. Na taj se na¢in smanjuje njihova dostupnost
za sudjelovanje u procesima unutar stanice 1 omogucuje njihovo dulje zadrzavanje u tkivima

(Marigbmez i sur., 2002; Rainbow, 2006).
2.5. Vaznost skoljkasa | sedimenta kao bioindikatora onecisc¢enja mora

Skoljkasi su u morskom okolisu izloZeni one¢i§éujuéim tvarima. Buduéi da filtriraju velike koli¢ine
morske vode i1 suspendiranih Cestica te akumuliraju oneciS¢ujuce tvari u tkivima, koriste se kao
bioindikatori onec¢i$¢enja mora (El Boudammoussi i sur., 2025; Fattorini, 2025; Luoma i Rainbow,
2005; Rainbow, 2002; Yap i sur., 2021). Onecis¢éujuce tvari mogu unositi iz otopljene frakcije
vode, suspendiranih Cestica i hrane (Bryan i Darracott, 1979; Rainbow, 2002). Analizom $koljkasa
moze se procijeniti izlozenost oneciS¢uju¢im tvarima tijekom duljeg razdoblja jer se smanjuje
utjecaj kratkotrajnih promjena njihovih koncentracija u morskoj vodi (Goldberg, 1975; Rainbow,
2002; Amiard i sur., 2005). Analiza njihova ukupnog mekog tkiva vazna je i za procjenu rizika za
potroSace te kontrolu zdravstvene ispravnosti hrane. Ovisno o cilju istraZzivanja, mogu se zasebno
analizirati probavna zlijezda, Skrge i stopalo, a mogu se analizirati 1 bisusna vlakna. Razli¢ita tkiva

mogu sadrzavati razli¢ite koncentracije one¢is¢ujuéih tvari (slika 33).

bisusno vlakno

misié zatvaraé -

Slika 33. Unutarnja grada dagnje.
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Medu skoljkasima se u programima praéenja oneciS¢enja morskog okolisa Cesto koriste dagnje
roda Mytilus (Amiard i sur., 2005; Goldberg, 1975; Rainbow, 2002). Pogodne su za pracenje
oneciscenja zbog Siroke rasprostranjenosti u priobalnim podrucjima, sjedilackog nacina Zzivota,
sposobnosti akumulacije oneciS¢uju¢ih tvari i dostupnosti na staniStima pogodnima za
uzorkovanje. Sediment, za razliku od morskih organizama, pruza uvid u taloZenje i dugotrajnije
zadrZzavanje oneciS¢ujucih tvari. Metali i hidrofobni organski spojevi mogu se vezati uz sitnozrnate
Cestice 1 organsku tvar te se nakupljati u sedimentu. Zbog toga se analizom sedimenta moze
procijeniti dugotrajnije optere¢enje okoliSa one¢iS¢ujuc¢im tvarima (Eggleton i Thomas, 2004,
Forstner i Wittmann, 1981).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Podrucje istrazivanja

Jadransko more poluzatvoreni je bazen Sredozemnog mora smjeSten izmedu Apeninskog i
Balkanskog poluotoka. Pruza se u smjeru sjeverozapad-jugoistok u duljini od priblizno 800 km te
zauzima povrsinu od oko 138 000 km?. Zapadna obala Jadrana slabo je razvedena, za razliku od
istocne obale koja je uglavnom izgradena od karbonatnih stijena i obiljezena krskim reljefom.
Pripada dalmatinskom tipu obale, koji se odlikuje usporednim pruzanjem otoka, kanala i kopna u
dinarskom smjeru, pretezno sjeverozapad-jugoistok. Takav tip obale nastao je potapanjem
potapanjem krskog reljefa, pri cemu su visi dijelovi reljefa postali otoci, a nizi dijelovi morski
kanali (Pikelj i Juraci¢, 2013). Na temelju batimetrijskih obiljezja Jadranski bazen sastoji se od
triju glavnih morfoloskih cjelina: sjevernojadranske, srednjoadranske i juznojadranske kotline.
Juzni Jadran, obuhvaéen ovim istrazivanjem, proteze se od Palagruskog praga do Otrantskih vrata
te obuhvaca Juznojadransku kotlinu, najdublji dio Jadrana, s dubinama veé¢im od 1200 m.
Razmjena vode izmedu Jadranskog i Jonskog mora odvija se kroz Otrantska vrata, Siroka priblizno

72 —75 km, s dubinom praga od priblizno 750 — 780 m (Cerrano i sur., 2015; Vrdoljak i sur., 2021).

Cirkulacija u Jadranskom moru odvija se uglavhom u ciklonskom smjeru te je odredena
geomorfologijom bazena, atmosferskim djelovanjem i razlikama u gusto¢i morske vode. Toplija i
slanija voda iz Jonskog mora ulazi u Jadran kroz Otrantska vrata uz isto¢nu obalu te tvori
Isto¢nojadransku obalnu struju koja teCe prema sjeverozapadu. Istodobno, hladnija i manje slana
voda, pod utjecajem rijeka, osobito rijeke Po, otje¢e prema jugoistoku uz zapadnu obalu kao
Zapadnojadranska obalna struja (Artegiani i sur., 1997; Orli¢ i sur., 1992). Termohalinska
cirkulacija ima vaznu ulogu u stvaranju, obnavljanju 1 prijenosu dubokih voda Jadrana te u razmjeni
vodenih masa izmedu Jadrana i isto¢nog Sredozemlja. Medu glavnim vodenim masama Jadrana
izdvajaju se: (1) Jadranska povrsinska voda, koja dominira povrsinskim slojem i pod snaznim je
utjecajem rijeka, oborina i sezonskog zagrijavanja; (2) Levantska intermedijarna voda, koja kroz
Otrantska vrata ulazi iz isto¢nog Sredozemlja i $iri se intermedijarnim slojevima Jadrana te (3)
Jadranska duboka voda, koja nastaje tijekom zimskog razdoblja kao posljedica hladenja 1

povecanja gustoce povrsinskih voda. Medudjelovanje navedenih vodenih masa odreduje vertikalnu
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raspodjelu temperature, saliniteta i gustoce te znacajno utjece na biogeokemijske procese i svojstva

vodenog stupca u Jadranskom moru (Cushman-Roisin i sur., 2001; Manca i sur., 2002).

Novija oceanografska mjerenja i analize dugoro¢nih nizova podataka ukazuju na porast
temperature vodenih masa Jadrana te porast saliniteta u pojedinim podrucjima i slojevima, u skladu
s trendovima zabiljeZenima u Sredozemnom moru (Kubin 1 sur., 2023; Skliris i sur., 2024).
Kontinuirana mjerenja provedena u sjevernom Jadranu tijekom posljednjih desetlje¢a pokazala su
porast temperature kroz cijeli vodeni stupac, dok su promjene saliniteta prostorno neujednacene i
uglavnom nisu statisticki znacajne. Mjerenja duz jugozapadne jadranske padine u razdoblju 2012.
— 2020. zabiljezila su porast temperature i Saliniteta dubokih voda (Paladini de Mendoza i sur.,
2023; Vilibi¢ i sur., 2019). Promjene temperature i saliniteta u Jadranu mogu utjecati na gustocu
novonastalih gustih voda te na intenzitet vertikalnog mijeSanja vodenog stupca. Povezane su i s
izmjenama ciklonskog i anticiklonskog rezima cirkulacije u Jonskom moru, poznatima kao BiOS
mehanizam, koje utjecu na dotok intermedijarnih vodenih masa u Jadran, a posredno i na razmjenu
vodenih masa te vertikalni transport Kisika i hranjivih tvari u duboke slojeve mora (Mihanovi¢ i
sur., 2021; Vilibi¢ i sur., 2019).

Raspodjela sedimenta u Jadranskom moru ovisi o hidrodinami¢kim uvjetima, batimetriji, rijecnim
unosima 1 geoloSkim znacajkama obale. U zaStiCenim priobalnim podruc¢jima, estuarijima i
depresijama povoljniji su uvjeti za taloZenje sitnozrnatih, pretezno muljevitih sedimenata, dok u
podru¢jima izloZenima ja¢em djelovanju valova i struja ¢eS¢e dolazi do resuspenzije i prijenosa
sedimenta. Pjeskoviti sedimenti zastupljeni su u pli¢im priobalnim podru¢jima i na dijelovima
Selfa, a uz razvedenu krsku obalu isto¢nog Jadrana Cesta su i stjenovita dna. U zapadnom dijelu
sjevernog i srednjeg Jadrana, uz talijansku obalu, prevladavaju sitnozrnati sedimenti, dok se takav
materijal talozi 1 u dubljim depresijama srednjeg 1 juznog Jadrana. Uz isto¢nu obalu Jadrana u
pli¢im podruc¢jima Cesto su zastupljeni karbonatni pijesak 1 Sljunak, dok u zaSti¢enijim 1 dubljim
podruc¢jima prevladavaju sitnozrnati sedimenti s visim udjelom praha i gline (Cerrano i sur., 2015;
Matijevi¢ i sur., 2008).

Glavni izvori rije¢nog terigenog materijala su u sjevernom i zapadnom dijelu jadranskog sliva, pri
¢emu najveéi doprinos imaju rijeka Po i rijeke Apeninskog poluotoka. Rije¢ni se sediment

resuspendira i prenosi duz zapadnog Selfa djelovanjem valova i Zapadnojadranske obalne struje
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(Harris i sur., 2008; Sherwood i sur., 2004). Koli¢ina sedimenta koju u Jadransko more unose rijeke
isto¢ne obale znatno je manja, a talozenje tog materijala najizrazenije je u priobalnim podruc¢jima
i estuarijima. U podru¢jima nakupljanja sitnozrnatog materijala moze doé¢i i do povecanog
zadrzavanja organske tvari 1 one¢iS¢ujucih tvari vezanih za Cestice sedimenta (Cukrov i sur., 2024;

Giglio i sur., 2020; Jurina i sur., 2013; Magi i sur., 2002; Mandi¢ i Pavela-Vranci¢, 2017).
3.1.1. Malostonski zaljev

Malostonski zaljev smjeSten je u juznom dijelu hrvatske obale Jadranskog mora, unutar
Dubrovacko-neretvanske zupanije. Omeden je poluotokom PeljeScem na jugozapadu i kopnom na
sjeveroistoku. Prema sjeverozapadu Malostonski zaljev povezan je s Neretvanskim kanalom, u koji
se ulijeva rijeka Neretva. Sire podru¢je Malostonskog zaljeva i Malog mora administrativno se
prostire unutar opéina Dubrovacko primorje, Janjina, Slivno i Ston. Zaljev je dug priblizno 28 km
1 $irok do 6,1 km, a najveca dubina iznosi 29 m, pri ¢emu se na priblizno 80 % njegove povrSine
dubina kreé¢e izmedu 20 i 29 m. GeoloSku podlogu podrucja pretezito izgraduju vodopropusne
karbonatne stijene s razvijenim krSkim sustavom, podzemnim tokovima i vruljama. Uz obalu je
morsko dno pretezno stjenovito, a prema dubljim dijelovima postupno prelazi u muljevito. Na
hidroloske i ekoloske uvjete u zaljevu utje¢u izmjena vode s otvorenim morem, podzemni izvori
slatke vode, osobito u njegovu unutarnjem dijelu te rijeka Neretva, Ciji je utjecaj izraZeniji u
vanjskom dijelu zaljeva (Kr$ini¢ i sur., 2016; Tomsi¢ i Lovri¢, 2004). Intenzitet slatkovodnih
dotoka mijenja se tijekom godine, Sto uzrokuje prostorne i sezonske promjene temperature 1
saliniteta te povremenu termohalinsku stratifikaciju vodenog stupca. Slatkovodni dotoci pridonose
unosu hranjivih soli i stvaranju povoljnih uvjeta za razvoj fitoplanktona. Dostupnost organske tvari
1 planktona pogoduje rastu 1 razvoju Skoljkasa, zbog cega se Malostonski zaljev smatra jednim od
najznacajnijih podrucja Skoljkarstva u Jadranu (Jasprica i Car, 2003; Peharda i sur., 2012; Radi¢ 1
sur., 2014; Vili¢i¢ 1 sur., 1998). Uzgoj Skoljkasa u Malostonskom zaljevu ima dugu tradiciju,
posebno u uvali Bistrina, koja se navodi kao jedno od najvaZznijih uzgojnih podrucja kamenica u

Hrvatskoj (Cetini¢, 2024; Tomsi¢ i Lovri¢, 2004).

Malostonski zaljev dio je ekoloske mreze Natura 2000, a Sire podrucje Malostonskog zaljeva 1
Malog mora zasti¢eno je i kao posebni rezervat u moru. Plan upravljanja za razdoblje 2023. — 2032.

definira ciljeve oCuvanja prirodnih vrijednosti i smjernice za odrzivo upravljanje podru¢jem. Za
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potrebe istrazivanja odabrane su Cetiri reprezentativne postaje: Kanal Usko, Banja, Bistrina i Mali
Ston (slika 34). Ove postaje odabrane su tako da obuhvate razliCite ekoloSke uvjete unutar
Malostonskog zaljeva, a njihov raspored temelji se na ranijim istraZivanjima u kojima su ista ili
sliéna podruc¢ja prepoznata kao vazna za pracenje promjena fizikalno-kemijskih 1 bioloSkih
parametara (Cali¢ i sur., 2013; Lugi¢ i Onofri, 1990; Viligié i sur., 1998). Vaznost prostornog
pracenja okolisnih uvjeta i kakvoce uzgojnih podrucja potvrduju i novija istrazivanja prisutnosti
oneciS¢ujucih tvari u Skoljkasima iz Malostonskog zaljeva (Vuleti¢ 1 sur., 2021; Papini 1 Rakaj,

2025).

Slika 34. Polozaj kontrolnih to¢aka uzorkovanja (Kanal Usko, Banja, Bistrina i Mali Ston).

Postaja Kanal Usko smjestena je u sjeverozapadnom dijelu istrazivanog podrucja, gdje povezuje
unutarnji dio Malostonskog zaljeva s vanjskim dijelom akvatorija. Budu¢i da se na tom podrucju
uzgajaju Skoljkasi, postaja je vazna za procjenu njihove izloZenosti oneciS¢ujuéim tvarima
prisutnima u morskom okolisu. Postaja Banja nalazi se u sredisnjem dijelu zaljeva, u podrucju u

kojem se ispreple¢u utjecaji morske vode i slatkovodnih dotoka. Odabrana je radi pracenja
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moguceg unosa onecis¢ujucih tvari s kopna te njihova prijenosa i raspodjele unutar zaljeva. Postaja
Bistrina smjeStena je u zaSti¢enoj uvali u srediSnjem dijelu Malostonskog zaljeva. Budu¢i da je
uvala Bistrina jedno od vaznijih podrucja uzgoja skoljkaSa, ova je postaja pogodna za pracenje
kakvoce uzgojnog podrucja i prisutnosti one¢is¢ujuéih tvari u skoljkasima. Postaja Mali Ston nalazi
se u unutarnjem, jugoistoénom dijelu zaljeva, gdje je izrazen utjecaj slatkovodnih dotoka iz
okolnoga krskog podrucja. Omogucéuje pracenje prirodnih i antropogenih utjecaja na okolisne
uvjete te usporedbu s postajama smjeStenima u srediSnjem i zapadnijem dijelu istraZivanog

podrucja.
3.1.2. Estuarijsko podrucje rijeke Neretve

Neretva je najveca rijeka hrvatskog dijela istocne obale Jadrana. Izvire u planinskom podrucju
Bosne i Hercegovine te nakon priblizno 225 km toka utjece u Jadransko more na podruc¢ju juzne
Hrvatske (IUCN/UNEP, 2011). U donjem toku oblikuje prostranu deltu nastalu taloZenjem
rijeCnog sedimenta, jedno od najvrjednijih mocvarnih podrucja isto¢ne obale Jadrana. Deltu
karakterizira razgranat sustav rukavaca, plitkih laguna, moé¢varnih kanala i bocatih usca, koji ¢ine
prijelazno podrucje izmedu slatkovodnog i morskog okolisa (Muzini¢, 2007). Zbog ocuvanih
mocvarnih stanista i vaznosti za ptice selice, delta Neretve uvrstena je 1992. godine na Ramsarski
popis mocvarnih podrucja od medunarodnog znacaja (Ramsar Secretariat, 1992). Geomorfoloska
1 hidroloska obiljezja delte omogucuju razvoj zajednica prilagodenih promjenjivom salinitetu,
medu kojima su brojne vrste riba, beskraljeznjaka i ptica moc¢varica. Dotok slatke vode bogate
suspendiranom tvari 1 hranjivim solima pogoduje primarnoj proizvodnji. Rijeka ima vaznu ulogu 1
u prijenosu sitnozrnatog sedimenta prema Neretvanskom kanalu, gdje se rije¢ni materijal talozi,
osobito u podru¢jima povoljnima za njegovu akumulaciju (Giglio i sur., 2020; Jurina i sur., 2013;
Margeta, 2024). Za potrebe ovog istrazivanja odabrane su tri istrazivacke postaje: Ploce, Blace i
Skoj (slika 35), koje su zbog svojih hidrografskih i sedimentolodkih obiljezja pogodne za
istrazivanje akumulacije oneciS¢ujucih tvari u sedimentu i $koljkasima te za procjenu antropogenih

utjecaja na priobalni i estuarijski okolis.
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Slika 35. Polozaj kontrolnih to¢aka uzorkovanja (Ploge, Blace i Skoj).

Postaja Ploce obuhvaca podruc¢je u blizini us¢a Neretve i luke Ploce, gdje se moze ocekivati
izrazeniji antropogeni utjecaj na morski okoli§. Zbog blizine urbano-lu¢kog podrucja i rijecnog
usca prikladna je za pracenje moguceg unosa i akumulacije onec¢is¢ujucih tvari u sedimentu 1
Skoljkasima. Postaja Blace smjestena je uz rub delte Neretve, u podruéju mijeSanja slatke vode i
priobalnog mora. Zbog blizine poljoprivrednih povrsina i rije¢nih dotoka pogodna je za pracenje
moguéeg prijenosa hranjivih soli, organske tvari i one¢is¢ujucih tvari s kopna, osobito nakon
obilnijih oborina i pojadanog povrsinskog otjecanja. Postaja Skoj nalazi se u akvatoriju oto¢i¢a
Skoj, jugoistotno od delte Neretve, u podruéju uzgoja $koljkasa. Zbog polozaja u prijelaznom
podrucju izmedu estuarijskog i priobalnog morskog okolisa prikladna je za pracenje utjecaja
rije¢nog dotoka, promjena fizikalno-kemijskih uvjeta te bioraspolozivosti 1 bioakumulacije

oneciscujucih tvari u Skoljkasima.
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3.2. Uzorkovanje

Ukupno 84 uzorka dagnji prikupljena su tijekom dvogodi$njeg razdoblja (2022. — 2023.), u
intervalima od dva mjeseca, na ukupno sedam postaja koje obuhvacaju Malostonski zaljev (Kanal
Usko, Banja, Bistrina i Mali Ston) i estuarijsko podruéje rijeke Neretve (Plo¢e, Blace i Skoj). Na
svakoj postaji prikupljeno je oko 4 kg Skoljkasa kako bi se osigurao reprezentativan uzorak.
Cjelokupno meko tkivo jedinki homogenizirano je neposredno nakon uzorkovanja. U slucajevima
kada analize nisu mogle biti odmah provedene, uzorci su zamrznuti i pohranjeni na -20 °C. Iz
homogenata mase 200 — 250 g izdvojeno je priblizno 30 g za liofilizaciju, namijenjenih analizama
metala, dok je ostatak homogenata pohranjen za analize PAH-ova, lipofilnih i hidrofilnih morskih

biotoksina.

Istodobno je prikupljeno i 84 uzorka povrsinskog sedimenta, uzorkovanih na istim postajama i u
istim vremenskim intervalima kao i uzorci dagnji. Uzorkovanje je provedeno korerom, pri ¢emu
su uzimani uzorci jezgre iz povrsinskog sloja dubine 0 — 2 cm. Na svakoj je postaji prikupljeno
priblizno 1 kg povrsinskog sedimenta, koji je nakon uzorkovanja zamrznut na -20 °C do
laboratorijske obrade. Za potrebe analiza uzorci su liofilizirani, nakon ¢ega je priblizno 150 ¢
izdvojeno za odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava sedimenta (odredivanje veli¢ine zrna, udio

organske tvari i karbonata), dok je oko 50 g koristeno za analize metala i PAH-ova.

3.3.  Odredivanje fizikalno-kemijskih karakteristika sedimenta

3.3.1. Podjela klasticnih sedimenata na osnovi velicine zrna

Za opis 1 klasifikaciju veli¢ine zrna klasti¢nih sedimenata u sedimentologiji se primjenjuju razlicite
ljestvice i sustavi razvrstavanja, ovisno o rasponu veli¢ina zrna i svrsi analize. Jedan od najceSce
koriStenih sustava jest Wentworthova ljestvica (Wentworth, 1922), koja se temelji na
geometrijskom nizu veli¢ina zrna s omjerom 2 izmedu susjednih razreda (slika 36). Za
jednostavniji prikaz i statistiCku obradu podataka o veli€ini zrna primjenjuje se ¢ (phi) skala, koju

je uveo Krumbein (1934). Veli¢ina zrna izrazava se prema jednadzbi:

¢ = —log,d (1)

gdje je d promjer zrna izrazen u milimetrima. Vrijednost ¢ povecava se smanjenjem veliine zrna:

krupnije Cestice imaju nize, Cesto negativne @-vrijednosti, dok sitnije Cestice imaju vise -
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vrijednosti. Primjena ¢-skale omogucuje standardizirani prikaz Sirokog raspona veli¢ina zrna te
jednostavniju statisticku obradu i graficko prikazivanje podataka o veli¢ini zrna (Wentworth, 1922;
Krumbein, 1934).

WENTHWORTHOVA PODJELA

MILIMETEL KIKRONI PHI(D | ENGLESHK] NAZIV HRW ATSHI NAZIV]
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4 -2
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163 =075 WRLO KRUPRMI
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1,19 -0,25
1 0
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0,71 0,5
0,59 0,75
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0,42 420 1,95 I EDIUN SAHD
0,35 350 1.5 SREDNA
0,3 300 1,75
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0,21 210 2,25
0,177 177 2.5 FINESAND SITMI
0,149 149 2,75
0,125 125 3
0,105 105 3,25
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0,074 74 3,75
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Slika 36. Klasifikacija i nomenklatura klasticnih sedimenata na osnovi veli¢ine zrna prema

Wentworthu (1922). Preuzeto i prilagodeno prema Tisljar (1994).
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Rspodjela veli¢ine zrna sedimenta u ovom radu odreden je kombinacijom mokrog prosijavanja i
laserske difrakcije pomoc¢u uredaja Malvern Mastersizer 3000E. Uzorci sedimenta mokro su
prosijani na situ s otvorima velic¢ine 0,5 mm. Sitnija frakcija (< 0,5 mm) analizirana je laserskim
granulometrom, dok je krupnija frakcija (> 0,5 mm) osuSena i dodatno prosijana kroz set sita s
otvorima veli¢ine 1, 2 i 4 mm. Rezultati obiju metoda objedinjeni su radi prikaza ukupne raspodjele
veli¢ine zrna. Dobiveni podaci prikazani su kumulativnim krivuljama, pri ¢emu je veliina zrna
izrazena u @-jedinicama. Granice veli¢inskih frakcija (Sljunak, pijesak, prah i glina) odredene su
prema Wentworthovoj klasifikaciji (Wentworth, 1922) (tablica 1).

Tablica 1. Granice veli¢inskih frakcija prema Wentworth (1922).

Frakcija Veli¢ina zrna (mm) Veli¢ina zrna ()
Sljunak > 2,00 <-1¢

Pijesak 0,063 — 2,00 4—-(-Do

Prah 0,004 — 0,063 8-40

Glina < 0,004 >80

3.3.2. Tip sedimenta prema Folkovoj klasifikaciji

U prirodnim uvjetima sedimenti su rijetko sastavljeni iskljuivo od Cestica jedne veliCinske
frakcije, ve¢ se najceSce sastoje od razli¢itih udjela gline, praha, pijeska i §ljunka. Stoga
sedimentoloska karakterizacija, osim odredivanja veli¢ine zrna, obuhvaca i primjenu odgovarajuce

nomenklature koja se temelji na kvantitativnim odnosima pojedinih veli¢inskih frakcija.

U ovom radu tip sedimenta definiran je prema Folk-ovoj klasifikaciji (Folk, 1954), prikazanoj na
slici 37, na temelju udjela Sljunka te omjera pijeska i muljevite frakcije (prah + glina), a sedimenti
su klasificirani prema Folk-ovoj nomenklaturi kao: M — mulj, pM — pjeskoviti mulj, (§)M —
neznatno $ljunkoviti mulj, (§)pM — neznatno Sljunkovito pjeskoviti mulj, SM — §ljunkoviti mulj, P
— pijesak, mP —muljeviti pijesak, (§)mP — neznatno $ljunkovito muljeviti pijesak, SmP — §ljunkovito
muljeviti pijesak, $P — §ljunkoviti pijesak, S — §ljunak, mS — muljeviti §ljunak, mpS — muljevito

pjeskoviti §ljunak i pS — pjeskoviti §ljunak.
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Slika 37. Folk-ova (1954) Kklasifikacija klasticnih sedimenata na osnovi medusobnog udjela

pojedinih kategorija zrna.

Za izracun granulometrijskih parametara koriStene su vrijednosti veli¢ine zrna ocitane pri
kumulativnim postocima od 5 %, 16 %, 50 %, 84 % i 95 %, prema metodologiji Folk i Ward (1957).
Na temelju tih vrijednosti izracunati su prosjecna veli¢ina zrna (Mz), medijalna veli¢ina zrna (Md)

i sortiranost (So), primjenom formula prikazanih u tablici 2.

Tablica 2. Granulometrijski parametri i formule izracuna (Folk i Ward, 1957).

Parametar Formula Opis

Mz (d16 + ds0 + dga) /3 Srednja vrijednost raspodjele velicine
zrna

Md ds0 Velicina zrna kod koje 50 % Cestica ima

manji, a 50 % veci promjer

So ((dsa — @16) 1 4) + Pokazatelj raspodjele veli¢ina zrna

((do5 — ¢5) / 6,6)

Dobivene vrijednosti parametra So iskoriStene su za klasifikaciju stupnja sortiranosti prema

kriterijima Folk i Ward (1957) (tablica 3).
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Tablica 3. Klasifikacija sortiranosti (Folk i Ward, 1957).

So Klasifikacija

<0,35 Vrlo dobro sortirano
0,35-0,50 Dobro sortirano
0,50-0,70 Umjereno dobro sortirano
0,70-1,00 Umjereno sortirano

1,00 - 2,00 Lose sortirano
2,00-4,00 Vrlo lose sortirano

> 4,00 Izuzetno lose sortirano

3.3.3. Kemijske analize sedimenta

Za kemijsku analizu sedimenta koristeni su sljedeéi reagensi: 30 %-tna otopina vodikova peroksida
(H202 (30%)), 4 M klorovodi¢na kiselina (HCI) i kalcijev karbonat (CaCO3), kao i porculanski
lonci¢i za Zarenje, suSionik, pe¢ za zarenje, Erlenmayerove tikvice volumena 250 mL, gumeni
¢epovi s otvorom, staklene cjevcice, plasti¢ne cjev€ice za spajanje, posudice volumena 5 mL,
analiticka vaga (Mettler PM 480) te kalcijev klorid (CaCl) koji je sluzio kao sredstvo za suSenje u

staklenim cjev¢icama.

Udio organske tvari u sedimentu odreden je gravimetrijski. Prethodno osuseni porculanski lon¢ici
izvagani su, nakon ¢ega je u svaki lon¢i¢ dodano najmanje 0,5 g uzorka sedimenta. Lon¢i¢i s
uzorcima suSeni su preko noci u suSioniku na 110 °C, ohladeni i ponovno izvagani. Uzorci se
preliju s H202 (30%), u koli¢ini dovoljnoj da se prekrije sav uzorak. Uzorci su zatim Zareni $est
sati na 450 °C, nakon ¢ega su ohladeni i ponovno izvagani. Udio organske tvari izraZen je u

postotku prema jednadzbi:

(b—c)
(b-a)

Organska tvar (%) = * 100 (2)

gdje su:

a —masa loncica (g);
b — masa osusenog uzorka u loncicu (g);

C — masa zarenog uzorka u loncicu (g).
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Udio karbonata u sedimentu takoder je odreden gravimetrijski, prema metodi Loringa i Rantale
(1992). Najmanje 1 g suhog uzorka stavljeno je u prethodno izvaganu Erlenmeyerovu tikvicu
volumena 250 mL. U tikvicu je umetnuta posudica s 5 mL 4 M HCI, a tikvica je zatvorena gumenim
¢epom s umetnutom staklenom cjevéicom ispunjenom S CaCly, ¢iji su krajevi zacepljeni vatom.
Tikvica je izvagana, a zatim nagnuta kako bi se kiselina prelila preko uzorka. Tijekom sljedeca dva
sata tikvica je povremeno lagano promuckana kako bi uzorak ostao u dodiru s kiselinom. Nakon
zavrsSetka reakcije sustav je rastavljen, a tikvica ponovno izvagana. Razlika u masi (P) odgovara
gubitku mase zbog oslobadanja ugljikova dioksida (COz). Postupak je ponovljen s 0,1 g Cistog

CaCOg, pri ¢emu je izmjereni gubitak mase oznacen kao Q. Udio karbonata u uzorku izracunat je

prema jednadzbi:
oy — P(@+01g
CaC0; (%) 2 orm 100 (3)

3.4. Odredivanje masenih udjela metala u skoljkasima i sedimentu

Kvantitativna analiza metala u uzorcima mekog tkiva skoljkasa i povrSinskog sedimenta provedena
je AAS metodom. Za odredivanje Fe, Mn i Zn primijenjena je plamena atomska apsorpcijska
spektrometrija (engl. flame atomic absorption spectrometry, FAAS), dok su Cd, Pb, Cu, Cr i Ni
odredeni atomskom apsorpcijskom spektrometrijom s elektrotoplinskom atomizacijom u grafitnoj
peci (engl. graphite furnace atomic absorption spectrometry, GFAAS). Sadrzaj Hg odreden je
DMA metodom.

3.4.1. Princip rada AAS

Atomska apsorpcijska spektrometrija ubraja se medu temeljne spektroskopske tehnike za
kvantitativno odredivanje metala u uzorcima iz okolisa. Metoda se temelji na tome da slobodni
atomi analita u plinovitom stanju apsorbiraju elektromagnetsko zracenje karakteristicne valne
duljine, pri ¢emu elektroni prelaze iz osnovnog u pobudeno energetsko stanje. Analiticki signal
predstavlja apsorbanciju, odnosno smanjenje intenziteta upadnog zracenja uzrokovano

apsorpcijom energije atoma analiziranog elementa (slika 38).
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Apsorpcija Emisija
A ..
;") Pobudeno stanje -
AE=hv AE=hv
hv hv
Energija
. Osnovno stanje y‘

Slika 38. Shematski prikaz elektronskih prijelaza pri apsorpciji i emisiji.

Svaki metal ima karakteristi¢an linijski apsorpcijski spektar. U odgovarajuéem mjernom podrucju
apsorbancija je proporcionalna koncentraciji analita, u skladu s Beer-Lambertovim zakonom

(Bings i sur., 2010; Skoog i sur., 2018; Welz i Sperling, 1998), koji se izrazava jednadzbom:

A=log(y,/l) =€*xbx*c (4)

gdje je:

A —apsorbancija na danoj valnoj duljini svjetlosti;

lo— intenzitet upadnog zracenja,

| — intenzitet propustenog zra¢enja nakon prolaska kroz uzorak;
€ — molarni apsorpcijski koeficijent (L/molcm);

b — duljina puta svjetlosti kroz uzorak (cm);

¢ — koncentracija tvari u otopini (mol/L).

Atomski apsorpcijski spektrometar sastoji se od izvora zracenja koji emitira karakteristicnu valnu
duljinu analiziranog elementa, atomizatora koji pretvara analit u slobodne atome, monokromatora
koji izdvaja odabranu valnu duljinu te detektora koji mjeri intenzitet propusStenog zracenja i
pretvara ga u elektri¢ni signal. Kao izvor zraenja najcesce se primjenjuje Suplja katodna Zarulja,
dok vrsta atomizatora ovisi 0 primijenjenoj tehnici: plamen kod FAAS-a ili grafitna pe¢ kod
GFAAS-a. Shematski prikaz osnovnih dijelova AAS prikazan je na slici 39.
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Slika 39. Shema AAS.

Razlikuju se tri glavna nacina atomizacije:

1. FAAS —uzorak se priprema u obliku otopine, nakon ¢ega se pomocu nebulizatora rasprsuje
u obliku aerosola i prenosi u komoru za mijes$anje. Fina maglica ulazi u plamen koji se
najéeSée sastoji od smjese zrak-acetilen ili dusikov(I) oksid-acetilen (N2O-acetilen). U
plamenu dolazi do isparavanja otapala, disocijacije spojeva i atomizacije analita.
Apsorpcija zra¢enja odvija se pri karakteristicnoj rezonantnoj valnoj duljini pojedinog
elementa. Ovu tehniku karakteriziraju jednostavna izvedba, stabilan rad i relativno niski
troSkovi, zbog Cega se Cesto primjenjuje za odredivanje metala prisutnih u viSim
koncentracijama u razli¢itim okoliSnim matricama. Nedostatci ukljucuju nizu osjetljivost i
vise GD u odnosu na GFAAS, budu¢i da je vrijeme zadrzavanja atoma u zoni apsorpcije

relativno kratko (Bings i sur., 2010; Skoog i sur., 2018; Welz i Sperling, 1998).

2. GFAAS — mali volumen uzorka pipetira se izravno u grafitnu cijev koja sluzi kao
atomizator. Elektri¢nim zagrijavanjem provodi se programirana sekvenca susenja, pirolize,
atomizacije 1 ¢iS¢enja. Tijekom suSenja uklanja se otapalo, dok se pirolizom uklanja dio
sastavnica matriksa koje bi mogle ometati mjerenje. U fazi atomizacije analit se prevodi u
slobodne atome te se mjeri apsorpcija karakteristiénog zraCenja. Zavr$na faza CiS¢enja
provodi se pri vrlo visokim temperaturama radi uklanjanja ostataka uzorka i reagensa sa
stijenki grafitne cijevi. Buduci da se atomizacija odvija u malom volumenu, a atomi se dulje
zadrzavaju u optickoj zoni, GFAAS omogucuje vecu osjetljivost i nize GD od FAAS-a.
Metoda je pogodna za analizu malih koli¢ina uzorka, no zahtijeva dulje vrijeme analize te
je osjetljivija na utjecaj matriksa, zbog Cega se Cesto primjenjuju matriks modifikatori

(Bings i sur., 2010; Skoog i sur., 2018; Welz i Sperling, 1998).
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3. DMA — sadrzaj Hg odreduje se metodom koja kombinira toplinsku razgradnju uzorka,

amalgamaciju i atomsku apsorpcijsku spektrometriju. Prethodna digestija uzorka nije
potrebna. Uzorak se unosi izravno u uredaj, gdje prolazi faze susenja i toplinske razgradnje
u struji kisika. Pri poviSenoj temperaturi Hg prelazi u plinovito stanje, nakon cega se pare
prenose do zlatnog amalgamatora, na kojem se selektivno zadrzavaju. Brzim zagrijavanjem
amalgamatora oslobodene pare Hg prenose se u opticku ¢eliju, gdje se mjeri apsorbancija
pri valnoj duljini od 253,7 nm. Ovu metodu karakteriziraju kratko vrijeme analize,
minimalna priprema uzorka i smanjen rizik od kontaminacije, uz visoku osjetljivost i niske
GD (Bussan i sur., 2015; US EPA, 2007).

3.4.2. Priprema laboratorijskog pribora

Kako bi se osigurala analiticka tocnost i smanjio rizik od kontaminacije tijekom odredivanja

metala, koriSten je laboratorijski pribor izraden od polietilena visoke gusto¢e (HDPE),

politetrafluoretilena (PTFE) 1 nehrdajuceg celika. Prije uporabe, teflonske posudice za mikrovalnu

digestiju o¢is¢ene su prema laboratorijskom protokolu:

posudice preko noéi ostavljene u otopini laboratorijskog deterdzent radi uklanjanja
povrsinskih oneciséenja;

potom su triput isprane deioniziranom vodom te ostavljene da se suSe na zraku najmanje
jedan sat;

dodatno cis¢enje provedeno je u zatvorenim PTFE posudicama primjenom otopine
pripremljene od 15 mL deionizirane vode i 5 mL koncentrirane dusi¢ne kiseline (HNOs,
pro analysis, p.a.). Zagrijavanje je provedeno u mikrovalnom sustavu prema programu
¢isc¢enja koji je ukljucivao Cetiri faze: zagrijavanje na 170 °C pri tlaku od 35 bar tijekom 10
min, zatim zagrijavanje na 200 °C pri tlaku od 35 bar tijekom 16 min, hladenje na 50 °C
pri tlaku od 25 bar tijekom 11 min te odrZzavanje temperature od 50 °C tijekom 2 min radi
postupnog izjednacavanja tlaka s atmosferskim tlakom;

po zavrSetku ciklusa ¢iS¢enja, posudice su triput isprane deioniziranom vodom 1 osusene.
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3.4.3. Priprema uzoraka

Priblizno 0,2 g liofiliziranog 1 homogeniziranog mekog tkiva dagnji podvrgnuto je razgradnji u
mikrovalnom sustavu koriStenjem mjeSavine 5 mL HNO3 (suprapur, s.p.) i 2 mL H2O». Program
zagrijavanja obuhvacao je viSe faza s postupnim poveéanjem temperature i tlaka radi razgradnje
organske matrice uzorka. U prvoj fazi temperatura je linearno povecavana do 150 °C tijekom 10
min pri tlaku od 30 bar i snazi od 50 %. U drugoj fazi temperatura je povec¢ana na 190 °C tijekom
5 min te odrZavana 15 min pri tlaku od 35 bar 1 snazi od 80 %. Nakon zavrSetka digestije sustav je
hladen pri 50 °C tijekom 10 min, ¢ime je omoguéeno sigurno smanjenje unutarnjeg tlaka i
stabilizacija uzorka prije otvaranja posudica. Nakon zavrSene mikrovalne digestije, uzorci su

razrijedeni deioniziranom vodom do kona¢nog volumena od 20 mL.

Za analizu sedimenta priblizno 0,1 g liofiliziranog i homogeniziranog uzorka sedimenta razgradeno
je umikrovalnom sustavu mjesavinom 4 mL HNO3 (s.p.), I mL HCl i 1 mL fluorovodi¢ne kiseline
(HF). Program mikrovalnog zagrijavanja za mineralizaciju anorganske matrice sedimenta
ukljucivao je dvije faze. Pocetni ciklus mikrovalne digestije silikatne matrice sedimenta ukljucivao
je zagrijavanje do 180 °C tijekom 10 min pri tlaku od 35 bar i snazi od 80 %, uz odrzavanje
navedene temperature tijekom dodatnih 10 min. Slijedilo je hladenje pri 50 °C tijekom 10 min i
tlaku od 25 bara. Po zavr$etku digestije i nakon potpunog hladenja posudica, uzorcima je dodano
6 mL zasi¢ene otopine borne kiseline (H3BO3) radi kompleksiranja zaostalih fluoridnih iona i
smanjenja njihova ometajuceg djelovanja u daljnjoj analizi. Nakon dodatka H3BOs uzorci su
ponovno zagrijani u mikrovalnom sustavu: temperatura je povec¢ana do 190 °C tijekom 10 min pri
tlaku od 35 bar i snazi od 80 %, a zatim odrzavana pri toj temperaturi tijekom dodatnih 10 min.
Nakon hladenja sadrzaj posudica razrijeden je deioniziranom vodom do kona¢nog volumena od 50

mL.

3.4.4. Materijali i kemikalije

Za analizu metala u uzorcima tkiva dagnji 1 sedimenta koriSteni su reagensi visoke cistoce.

Upotrijebljene su slijedece kemikalije i materijali:

e HNOs (> 68 %, stupanj Cistoce: PrimarPlus — za analize tragova; Fisher Chemical, SAD);

e  HNO3 (65 %, stupanj Cistoce: p.a.; LabExpert, KEFO d.o.o., Slovenija);
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e HCI (~ 37 %, stupanj Cistoce: PrimarPlus — za analize tragova; Fisher Chemical, SAD);

e HF (stupanj Cistoce: TraceMetal Grade — za analize metala u tragovima; Fisher Chemical,
SAD);

e H>02 (30— 32 %, stupanj Cisto¢e: PrimarPlus — za analize tragova; Fisher Chemical, SAD);

e H3BO3 (99,99 %, stupanj Cisto¢e: za metale u tragovima, Acros Organics, Thermo
Scientific, SAD);

e standardna otopina Cd, Cr, Cu, Pb, Zn, Fe, Mn, Ni, Hg (1000 ppm u dusi¢noj kiselini;
Fisher Chemical, SAD);

e deionizirana voda (Evoqua Water Technologies, SAD);

e argon (99,99 %) i acetilen (99,6 %);

e amonijev dihidrogenfosfat (NH4H2PO4) (100 g/L, 99,99 %; ROTI®Star, Carl Roth GmbH
+ Co. KG, Njemacka);

e paladijev nitrat (Pd(NO3)2) (10,0 + 0,2 g/L Pd u priblizno 16 % HNOs; Sigma-
Aldrich/Merck, Njemacka);

e magnezijev nitrat (Mg(NO3)2) (10,0 g/L £ 0,3 g/L Mg u priblizno 17 % HNOs; Sigma-
Aldrich Co., SAD);

o certificirani referentni materijali (CRM): NIST SRM 2976 (liofilizirano i homogenizirano
tkivo dagnje, National Institute of Standards and Technology, SAD) i IAEA-433
(liofilizirani i usitnjeni uzorak morskog sedimenta, International Atomic Energy Agency,
Monaco).

Instrumentalna i laboratorijska oprema:

« analiti¢ka vaga (PM 480; Mettler Toledo, Svicarska);

e Sustav za proc¢is¢avanje vode (Evoqua Water Technologies, SAD);

« sustav za mikrovalnu digestiju (Speedwave; Berghof, Njemacka);

e AAS s GFAAS i FAAS atomizatorom (PinAAcle 900T; PerkinElmer, SAD);

« DMA-80 evo (Milestone, Italija);

o volumetrijske tikvice i odmjerne posude;

e pipete volumena 100 pL — 1 mL, 0,5—-5 mL, 1 — 10 mL (Eppendorf, Njemacka);

o plasti¢ne posudice volumena 50 mL i rukavice.
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3.4.5. AAS uvjeti za analize metala

3.45.1. FAAS

Odredivanje masenih udjela Fe, Mn i Zn provedeno je FAAS metodom na njihovim
karakteristicnim rezonantnim apsorpcijskim linijama, uz primjenu sljedecih valnih duljina (A): Mn

—279,5nm, Zn—-213,9 nm i Fe — 248,3 nm.

Za stvaranje plamena koriStena je smjesa acetilena kao gorivoga plina i zraka kao oksidansa. Protok
acetilena iznosio je 2,0 L/min, dok je protok zraka iznosio 17,0 L/min. Korekcija pozadinske
apsorpcije provedena je Zeemanovom metodom, kojom se uklanja utjecaj apsorpcije i rasprsenja

svjetlosti koji ne potjecu od analiziranog elementa.

3.4.5.2. GFAAS

Odredivanje masenih udjela metala Pb, Cd, Ni, Cr i Cu provedeno je GFAAS metodom. Uzorci
volumena 20 pL automatski su uvedeni u grafitnu cijev pomocu automatskog uzorkivaca. Program
rada grafitne peci obuhvacao je faze susenja, pirolize, atomizacije i ¢i§€enja Uz primjenu argona
kao inertnog plina. Za svaki analizirani metal optimizirani su temperatura i trajanje pojedinih faza

programa grafitne peci:

e Pb,A=283,3nm
o suSenje: 110 °C, 30 s, protok plina 250 mL/min
o piroliza: 850 °C, 20 s, protok plina 250 mL/min
o atomizacija: 1600 °C, 5 s, bez protoka plina
o CiS¢enje: 2450 °C, 3 s, protok plina 250 mL/min
e Cd,A=228,8nm
o su$enje: 110 °C, 30 s, protok plina 250 mL/min
o piroliza: 500 °C, 20 s, protok plina 250 mL/min
o atomizacija: 1500 °C, 5's, bez protoka plina
o CiS¢enje: 2450 °C, 3 s, protok plina 250 mL/min
e Ni,A=232,0nm
o susenje: 110 °C, 30 s, protok plina 250 mL/min
o piroliza: 1100 °C, 20 s, protok plina 250 mL/min
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o atomizacija: 2300 °C, 5's, bez protoka plina

o CiS¢enje: 2450 °C, 3 s, protok plina 250 mL/min
e Cr,A=357,9 nm

o suSenje: 110 °C, 30 s, protok plina 250 mL/min

o piroliza: 1500 °C, 20 s, protok plina 250 mL/min

o atomizacija: 2300 °C, 5 s, bez protoka plina

o CiS¢enje: 2450 °C, 3 s, protok plina 250 mL/min
e Cu,A=3248nm

o suSenje: 110 °C, 30 s, protok plina 250 mL/min

o piroliza: 1200 °C, 20 s, protok plina 250 mL/min

o atomizacija: 2000 °C, 5 s, bez protoka plina

o CiS¢enje: 2450 °C, 3 s, protok plina 250 mL/min

Za odredivanje Cd primijenjen je matriks modifikator Pd + Mg(NO3)2, dok je za Pb koriSten
modifikator NHsH2PO4 + Mg(NOz3).. Modifikator Pd + Mg(NO3)2 pripremljen je razrjedivanjem
1,0 mL standardne otopine Pd (10 g/L) i 0,10 mL standardne otopine Mg (10 g/L) deioniziranom
vodom do kona¢nog volumena od 10 mL. Modifikator NH4sH2PO4 + Mg(NOz3). pripremljen je
razrjedivanjem 1,0 mL otopine NH4H2PO4 (100 g/L) i 0,10 mL standardne otopine Mg (10 g/L)
deioniziranom vodom do kona¢nog volumena od 10 mL. Primjenom matriks-modifikatora smanjen
je utjecaj matriksa, poboljSana je stabilnost analita tijekom faze pirolize te su povecane tocnost i

ponovljivost odredivanja.

3.453. DMA

Ukupni maseni udio Hg u uzorcima sedimenta i mekog tkiva Skoljkasa odreden je pomocu uredaja
DMA-80, koji omoguéuje izravno odredivanje ukupne Hg bez prethodne kemijske razgradnje
uzorka. Uzorci su izvagani u kvarcne posudice (= 0,3 g za uzorke $koljkasa te ~ 0,1 g za uzorke
sedimenta), nakon Cega su podvrgnuti ciklusima zagrijavanja i analize. Postupak analize traje

priblizno 7 min po uzorku, a obuhvacao je sljedece faze:

e Susenje — provedeno tijekom 90 s uz zagrijavanje do 200 °C, ¢ime je uklonjena vlaga iz

uzorka.

82



e Toplinska razgradnja — temperatura je tijekom 120 s povecana do 650 °C, nakon Cega je
odrzavana na 650 °C tijekom dodatnih 90 s radi razgradnje matrice uzorka i oslobadanja
Hg.

e Kataliticka oksidacija — plinoviti produkti toplinske razgradnje prenoseni su strujom kisika
kroz katalizator zagrijan na 565 °C, pri ¢emu je dovrSena oksidacija i smanjen utjecaj
interferirajucih spojeva.

e ProciS¢avanje sustava — provedeno tijekom 60 s radi uklanjanja zaostalih plinova i
produkata razgradnje iz sustava.

e Amalgamacija i detekcija — Hg pare prenosene su strujom kisika visoke ¢istoce pri protoku
od 120 mL/min do zlatnog amalgamatora, na kojem je Hg selektivno zadrzan. Nakon
amalgamacije, amalgamator je zagrijan na 900 °C tijekom 12 s, pri ¢emu su oslobodene
pare Hg prenesene u opticku ¢eliju i kvantificirane mjerenjem apsorbancije pri valnoj

duljini od 253,7 nm.
3.4.6. Validacija analitickog postupka

Kako bi se osigurale to¢nost, preciznost i pouzdanost odredivanja metala u uzorcima mekog tkiva
Skoljkasa i povrSinskog sedimenta, provedena je validacija analitickog postupka unutar laboratorija
uporabom odgovaraju¢ih CRM-ova. Validacija je ukljucivala usporedbu izmjerenih i certificiranih
vrijednosti te procjenu iskoriStenja, relativne standardne devijacije (RSD), GD i granice
kvantifikacije (GK). Preciznost metode atomske apsorpcijske spektrometrije procijenjena je
odredivanjem ponovljivosti mjerenja prema AOAC smjernicama. Prema navedenim smjernicama,
u biolo§kim matricama prihvatljivima se smatraju RSD vrijednosti do 15 %, dok se pri odredivanju
analita u vrlo niskim koncentracijama, blizu GD, toleriraju i vrijednosti do 30 %. Dobivene

vrijednosti RSD za sve analizirane metale bile su unutar granica prihvatljivosti.

Istinitost metode procijenjena je usporedbom izmjerenih i certificiranih vrijednosti u CRM-ovima.
Dobivena iskoristenja iznosila su izmedu 90 % 1 110 %. Utjecaj mogucih interferencija smanjen je
primjenom karakteristicnih valnih duljina za svaki analizirani metal, odgovaraju¢e korekcije
pozadinske apsorpcije te prema potrebi, matriks-modifikatora. Linearnost kalibracijskih pravaca
potvrdena je za sve analizirane metale unutar definiranoga radnog podrucja. Koeficijenti

determinacije (R?) iznosili su R? > 0,99. Osjetljivost metode potvrdena je niskim vrijednostima GD
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i GK. Dobivene vrijednosti GD i GK za $koljkase, izrazene u mg/kg suhe mase, iznosile su: Cu
0,03i0,11; Cr 0,03 0,09; Pb 0,01 0,03; Zn 0,881 2,93; Mn 1,181 3,93; Fe 3,36 i 11,2; Cd 0,01 i
0,031 Ni 0,022 i 0,07. Vrijednosti GD i GK za sediment, izrazene u mg/kg suhe mase, iznosile su:
Cd0,01i0,03; Ni0,15i0,50; Cu0,10i0,32; Cr0,391i 1,29; Fe 13 44; Pb 0,131 0,43; Mn 3,21 i
10,68 te Zn 2,241 7,47.

3.4.7. Kalibracija i kvantifikacija

Kvantitativno odredivanje metala u uzorcima provedeno je metodom vanjske kalibracije.
Kalibracijske otopine pripremljene su serijskim razrjedivanjem temeljnih standardnih otopina
metala koncentracije 1000 mg/L. Za svaki metal konstruiran je kalibracijski pravac s cetiri
kalibracijske tocke, pri ¢emu su kalibracijski rasponi definirani zasebno za uzorke Skoljkasa i
uzorke sedimenta. Za uzorke $koljkasa kalibracijski rasponi iznosili su: Cd 1 —4 pg/L; Pb 10 — 40
pg/L; Cr 10 — 40 pg/L; Ni 20— 80 pg/L; Cu 20 — 80 pg/L; Zn 0,50 — 2 mg/L; Mn 0,30 — 1,20 mg/L;
Fe 3 - 12 mg/L. Za uzorke sedimenta kalibracijski rasponi iznosili su: Cd 0,50 — 2 ug/L; Pb 20 —
80 pug/L; Cr 10 — 40 pg/L; Ni 20 — 80 pg/L; Cu 20 — 80 pg/L; Zn 0,20 - 0,80 mg/L; Mn 0,40 — 1,60
mg/L; Fe 3— 12 mg/L.

Slijepa proba pripremljena je i analizirana radi utvrdivanja moguceg doprinosa reagensa i postupka
pripreme uzorka izmjerenom signalu. Dobivene vrijednosti uzete su u obzir pri izraCunu
koncentracija metala u uzorcima. Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbancije standardnih
otopina za svaki je metal konstruiran kalibracijski pravac primjenom linearnoga regresijskog
modela. Koncentracije metala u analiziranim uzorcima odredene su interpolacijom iz

kalibracijskog pravca.

Maseni udio metala u uzorku izracunat je prema sljedecoj jednadzbi:

Yo*V*R

Yu = —— (5)

my
gdje su:

e yu— maseni udio metala u uzorku (mg/kg);

e Yo —koncentracija metala u otopini nakon digestije (mg/L);
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e V —konac¢ni volumen otopine nakon digestije (L);
e R —razrjedenje prije analize (bezdimenzionalno);

e My— masa uzorka koriStena za analizu (kg suhe mase).

3.4.8. Iskazivanje rezultata

Rezultati analize metala u uzorcima sedimenta i §koljkasa prikazani su kao maseni udjeli izraZzene

u mg/kg suhe mase.

3.5.  Odredivanje masenih udjela hidrofilnih i lipofilnih biotoksina u skoljkasima

Odredivanje masenih udjela biotoksina u tkivu dagnji obuhvaca kvantitativnu analizu hidrofilnih i
lipofilnih biotoksina te ASP toksina. Hidrofilni toksini odredeni su metodom UHPLC-FLD, dok
su lipofilni i ASP toksini kvantificirani metodom LC-MS/MS. Za kvalitativno odredivanje analoga

cikli¢kih imina primijenjena je metoda HRMS.

3.5.1. Princip rada UHPLC

Metoda UHPLC predstavlja tehnoloski napredak klasiécne HPLC metode, kojom se omogucuje
bolje razdvajanje analita i krace vrijeme analize. Osnovna znacajka UHPLC-a je primjena
kromatografskih kolona punjenih Cesticama stacionarne faze vrlo malog promjera (najcesce < 2
pm). Smanjenjem veli€ine Cestica smanjuje se udaljenost koju molekule analita moraju prijeci
izmedu mobilne i stacionarne faze, Cime se poboljSava separacija, smanjuje Sirenje
kromatografskih pikova i povecava broj teorijskih tavana (N) (slika 40) (De Vos i sur., 2021). Uzi
kromatografski pikovi pridonose povecanju osjetljivosti jer se pri istoj injektiranoj koli¢ini analita
postize visi omjer signal/Sum, $to olaksava pouzdanu identifikaciju i kvantifikaciju ciljanih spojeva
(De Vos i sur., 2021). Smanjenje promjera Cestica povecava hidraulicki otpor protoku mobilne faze
te dovodi do porasta tlaka (AP) zbog ¢ega je za UHPLC analize nuZna instrumentacija prilagodena

radu pri povisenim tlakovima (slika 40).
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Slika 40. Kolone punjene ¢esticama promjera manjeg od 2 um — uc¢inak smanjenja promjera cestica

stacionarne faze (5 pm — < 2 pm) na razdvajanje analita i vrijeme analize.

Sustavi UHPLC omogucuju rad pri tlakovima od 600 do 1300 bar, ovisno o konstrukciji
instrumenta, dok HPLC sustavi uglavnom rade pri tlakovima do priblizno 400 bar (De Vos i sur.,
2021). Dodatna prednost UHPLC-a je moguc¢nost primjene manjih volumena injektiranja uzorka.
Primjena prevelikog volumena moZe dovesti do Sirenja kromatografskih pikova i smanjenja
razluc€ivosti, osobito pri analizi sloZenih uzoraka 1 odredivanju analita prisutnih u niskim
koncentracijama (De Vos 1 sur., 2021). Na Sirinu kromatografskih pikova ne utjeCu samo procesi
unutar kolone nego i dijelovi kromatografskog sustava kroz koje uzorak prolazi prije ulaska u
kolonu i nakon izlaska iz nje. Dodatno Sirenje kromatografskog pika moze nastati u injekcijskom
sustavu, spojnim kapilarama, ventilima, spojevima i detektorskoj ¢eliji zbog difuzije i disperzije
analita te prisutnosti mrtvih volumena, §to smanjuje u¢inkovitost razdvajanja analita (Slika 41.) (De

Vos i sur., 2021).
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Slika 41. Sirenje kromatografskog pika izvan kolone — doprinos injektora, spojnih kapilara i
detektora ukupnom Sirenju pika. Na slici o oznacava standardnu devijaciju, 0dnosno mjeru Sirine
pika), a 62 varijancu (kvadrat Sirine pika). Ukupna varijanca pika (c?uk) predstavlja zbroj varijance
nastale u koloni (c%kol) i varijance nastale izvan kolone (c%izvan kol): c?uk = 6%kol + c%izvan kol.
Sirenje pika prikazano je kao zbroj doprinosa varijanci injektora (c? inj), detektora (c?_det) i
spojnih kapilara (c?_Kapilare): o tot = o® inj + ¢° det + o® kapilare. Crna krivulja prikazuje
ukupni kromatografski pik (c_ukupno), dok crvena krivulja prikazuje doprinos kolone Sirenju pika

(c_kol).

3.5.2. Hidrofilni toksini (PSP skupina)

Za odredivanje masenih udjela hidrofilnih toksina iz PSP skupine primijenjena je UHPLC metoda
s fluorescencijskom detekcijom (FLD) uz predkolonsku oksidaciju. Analiticki postupak temeljen
je na metodi AOAC Official Method 2005.06 i pripadaju¢em protokolu Referentnog laboratorija
Europske unije za morske biotoksine (EU Reference Laboratory for Monitoring of Marine
Biotoxins, 2020; AOAC International, 2019). Toksini PSP skupine izrazito su polarni i dobro
topljivi u vodi te razrijedenim kiselinama. U metodi s predkolonskom oksidacijom kromatografski
se ne razdvajaju samo izvorni PSP analozi, nego njihovi oksidacijski produkti. Razdvajanje se

provodi kromatografijom obrnute faze.
3.5.2.1. Priprema uzoraka

U polipropilensku epruvetu volumena 50 mL odvagano je 5,00 £ 0,02 g homogeniziranog mekog

tkiva Skoljkasa, nakon ¢ega je dodano 3 mL 1 %-tne otopine octene kiseline. Smjesa je
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homogenizirana vrtloznim mijeSanjem tijekom 2 min pri najvisoj brzini, a zatim inkubirana 5 min
u vodenoj kupelji na 100 °C te ohladena na sobnu temperaturu. Nakon hladenja smjesa je ponovno
homogenizirana vrtloznim mijeSanjem tijekom 2 min i centrifugirana 10 min. Supernatant je
dekantiran u epruvetu volumena 15 mL. Zaostali talog ponovno je ekstrahiran dodatkom 3 mL 1
%-tne otopine octene kiseline. Smjesa je ponovno homogenizirana vrtloznim mijeSanjem i
centrifugirana. Dobiveni supernatant spojen je s prvim ekstraktom, a otopina je razrijedena
deioniziranom vodom do kona¢nog volumena od 10 mL. Radi provjere prirodne fluorescencije
matriksa analiziran je i kontrolni ekstrakt bez oksidacije. Kako bi se zadrzao jednak konac¢ni
volumen reakcijske smjese, reagensi koji sudjeluju u oksidacijskoj reakciji zamijenjeni su
odgovaraju¢im volumenom deionizirane vode. U kontroli za peroksidnu oksidaciju dodano je 295
uL deionizirane vode, dok je u kontroli za perjodatnu oksidaciju dodano 505 pL deionizirane vode.
Prije injektiranja u UHPLC-FLD sustav svi su ekstrakti filtrirani kroz najlonski membranski filtar

poroznosti 0,22 um te preneseni u kromatografske vialice.

3.5.2.2. Materijali i kemikalije

Za analizu biotoksina koristene su isklju¢ivo kemikalije visoke ¢istoce. Upotrijebljene kemikalije

ukljucuju:

e deionizirana voda (Evoqua Water Technologies, SAD);

e ACN, HPLC stupnja ¢istoce (J.T. Baker, SAD);

e MeOH, HPLC stupnja ¢istoce (J.T. Baker, SAD);

¢ glacijalna octena kiselina (J.T. Baker, SAD);

e amonij acetat (0,01 M) (Fisher Chemical, SAD);

e amonij formijat (0,10 M i 0,30 M) (Honeywell, Njemacka);
e natrij hidrogen fosfat (0,30 M) (Fluka Analytical, Svicarska);
e dinatrij hidrogen fosfat (0,30 M) (Thermo Scientific, SAD);
e H>02 (10 % vodena otopina (aq)) (Supelco, SAD);

e natrij klorid (0,05 M i 0,30 M) (Fisher Chemical, SAD);

e natrij hidroksid (NaOH - 0,20 M i 1,00 M aq) (T.T.T., Hrvatska);
e perjodna kiselina (0,03 M) (Carlo Erba, Italija);
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¢ kolonice za pro¢iS¢avanje na krutoj fazi, SPE C18 i SPE-COOH (CBA) (Bond Elut, Agilent
Technologies, SAD).

Za potrebe kvantifikacije koristeni su pojedinacni certificirani referentni standardi (STX, deSTX,
NEO, dcNEO, GTX1,4, GTX2,3, dcGTX2,3, GTX5, C1,2), nabavljeni od Instituta za morske
bioznanosti Nacionalnog istrazivackog vije¢a (NRC), Halifax, Nova Scotia, Kanada, te iz

laboratorija CIFGA S.A., Lugo, Spanjolska.
Instrumentalna i laboratorijska oprema obuhvacala je:

e 1290 Infinity Il UHPLC sustav s FLD-om (Agilent Technologies, SAD);

« analiti¢ku vagu (PM 480; Mettler Toledo, Svicarska);

e homogenizator (Waring, SAD);

o centrifugu (Rotina 420R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Njemacka);

e vodenu kupelj (Memmert, Njemacka);

o vrtloznu mijesalicu (SA8; Stuart, Ujedinjeno Kraljevstvo);

e pipete volumena 100 pL — 1 mL, 0,50 -5 mL, 1 — 10 mL (Eppendorf, Njemacka);
« pH-metar (Metrohm, Svicarska);

o aparatura za vakum ekstrakciju na krutoj fazi (LabPort, Njemacka);

« volumetrijske tikvice i odmjerne posude;

o plasti¢ne posudice volumena 50 mL i jednokratne rukavice.

3.5.2.3. Uvjeti rada UHPLC metode

Za analizu toksina iz PSP skupine koristena je kolona Supelcosil LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 um;
Supelco, SAD) pri temperaturi 30 °C. Kromatografsko razdvajanje provedeno je u skladu s
postupkom HPLC-FLD metode s predkolonskom oksidacijom (EU Reference Laboratory for
Monitoring of Marine Biotoxins, 2020; AOAC Official Method 2005.06 — Standard Operating
Procedure, 2019), uz primjenu puferirane mobilne faze na bazi amonijeva formijata. Mobilna faza
sastojala se od 0,10 M amonijevog formijata (pH 6 podesen 0,10 M octenom kiselinom) te 0,10 M
amonijevog formijata u 5 % ACN-u (pH 6 podesen 0,10 M octenom kiselinom). Analize su
provedene pri protoku 1,50 mL/min u gradijentnom nacinu eluiranja: 0 —5min0-5% B; 5-9
min 5—70 % B; 9— 11 min povratak na 5 % B; 11 — 12,50 min 0 % B; 12,50 — 15 min odrzavanje
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na 0 % B. Ukupno trajanje metode iznosilo je 15 min. Detekcija je provedena FLD-om pri valnim
duljinama pobude i emisije A_ex = 340 nm i A_em = 390 nm. Volumen injektiranja iznosio je 40

ML za uzorke nakon perjodne i peroksidne oksidacije.

3.5.2.4. Validacija analitickog postupka

Preciznost metode za odredivanje biotoksina iz PSP skupine (STX, NEO, dcSTX, GTX1.4,
GTX2,3,dcGTX2,3, GTX5, C1,2, dcNEO) procijenjena je na temelju ponovljivosti i obnovljivosti.
Dobivene RSD vrijednosti za sve analizirane toksine bile su nize od 15 %, ¢ime su zadovoljeni
unaprijed definirani kriteriji prihvatljivosti. Istinitost metode procijenjena je usporedbom
izmjerenih vrijednosti s certificiranim vrijednostima CRM-ova te s dodijeljenim vrijednostima
uzoraka analiziranih u sklopu medulaboratorijskih ispitivanja sposobnosti (engl. proficiency test,
PT). Dobivena iskoristenja analiziranih toksina iznosila su izmedu 80 % i 120 % te su bila unutar
utvrdenih granica prihvatljivosti. Linearnost kalibracijskih pravaca potvrdena je za sve analizirane

toksine u ispitivanom koncentracijskom podruéju (R? > 0,98).

Za PSP toksine vrijednosti GD i GK iznosile su: dcGTX2,3 — GD 1,06 pg/kg i GK 12,86 pg/kg;
dcSTX — GD 1,91 pg/kg i GK 6,08 pg/kg; GTX2,3 — GD 2,14 pg/kg i GK 6,83 pg/kg; GTX5 —
GD 0,39 pg/kg i GK 1,24 pg/kg; STX — GD 1,07 pg/kg i GK 3,41 pg/kg; C1,2 — GD 4,22 pg/kg i
GK 13,42 pg/kg; GTX1,4 - GD 6,81 pg/kg i GK 21,69 ug/kg; NEO — GD 1,78 pg/kg i GK 11,31
pg/kg te dcNEO — GD 2,09 pg/kg i GK 6,65 pg/kg.

3.5.2.5. Kalibracija i kvantifikacija

Kvantifikacija PSP toksina provedena je metodom vanjske kalibracije, pri ¢emu su koriStene
certificirane standardne otopine. Radne standardne otopine pripravljene su serijskim
razrjedivanjem odgovaraju¢ih osnovnih standardnih otopina deioniziranom vodom. Kalibracijsko
podrugje obuhvacalo je koncentracije od 0,01 do 0,60 pg/mL za C1,2; od 0,01 do 0,50 pg/mL za
dcGTX2,31 GTX5; od 0,03 do 0,80 pug/mL za dcNEO; od 0,01 do 0,20 pug/mL za dcSTX; od 0,02
do 0,60 pg/mL za GTX1,4; od 0,01 do 0,30 pg/mL za GTX2,3; od 0,002 do 0,90 pug/mL za NEO
te od 0,01 do 0,30 pg/mL za STX. Za svaki toksin izraden je kalibracijski pravac na temelju Sest

kalibracijskih tocaka unutar navedenog radnog raspona.

Maseni udio (w) pojedinog toksina u ekstraktu izracunat je prema jednadzbi:
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w (toksina) = b, % * D (6)

a

gdje je y povrsina kromatografskog pika, b odsjecak na y 0s, a nagib kalibracijskog pravca, Vr
ukupni volumen ekstrakta, m masa uzorka, a D faktor razrjedenja (ukoliko je ekstrakt bio

razrijeden).

3.5.2.6. Iskazivanje rezultata

Rezultati kvantifikacije toksina iz PSP skupine iskazani su kao pg STX-2HCI ekvivalenata/kg
mokre mase tkiva Skoljkasa. Maseni udio pojedinog toksina, izraZzen kao ekvivalent STX-2HCI,
izracunan je uzimajuci u obzir koncentraciju toksina u ekstraktu, ukupni volumen ekstrakta, masu

analiziranog uzorka, faktor razrjedenja, faktor ekvivalentne toksi¢nosti i molarnu masu STX-2HCI:

_ (ci*Vy*D*TEF M, (STX-2HCL)

w;i (7)

m

gdje su:

wi — maseni udio pojedinog toksina izrazen kao pg STX-2HCI ekvivalenata/kg mokre mase;
Ci — koncentracija pojedinog toksina u ekstraktu (umol/L);

V' — ukupni volumen ekstrakta (L);

D — faktor razrjedenja ekstrakta;

TEF; — faktor ekvivalentne toksi¢nosti pojedinog toksina,

Mr (STX-2HCI) — molarna masa STX-2HCI (372,20 pg/pumol);

m — masa analiziranog uzorka (kg mokre mase).

Ukupna toksi¢nost toksina iz PSP skupine izracunana je zbrajanjem masenih udjela pojedinacnih

toksina izrazenih kao ekvivalenti STX-2HCI:

LPSP (pg STX - 2HCI ekvivalenata/kg) = X (w;) 8)

gdje je C; maseni udio pojedinog analoga (ng/kg), a TEF; faktor ekvivalentne toksi¢nosti.
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Vrijednosti TEF (tablica 4) preuzete su iz znanstvenog misljenja Europske agencije za sigurnost
hrane (EFSA, 2009). Budué¢i da epimerni parovi GTX1,4, GTX2,3, dcGTX2,3 i C1,2 nakon
oksidacije daju iste produkte i odreduju se zajedno, za izracun ukupne toksi¢nosti primijenjen je

vis$i TEF pojedinog epimera unutar para.

Tablica 4. Vrijednosti TEF za glavne analoge PSP toksina.

Skupina biotoksina Toksin TEF
STX 1,0
NEO 1,0
deSTX 1,0
dcNEO 0,4

STX GTX1,4 1,0
GTX2,3 0,6
dcGTX2,3 0,4
GTX5 0,1
C1,2 0,1

3.5.3. Lipofilni biotoksini i ASP skupina

Analiza lipofilnih morskih biotoksina u jestivom mekom tkivu dagnji provedena je validiranom
UHPLC-MS/MS metodom, utemeljenom na sluZbenom protokolu EU-a za odredivanje lipofilnih
morskih biotoksina u $koljkasima (EU-Harmonised SOP for Determination of Lipophilic Marine
Biotoxins in Molluscs by LC-MS/MS, 2015). Domoi¢na kiselina, koja pripada skupini ASP
toksina, takoder je odredena validiranom UHPLC-MS/MS metodom. Za naprednu karakterizaciju

i otkrivanje potencijalno novih analoga cikli¢kih imina primijenjena je metoda UHPLC-QTOF.
3.5.3.1. Princip rada UHPLC-MS/MS i UHPLC-QTOF

Spektrometrija masa analiti¢ka je metoda koja omogucuje detekciju, identifikaciju i1 kvantifikaciju
Sirokog spektra spojeva na temelju razdvajanja iona u plinskoj fazi prema omjeru mase i naboja
(m/z). Dobiveni maseni spektar prikazuje raspodjelu iona prema njihovim m/z omjerima i
intenzitetu signala, ¢ime se dobivaju informacije o molekulskoj masi, fragmentaciji i relativnoj

zastupljenosti iona. Uredaji visoke rezolucije omogucuju vrlo precizno odredivanje mase iona uz
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masenu tocnost reda nekoliko ppm, §to omogucuje odredivanje elementarnog sastava i razlikovanje
spojeva s vrlo sli¢cnim nominalnim masama (De Hoffmann i Stroobant, 2007; Gross, 2017). Zbog
toga su HRMS sustavi prikladni za karakterizaciju nepoznatih ili novih analoga. Dodatna prednost
ovih sustava je moguénost provedbe neciljane analize, koja omogucuje naknadno pretrazivanje ve¢
prikupljenih podataka u slu¢aju pojave novih analoga od interesa (Garcia-Juan i sur., 2025; Otero
I Silva, 2022; Zendong i sur., 2015).

U analizi morskih biotoksina analiti se razdvajaju na UHPLC koloni, a zatim se uvode u maseni
spektrometar. U metodama UHPLC-MS/MS i UHPLC-QTOF ionizacija se provodi
elektrorasprsenjem (ESI) pri atmosferskom tlaku u pozitivnom ili negativnom nacinu rada, ovisno
0 kemijskim svojstvima analita (HolCapek i sur., 2012; Niessen, 2006;). Tijekom ESI ionizacije
otopina uzorka dovodi se u kapilaru, pri ¢emu se na vrhu rasprsivaca u prisutnosti elektri¢nog polja
I strujanja dusSika formira aerosol nabijenih kapljica. Nastale kapljice prolaze kroz zonu
desolvatacije, a ioni se dalje prenose kroz ulazni konus i zagrijanu kapilaru iz podrucja

atmosferskog tlaka prema podruc¢ju vakuuma masenog spektrometra (slika 42).

| .
lonizacijska zona/atmosferski tlak | Maseni Spektr ometar,

I visoki vakuum

|
:
|

Analit u N> (g) : Analitu

otopini : plinskoj fazi
|
I
|

N2 (g) |
|
: Zagrijana kapilara
Kapilara | (100—300°C)

Nabijene ESI kapljice (aerosol)
v

Konus

Slika 42. Shematski prikaz ESI izvora ionizacije pri atmosferskom tlaku. Preuzeto i prilagodeno

prema Banerjee i Mazumdar (2012).

Nastanak iona odvija se postupnim smanjenjem volumena kapljica zbog isparavanja otapala, pri

¢emu se povecava gusto¢a naboja do Rayleighove granice. Nakon toga dolazi do Coulombove
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fisije i stvaranja manjih sekundarnih kapljica. Ponavljanjem navedenih procesa u zavrsnoj fazi

nastaju ioni koji ne sadrze molekule otapala (slika 43).

Molekula analita Isparavanje Coulombova Analit bez
otapala fisija otapala
Kapilara +
Lo +(O)+
+ 4 + G- +
L— +— +(O+ ——> ..
T + 1 +
o2
Nabijena kapljica T Nabijene kapljice
v
e o 5
Nabijena kapljica na
Konus Rayleigh granici

Izvor napajanja
+ve pajany —-ve

Slika 43. Mehanizam stvaranja iona ESI ionizacijom. Preuzeto i prilagodeno prema Banerjee i
Mazumdar (2012).

Sustav UHPLC-MS/MS temelji se na tandemskoj analizi masa pomocu trostrukog kvadrupola
(QQQ). U prvom kvadrupolu selektira se prekursor ion, u kolizijskoj ¢eliji dolazi do njegove
fragmentacije, a tre¢i kvadrupol detektira odabrane produkt ione. Kvantifikacija se provodi u
nainu pracenja viSestrukih reakcija (engl. multiple reaction monitoring, MRM), kojim se
selektivno prate prijelazi odabranih prekursor i produkt iona (D’Amore i sur., 2022; Hol¢apek i
sur., 2012). Za razliku od QQQ pristupa usmjerenog na ciljanu kvantifikaciju, UHPLC-QTOF
kombinira kvadrupol s TOF analizatorom, pri ¢emu se m/z omjeri odreduju na temelju vremena

leta iona.

3.5.3.2. Priprema uzoraka

Ekstrakcija lipofilnih morskih biotoksina i DK provedena je iz 2,00 + 0,05 g mokrog, prethodno
homogeniziranog mekog tkiva dagnji. Homogenat je prenesen u epruvete volumena 50 mL te je
dodano 9 mL MeOH-a. Uzorci su homogenizirani vrtloznim mijeSanjem tijekom 2 min pri najvecoj
brzini, a zatim centrifugirani 10 min pri 4500 okretaja u minuti (0./min.). Dobiveni supernatant
dekantiran je u novu epruvetu, dok je preostali talog ponovno ekstrahiran s dodatnih 9 mL MeOH-
a uz iste uvjete homogenizacije i centrifugiranja. Nakon spajanja supernatanata volumen ekstrakta
podesen je na 20 mL dodatkom MeOH-a. Prije injektiranja u LC-MS/MS i UHPLC-QTOF sustav
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ekstrakti su filtrirani kroz najlonski membranski filter poroznosti 0,22 um u kromatografske

vialice.

Za odredivanje ukupnog masenog udjela toksina OA/DTX skupine dio osnovnog metanolskog
ekstrakta podvrgnut je alkalnoj hidrolizi. U tu svrhu 2,50 mL ekstrakta preneseno je u epruvete
volumena 15 mL te je dodano 313 pL otopine NaOH koncentracije 2,50 mol/L. Nakon kratkog
vrtloZznog mijeSanja uzorci su inkubirani u vodenoj kupelji pri 76 °C tijekom 40 min. Nakon
hladenja na sobnu temperaturu uzorci su neutralizirani dodatkom 313 pL otopine HCI
koncentracije 2,50 mol/L, ponovno homogenizirani te filtrirani kroz najlonski membranski filter
veli¢ine pora 0,22 pm. Alkalnom hidrolizom acilirani esteri OA, DTX1 i DTX2 prevode se u
slobodne oblike, ¢ime se omogucuje odredivanje ukupnog sadrzaja toksina OA/DTX skupine u

uzorku.

3.5.3.3. Materijali i kemikalije

Za analizu lipofilnih biotoksina koristene su isklju¢ivo kemikalije visoke ¢istoc¢e. Upotrijebljene

kemikalije su:

« deionizirana voda (Evoqua Water Technologies, SAD);

e ACN, LC-MS stupanj ¢isto¢e (J.T. Baker, SAD);

e MeOH, LC-MS stupanj ¢istoce (J.T. Baker, SAD);

e HCI (37 % — 38 %) (J.T. Baker, SAD);

e NaOH (Merck Milipore, Njemacka);

 otopina amonijaka, LC-MS stupanj ¢isto¢e (Honeywell, Njemacka);

e pojedinacne certificirane referentne standarde (NRC, Institute for Marine Biosciences,
Halifax, Nova Scotia, Kanada);

 certificirani referentni materijal CRM-FDMT1 (NRC, Institute for Marine Biosciences,

Halifax, Nova Scotia, Kanada).
Instrumentalna i laboratorijska oprema:
« analiticka vaga (PM 480; Mettler Toledo, Svicarska);

e homogenizator (Waring, SAD);
« centrifuga (Rotina 420R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Njemacka);
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e vodena kupelj (Memmert, Njemacka);

o vrtlozna mijesalica (SA8; Stuart, Ujedinjeno Kraljevstvo);

e pipete volumena 100 pL — 1 mL, 0,50 — 5 mL, 1 — 10 mL (Eppendorf, Njemacka);

o volumetrijske tikvice i odmjerne posude;

e epruvete volumena 50 mL te jednokratne rukavice;

e UHPLC sustav (ACQUITY UPLC H-Class; Waters, SAD) spregnut s trostrukim
kvadrupolom (Xevo TQ-XS; Waters, SAD), opremljenim ESI izvorom;

e UHPLC sustav (ExionLC AD; SCIEX, SAD) spregnut s masenim spektrometrom visoke
rezolucije (TripleTOF 6600+; SCIEX, SAD).

3.5.3.4. Uvjeti rada LC-MS/MS metode

Odvajanje lipofilnih biotoksina i DK provedeno je na instrumentu Xevo TQ-XS (Waters, SAD)
spregnutom s UHPLC sustavom ACQUITY UPLC I-Class (Waters, SAD). Kromatografsko
odvajanje izvedeno je na koloni ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm; 1,7 um). Za
odvajanje lipofilnih biotoksina mobilna faza A sadrzavala je vodu s dodatkom 17,65 mM amonij
hidroksida, dok je mobilna faza B sadrzavala 90 % ACN i 10 % vode, uz isti dodatak amonij
hidroksida. Primijenjen je linearni gradijent eluiranja: 0 min 99 % A —1 % B; 1,50 min 99 % A —
1%B;450min5%A-95%B;6min5%A-95%B; 6,50 min99 % A -1 % B; 8 min 99 %
A —1 % B. Protok mobilne faze je 0,60 mL/min, volumen injektiranja 1 puL, a temperatura kolone

odrzavana je na 40 °C.

Za odvajanje DK mobilna faza A sadrzavala je vodu s dodatkom 0,10 % mravlje kiseline, dok je
mobilna faza B sadrzavala ACN s dodatkom 0,10 % mravlje kiseline. Primijenjen je linearni
gradijent eluiranja: 0 min, 99 % A -1 % B; 0,50 min, 99 % A -1 % B; 7 min, 5% A — 95 % B;
7,50 min, 5% A — 95 % B; 8 min, 99 % A — 1 % B; 8,50 min, 99 % A — 1 % B. Protok mobilne

faze iznosio je 0,60 mL/min.

MS/MS uvjeti

Prije analize uzoraka optimizirani su parametri masene spektrometrije primjenom pojedinacnih
certificiranih referentnih standarda biotoksina, radi postizanja optimalne osjetljivosti i

selektivnosti. Za svaki analit odabrani su prekursor ion, pripadajuci produkt ioni, energija kolizije
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te kromatografsko vrijeme zadrzavanja analita. Za analite za koje pojedinacni referentni standardi
nisu bili raspolozivi (PTX1 i1 45-OH-homo-YTX) identifikacija je provedena na temelju
ocekivanoga relativnog vremena zadrzavanja (RRT) u odnosu na referentni standard odgovarajuce
skupine toksina. Prihvatljivo odstupanje RRT-a iznosilo je + 2,5 %. Koncentracije navedenih
analita odredene su primjenom kalibracijskih krivulja strukturno srodnih toksina. Toksin PTX1
kvantificiran je prema kalibracijskoj krivulji za PTX2, dok je 45-OH-homo-YTX kvantificirani

prema Kalibracijskoj krivulji za YTX, uz pretpostavku jednakoga molarnog odziva.

lonizacija toksina OA i YTX skupine provedena je u negativnom nacinu rada, ESI-, dok je za
toksine SPX, GYM, PTX i AZA skupine te za DK primijenjen pozitivan nacin rada, ESI+.
Prekursor ioni te produkt ioni prac¢eni su u MRM nacinu snimanja. Za svaki analit pracena su tri
prijelaza: najintenzivniji prijelaz koriSten je za kvantifikaciju, dok su preostala dva prijelaza
koriStena za potvrdu identiteta analita. Omjer signal-Sum za kvantifikacijski prijelaz iznosio je
najmanje 10 : 1, a za kvalifikacijske prijelaze najmanje 3 : 1. Uvjeti masene spektrometrije
prikazani su u tablici 5, dok su MRM prijelazi i pripadajuce energije kolizije za analizirane

biotoksine prikazani u tablici 6.

Tablica 5. Parametri masenog spektrometra za odredivanje lipofilnih toksina i DK.

Napon Temperatura  Temperatura Protok plina za Protok Tlak plina
kapilare, kV  otparavanja, izvora, °C otparavanje, plina nosaca,
(eng. °C (eng. cone L/hour (eng. L/hour bar
capillary (engl. gas) desolvation gas)  (eng. cone (eng.
voltage) desolvation gas) nebulizer
temperature) gas
pressure)
1,5 za ESI+ 600 150 1000 150 6,50
2,0 za ESI-
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Tablica 6. Parametri fragmentacije u MRM nacinu rada.

Spoj ESI  Prekursor Fragmenti Napon konusa Energija kolizije (V)
ion (V)

OA/DTX2 - 803,50 255,20 (kvantifikacija) 80 45
- 803,50 113,10 80 60
DTX1 - 817,50 255,20 (kvantifikacija) 70 45
- 817,50 113,10 70 60
YTX - 570,40 467,40 (kvantifikacija) 75 30
- 570,40 396,40 75 30
Homo- — 577,40 403,40 (kvantifikacija) 75 30
YTX - 577,40 474,40 75 30
45-OH- - 578,40 467,40 (kvantifikacija) 75 30
YTX - 578,40 396,40 75 30
PTX2 + 876,36 823,44 (kvantifikacija) 31 24
+ 876,36 805,45 31 26
AZA1 + 842,50 824,50 (kvantifikacija) 35 35
+ 842,50 362,30 35 35
AZA2 + 856,50 838,50 (kvantifikacija) 35 35
+ 856,50 362,30 35 35
AZA3 + 828,50 658,40 (kvantifikacija) 35 35
+ 828,50 362,30 35 35
SPX1 + 692,50 164,20 (kvantifikacija) 60 45
+ 692,50 444,30 60 45
GYMA + 508,20 490,20 (kvantifikacija) 60 35
+ 508,20 162,20 60 45
DK + 312,10 266,05 (kvantifikacija) 10 15
+ 312,10 133,10 10 30

Za 45-OH-homo-YTX primijenjeni su MS/MS parametri fragmentacije preuzeti iz validirane
metode UPLC/MS/MS Method for the Routine Quantification of Regulated and Non-Regulated
Lipophilic Marine Biotoxins in Shellfish (Gerssen i sur., 2013). Primijenjeni parametri prikazani su
u tablici 7.
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Tablica 7. Parametri fragmentacije za toksin 45-OH-Homo-YTX.

Spoj ESI  Prekursor Fragmenti Napon Energija
ion konusa (V) kolizije (V)
45-OH-Homo- - 585,40 474,40 75 30
YTX (kvantifikacija)
45-OH-Homo- - 585,40 403,40 75 30
YTX
3.5.35. Uvjeti rada UHPLC-QTOF metode

Detekcija i1 karakterizacija ciklickih imina provedena je UHPLC-HRMS metodom na sustavu
ExionLC AD (SCIEX, Framingham, MA, SAD) spregnutom sa spektrometrom masa TripleTOF
6600+ (SCIEX, SAD) s ESI izvorom. Kromatografsko odvajanje provedeno je na koloni Kinetex
C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 um; Phenomenex). Prije analize uzoraka provedena je optimizacija MS i
MS/MS parametara primjenom pojedina¢nih certificiranih referentnih standarda. Za svaki spoj
definirani su prekursor i produkt ioni, optimalne energije kolizije i vremena zadrzavanja. Odabrani

parametri prikazani su u tablici 8.

Mobilna faza A sastojala se od vode, dok je mobilna faza B sadrzavala ACN i vodu u volumnom
omjeru 95 : 5. Obje mobilne faze sadrzavale su 50 mM mravlje kiseline 1 2 mM amonijeva
formijata. Primijenjen je gradijent eluiranja: 0 min, 90 % A — 10 % B; 6 min, 20 % A — 80 % B;
11 min, 20 % A — 80 % B; 12 min, 90 % A — 10 % B; 15 min 90 % A — 10 % B. Protok mobilne
faze iznosio je 0,30 mL/min, volumen injektiranja 5 pL, a temperatura kolone odrZavana je na 30
°C. Analiza ciklickih imina provedena je u pozitivnom nacinu rada, ESI+ uz primjenu MRMHR
nacina snimanja (engl. high-resolution multiple reaction monitoring). Temperatura izvora iznosila

je 400 °C, protok plina za rasprsivanje 35, a protok plina za desolvataciju 25 arbitrarnih jedinica.
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Tablica 8. Prekursor i produkt ioni (m/z) za analizirane ciklicke imine.

Spoj Prekursor ion (m/z)  Produkt ioni (m/z)
GYMA; GYM B 508,30 162,10; 136,10
12-metil GYM A 522,40 162,10; 136,10
12- metil GYM B 538,40 162,10; 136,10
16-desmetil GYM D 510,30 162,10; 136,10
GYMC 524,30 162,10; 136,10
GYME 526,30 162,10; 136,10
SPX H 650,50 384,30; 164,10
SPX | 652,50 384,30; 164,10
13,19-didesmetil SPX C 678,50 430,30; 164,10
SPX A 692,50 444,30; 150,10
SPX 1; iso-SPX 1 692,50 444,30; 164,10
SPX G 692,50 378,30; 164,10
SPX B 694,50 444,30; 150,10
13-desmetil SPX D 694,50 444,30; 164,10
27-hidroksi-13,19-didesmetil SPX C 694,50 446,30; 164,10
PnTX G 694,50 440,30; 164,10
SPX C 706,50 440,30; 164,10
20-metil SPX G 706,50 392,30; 164,10
SPX D 708,50 440,30; 164,10
27-hidroksi-13-desmetil SPX C 708,50 442,30; 180,10
PnTX H 708,50 690,40; 164,20
PnTX A 712,50 440,30; 164,10
PnTX B, C 741,50 458,30; 164,10
PnTX F 766,50 446,30; 164,10
PnTX D 782,50 446,30; 164,10
PnTX E 784,50 446,30; 164,10
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3.5.3.6. Validacija analitickog postupka

Preciznost metode procijenjena je ispitivanjem ponovljivosti i obnovljivosti primjenom CRM-a i
PT uzoraka Europskog referentnog laboratorija za morske biotoksine. Dobivene RSD vrijednosti
nisu prelazile 15 % (AOAC International, 2016). Istinitost metode procijenjena je usporedbom
izmjerenih koncentracija s certificiranim vrijednostima CRM-FDMT1, dodijeljenim vrijednostima
PT uzoraka te rezultatima analize obogacenih uzoraka. IskoriStenja u rasponu od 90 % do 110 %
potvrdila su zadovoljavajucu istinitost metode. Granice detekcije i GK procijenjene su na temelju
omjera signala i Suma. Omjer signala i Suma bio je ve¢i od 3 : 1 za GD te ve¢i od 10 : 1 za GK.
Linearnost kalibracijskih pravaca potvrdena je za sve analite vrijednostima koeficijenta

determinacije R? > 0,99.

Za analizirane lipofilne toksine GD bile su nize od 5 pg/kg, dok su vrijednosti GK uglavnom bile
nize od 10 ng/kg. Za AZA1 GD i GK iznosile su 0,55 pg/kg i 1,68 pg/kg, za AZA 2 0,45 pg/kg i
1,37 pug/kg, za AZA3 2,63 pg/kg i 7,97 pg/kg, za OA 2,51 pg/kg i 7,60 pg/kg, za PTX2 0,43 pug/kg
i 1,32 pg/kg, za DTX1 0,98 pg/kg i 2,98 ug/kg, za DTX2 2,31 pg/kg i 7,00 pg/kg, za SPX 10,11
pg/kg i 0,33 pg/kg, za GYMA 0,09 pg/kg i 0,29 pg/kg. Vrijednosti GD i1 GK za YTX i njegove
analoge kretale su se u rasponu od 2,90 pg/kg do 3,30 pg/kg, odnosno od 8,80 pg/kg do 10,10
ug/kg. Za DA vrijednosti GD i GK iznosile su 0,25 mg/kg i 0,75 mg/kg.

3.5.3.7. Kalibracija i kvantifikacija

Kvantifikacija pojedinih biotoksina provedena je metodom eksterne kalibracije. Koncentracije
analita izra¢unate su iz linearnih regresijskih jednadzbi pripadajucih kalibracijskih pravaca. Kako
bi se umanjio utjecaj matrice, kalibracijske otopine pripravljene su razrjedivanjem CRM-FDMT1
MeOH-om. Budu¢i da CRM-FDMT]1 nije sadrzavao odgovaraju¢e koncentracije svih ciljanih
analita, kalibracijske otopine dodatno su obogacene standardnim otopinama GYM A i homo-Y TX-
a. Konacni volumen svake kalibracijske otopine iznosio je 0,80 mL. Za svaki je toksin izraden

kalibracijski pravac sa Sest koncentracijskih razina (tablica 9).
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Tablica 9. Masene koncentracije standardnih otopina.

Analit Koncentracije (ng/mL)

OA 1,00 2,00 4,00 6,00 12,00 24,00
AZAl 2,50 5,00 10,00 20,00 30,00 60,00
AZA2 0,70 1,40 2,80 5,60 8,30 16,60
AZA3 1,20 1,80 2,40 4,80 7,10 14,20
PTX2 0,40 0,80 1,60 3,20 5,00 10,00
SPX 1 1,70 3,40 6,80 13,60 20,00 40,00
DTX1 0,40 0,80 1,60 3,20 5,00 10,00
DTX2 2,20 4,40 8,80 17,60 26,30 52,60

YTX 1,53 3,10 6,20 12,40 18,30 36,60
Homo-YTX 2,00 4,00 6,00 12,00 20,00 40,00
45-OH-YTX 0,28 0,57 1,13 2,26 4,52 9,05

GYMA 2,00 4,00 6,00 12,00 20,00 40,00
DK 77,20 154,40 308,80 617,60 926,80 1853,60

Ukoliko je intenzitet signala analita u uzorku bio visi od intenziteta signala najvise kalibracijske
razine, ekstrakt je razrijeden MeOH-om. Pri izra¢unu masenog udjela u obzir je uzet odgovarajuci
faktor razrjedenja (D). Za biotoksine odredene izravno iz osnovnoga metanolskog ekstrakta maseni

udio pojedinacnog analita u uzorku izracunat je prema jednadzbi:

-b) 4 Ve(mL) _ Vi(mL) D )

w (toksina) = - Vu(mL)  m (g)

gdje y — povrsina kromatografskog pika; b — odsjecak na y osi; a — nagib kalibracijskog pravca, Vr
— ukupni volumen metanolskog ekstrakta (20 mL), V1 — volumen metanolskog ekstrakta koji se
koristi za hidrolizu (15 mL), VF — konaéni volumen metanolskog ekstrakta nakon hidrolize, m —

masa uzorka i D — faktor razrjedenja (ukoliko je ekstrakt bio razrijeden).

Za biotoksine za koje na trziStu nisu dostupne certificirane standardne otopine, jednadzba (9)
korigira se mnozenjem s omjerom relativnih molekulskih masa (M) ispitivanog biotoksina i
odgovarajuceg biotoksina za koji postoji certificirana standardna otopina. Pri izraCunu je
pretpostavljen jednak molarni odziv analita i odgovarajuega referentnog toksina. Dobivena

koncentracija korigirana je mnozenjem s omjerom njihovih relativnih molekulskih masa:
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My (analita)
M  (referentnog tokisna)

w(analita)=w(referentnog toksina)* (10)

3.5.3.8. Iskazivanje rezultata

Rezultati kvantifikacije lipofilnih morskih biotoksina izrazeni su kao ug ili mg ekvivalenata
odgovarajuce skupine toksina po kilogramu mokre mase Skoljkasa. Za skupine koje ukljucuju vise
analoga ukupni maseni udio izracunat je kao zbroj masenih udjela pojedinac¢nih analoga
ponderiranih pripadaju¢im TEF faktorima. Rezultati kvantifikacije DK izrazeni su kao mg DA/kg
mokre mase. Primijenjene vrijednosti TEF-a za lipofilne morske biotoksine prikazane su u tablici
10. (EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain, 2009).

Tablica 10. Vrijednosti TEF za lipofilne morske biotoksine i DK.

Skupina biotoksina  Toksin TEF
OA OA 1,0
DTX1 1,0
DTX2 0,6
PTX PTX1 1,0
PTX2 1,0
AZA AZAl 1,0
AZA2 1,8
AZA3 1,4
YTX YTX 1,0
Homo-YTX 1,0
45-OH-YTX 1,0
45-OH-Homo-YTX 0,5
ASP DK -

3.6. Odredivanje masenih udjela PAH-0va U skoljkasima i sedimentu

Odredivanje PAH-ova provedeno je UHPLC metodom. Osnovni princip rada UHPLC sustava
opisan je u Poglavlju 3.5.1.
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3.6.1. Priprema uzoraka

Za ekstrakciju 16 prioritetnih PAH-ova iz mekog tkiva dagnji, odvagano je priblizno 5¢g
homogeniziranog uzorka. Uzorku je dodano 15 mL ACN i 5 mL deionizirane vode, nakon ¢ega je
uzorak homogeniziran 2 min pomoc¢u uredaja Geno Grinder. Ekstrakcija je provedena primjenom
QUEChERS metode (engl. quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) koristenjem paketa
ekstrakcijskih soli koji sadrzi 6 g magnezijeva sulfata (MgSO4) 1 1,5 g natrijeva acetata
(CH3COONa). Uzorku je dodan paket ekstrakcijskih soli koji je sadrzavao 6 g magnezijeva sulfata
(MgSOg4) i 1,5 g natrijeva acetata (CH3COONa), kao i keramicke kuglice radi ucinkovitijeg
mijeSanja i ekstrakcije analita. Nakon dodatka soli uzorak je mijesan tijekom 10 min, a zatim
centrifugiran 15 min. Alikvot gornjega organskog sloja ekstrakta u volumenu od 8 mL prenesen je
u Cistu epruvetu. Ekstrakt je zatim proc¢is¢en dodatkom adsorbensa PSA (engl. Primary Secondary
Amine) radi uklanjanja interferirajuéih sastojaka matriksa. Nakon ponovnoga mijeSanja uzorak je

centrifugiran 5 min.

Ekstrakcija PAH-ova iz morskog sedimenta provedena je nakon sto je liofilizirani sediment
prosijan kroz sito s otvorima promjera 2 mm radi uklanjanja krupnijih Cestica, poput Sljunka i
fragmenata Skoljki. Prosijani uzorak dodatno je homogeniziran primjenom uredaja Geno/Grinder
uz dodatak keramickih kuglica. Za ekstrakciju je odvagano 5 g homogeniziranog sedimenta te je
dodano 25 mL ACN-a i 7 mL deionizirane vode. Ekstrakcija primjenom QUEChERS soli i
naknadno prociS€avanje ekstrakta adsorbensom PSA provedeni su prema postupku opisanom za
uzorke mekog tkiva dagnji. Pro¢iséeni ekstrakti mekog tkiva dagnji i morskog sedimenta filtrirani

su kroz PTFE membranske filtre veli¢ine pora 0,22 pm te analizirani UHPLC metodom.

3.6.2. Materijali i kemikalije

Za analizu PAH-ova koristene su isklju¢ivo kemikalije visoke ¢istoce:

« deionizirana voda (Evoqua Water Technologies, SAD);

e« ACN, HPLC stupanj ¢isto¢e (J.T. Baker, SAD);

o QUEChERS ekstrakcijske soli (Agilent Technologies, SAD);

e PSA adsorbens (Agilent Technologies, SAD);

« certificirane standardne otopine s 16 deuteriranih PAH-ova (CPAchem Ltd., Stara Zagora,

Bugarska), otopljenih u cikloheksanu;
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« certificirane standardne smjese PM-610-1 PAH (Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornija, SAD);

e SRM 1941b (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Maryland,
SAD);

o certificirani referentni materijal SRM 2974a (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, Maryland, SAD).

Instrumentalna i laboratorijska oprema:
analiticka vaga (PM 480; Mettler Toledo, Svicarska);

e homogenizator (Waring, SAD);
« centrifuga (Rotina 420R; Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Njemacka);

e vodena kupelj (Memmert, Njemacka);

o vrtlozna mijesalica (SA8; Stuart, Ujedinjeno Kraljevstvo);

e pipete volumena 100pL — 1mL, 0,5—-5mL, 1 — 10mL (Eppendorf, Njemacka);
« volumetrijske tikvice i odmjerne posude;

e epruvete volumena 50 mL i 15 mL te jednokratne rukavice;

e 1290 Infinity Il UHPLC sustav s FLD-om (Agilent Technologies, SAD);

e GenoGrinder (SPEX SamplePrep LLC, Metuchen, New Jersey, SAD).

3.6.3. Kalibracija i kvantifikacija

Kvantifikacija pojedinacnih PAH-ova provedena je primjenom kalibracijskih pravaca uz uporabu
deuteriranih surogat standarda. Kalibracijske otopine pripravljene su iz odgovarajucih standardnih
otopina PAH-ova, pri ¢emu je u svaku kalibracijsku otopinu dodana jednak volumen
odgovarajueg surogat standarda poznate koncentracije. Linearnost kalibracijskih pravaca
potvrdena je unutar definiranoga koncentracijskog raspona (R? > 0,99). Jednaki volumeni
standardne otopine deuteriranih PAH-ova dodani su i svim uzorcima prije ekstrakcije. Njihovom
primjenom omogucena je korekcija varijabilnosti koja moze nastati tijekom pripreme uzorka,
ekstrakcije, injektiranja i instrumentalne detekcije. Ako je signal pojedinog PAH-a u uzorku
premasivao signal najviSe kalibracijske razine, ekstrakt je razrijeden tako da se izmjereni signal
nalazio unutar linearnoga raspona kalibracije. Maseni udio pojedinatnog PAH-a u analiziranom

uzorku izrac¢unat je prema jednadzbi:
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W(PAH)=AZ%*CS*%*D (11)

gdje je ApaH— povrsina kromatografskog pika analiziranog PAH-a; As— povrSina kromatografskog
pika surogat standarda; Cs — koncentracija surogat standarda u uzorku (pg/mL); m — masa
analiziranog uzorka (g); V — kona¢ni volumen ekstrakta te D — faktor razrjedenja ekstrakta, ako je

razrjedivanje provedeno.

3.6.4. Odredivanje vlage u tkivu dagnji

Udio vlage odreden je u uzorcima mekog tkiva dagnji gravimetrijskom metodom. Priblizno 1 g
homogeniziranog uzorka odvagnut je na prethodno izvaganom satnom staklu te suSen u suSioniku
pri 105 °C tijekom 12 sati. Nakon hladenja satno staklo s osuSenim uzorkom ponovno je izvagano.

Udio vlage izracunat je prema jednadzbi:

udio viage (%) = Lo —m2) X100 (12)

mq—T

gdje je: m1 - masa satnog stakla s uzorkom prije susenja (g); m2 — masa satnog stakla s uzorkom

nakon susenja (g)te T — masa praznog satnog stakla (g).

3.6.5. Validacija analitickog postupka

Za kvantifikaciju PAH-ova korisSteni su certificirani referentni materijali (CRM-ovi), certificirane
standardne otopine i deuterirani standardi. Za pripravu kalibracijskih otopina koriStena je
certificirana standardna smjesa PM-610-1 PAH Mix proizvodaca Agilent Technologies (Santa
Clara, Kalifornija, SAD). Smjesa je sadrzavala 16 prioritetnih PAH-ova prema metodi EPA 610,
svaki u koncentraciji od 20 ug/mL, otopljenih u diklormetanu. Kao surogat standardi koriSteni su
deuterirani PAH-ovi iz certificirane standardne otopine proizvodaca CPAchem Ltd (Stara Zagora,
Bugarska). Otopina je sadrzavala 16 deuteriranih PAH-ova otopljenih u cikloheksanu, svaki u

koncentraciji od 100 mg/L.

Tocnost metode i uéinkovitost ekstrakcije PAH-ova iz morskog sedimenta provjerene su analizom
certificiranoga referentnog materijala SRM 1941b Organics in Marine Sediment, proizvodaca
National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, Maryland, SAD). Provjera

to¢nosti metode i ucinkovitost ekstrakcije PAH-ova u tkivu dagnji provedena je analizom
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certificiranoga referentnog materijala SRM 2974a Organics in Freeze-Dried Mussel Tissue
(Mytilus edulis), takoder proizvodaca NIST-a. Certificirane i referentne vrijednosti PAH-ova u

materijalima SRM 1941b i SRM 2974a izrazene su kao maseni udjeli u pg/kg suhe mase.

Za analizirane PAH-ove u dagnjama vrijednosti GD 1 GK iznosile su: Naph 0,20 pg/kg i 0,62
pg/kg, Acy 0,59 pg/kg i 1,77 pg/kg, Ace 0,33 pg/kg i 0,99 pg/kg, Flu 0,06 pg/kg i 0,18 pg/kg, Phe
0,03 pg/kg i GK 0,09 pg/kg, Ant 0,05 pg/kg i 0,14 pg/kg, Pyr 0,06 pg/kg i 0,18 pg/kg, BaA 0,08
ug/kg i 0,25 pg/kg, Chr 0,05 pg/kg i 0,16 pg/kg, BKF 0,04 pg/kg i 0,13 pg/kg, BaP 0,06 pg/kg i
0,18 pg/kg, DahA 0,35 pg/kg i 1,06 pg/kg, BghiP 0,25 pg/kg 10,76 pg/kg, Flt 0,16 pg/kg i 0,47
Mg/kg, BbF 0,05 pg/kg i 0,15 pg/kg te IcdP 0,07 pg/kg i 0,23 pg/kg.

Za analizirane PAH-ove u sedimentu vrijednosti GD i GK iznosile su: Naph 0,52 pg/kg i 1,57
Mg/kg, Acy 1,02 pg/kg i 3,10 pg/kg, Ace 0,42 pg/kg i 1,28 pg/kg, Flu 0,44 pg/kg i 1,32 pg/kg, Phe
0,05 pg/kg i 0,14 pg/kg, Ant 0,07 pg/kg i 0,20 pg/kg, Pyr 0,06 pg/kg i 0,19 pg/kg, BaA 0,11 pg/kg
i 0,32 pg/kg, Chr 0,08 pg/kg i 0,23 pg/kg, BkF 0,12 pg/kg i 0,38 pg/kg, BaP 0,17 pg/kg i 0,52
ug/kg, DahA 0,68 ug/kg i 2,07 pg/kg, BghiP 0,43 pg/kg i 1,30 pg/kg, Flt 0,20 pg/kg i 0,61 pg/kg,
BbF 0,17 pg/kg i 0,53 pg/kg te lcdP 0,12 pg/kg i 0,35 pg/kg.

3.6.6. UHPLC uvjeti za analizu PAH-ova

Policikli¢ki aromatski ugljikovodici analizirani su UHPLC metodom uz detekciju diodnim (DAD)
i FLD detektorom. Kromatografsko odvajanje provedeno je na koloni Zorbax Eclipse C18 (100
mm x 4,6 mm; 3,5 um). Mobilna faza A sastojala se od vode, a mobilna faza B od ACN-a. Analiza
je provedena gradijentnim eluiranjem pri protoku mobilne faze od 1,00 mL/min. Pocetni sastav
mobilne faze iznosio je 70 % A 1 30 % B te je odrzavan tijekom prvih 4 min analize. Od 4. do 30.
min udio mobilne faze B linearno je povecavan do 100 %. Takav je sastav odrzavan do 35. min,
nakon ¢ega su ponovno uspostavljeni pocetni uvjeti od 70 % A 130 % B te odrZavani do zavrSetka
analize. Ukupno vrijeme analize iznosilo je 42 min. Temperatura kolone odrZzavana je na 25 °C, a
volumen injektiranja iznosio je 10 pL. Detekcija DAD-om provedena je istovremenim snimanjem
signala pri unaprijed definiranim valnim duljinama. Za sve signale primijenjena je referentna valna

duljina od 230,0 nm uz Sirinu referentnog pojasa od 2,0 nm.
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Detekcija FLD-om provedena je uz pocetnu ekscitacijsku valnu duljinu od 220 nm i emisijsku
valnu duljinu od 330 nm. Tijekom analize ekscitacijske i emisijske valne duljine mijenjane su u
skladu s vremenima eluiranja pojedina¢nih PAH-ova radi povecanja osjetljivosti i selektivnosti
detekcije. Primijenjeni program valnih duljina prikazan je u tablici 11. Sirina pika postavljena je
na 0,025 min, $to odgovara vremenu odziva od 0,5 s i frekvenciji prikupljanja podataka od 18,52
Hz. Dodatno su praceni emisijski signali pri 420 nm, 440 nm i 500 nm radi istodobne detekcije

spojeva razlicitih fluorescencijskih svojstava.

Tablica 11. Postavke valnih duljina FLD-a.

Vrijeme (min) Ekscitacija (nm) Emisija (nm)
16,22 260 310
16,90 250 360
17,80 250 400
19,00 280 460
19,80 240 390
21,20 260 385
24,30 260 450
25,75 280 410
29,63 250 485

3.6.7. [Izrazavanje rezultata

Rezultati kvantitativne analize PAH-ova u uzorcima morskog sedimenta i mekog tkiva dagnji
prikazani su kao maseni udjeli. Za uzorke sedimenta rezultati su izrazeni u mg/kg suhe mase, dok

su za uzorke mekog tkiva dagnji izrazeni u mg/kg mokre mase.
3.7.  Procjena ekotoksikoloskog rizika
3.7.1. Metala i PAH-ova u skoljkasima

Procjena onecis¢enja metalima i PAH-ovima u mekom tkivu dagnji provedena je usporedbom
izmjerenih masenih udjela s kriterijima OSPAR/ICES za onecis¢ujuce tvari u bioti. Kriterij BAC

(engl. Background Assessment Concentration) primijenjen je za procjenu odstupanja izmjerenih
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masenih udjela od pozadinske razine, a kriterij EAC (engl. Environmental Assessment Criteria) za
procjenu prekoracenja okolisnoga kriterija povezanog s kroni¢nim $tetnim u¢incima PAH-ova na

morske organizme (OSPAR Commission, 2009; ICES, 2024).

Maseni udio nizi od kriterijja BAC upucuje na razinu ocekivanu u okoliSu bez znatnoga
antropogenog unosa analizirane tvari. Maseni udio jednak ili visi od kriterija BAC upucuje na
opterecenje iznad pozadinske razine. Takvo opterecenje ne znaCi nuzno pojavu Stetnih ucinaka,
nego pokazuje da je analizirana tvar prisutna u masenom udjelu viSem od razine o¢ekivane bez

Znatnoga antropogenog unosa.

Za Hg, Cd i Pb procjena je provedena usporedbom izmjerenih masenih udjela s kriterijem BAC.
ZaPAH-ove je, osim kriterija BAC, primijenjen i kriterij EAC. Maseni udio PAH-a nizi od kriterija
EAC upuéuje na razinu pri kojoj se ne o¢ekuju kroni¢ni $tetni ucinci na morske organizme, dok
maseni udio visi od kriterija EAC upucuje na prekoracenje okoliSnoga kriterija povezanog s
kroni¢nim $tetnim u¢incima na morske organizme. Za PAH-ove za koje nije definiran kriterij BAC
nije provedena procjena odstupanja od pozadinske razine. Za PAH-ove za koje nije definiran
kriterij EAC nije provedena procjena prekoracenja okoliSnoga kriterija povezanog s kroni¢nim

Stetnim ucincima.

Za procjenu masenih udjela oneciS¢ujucih tvari primijenjeni su kriteriji prikazani u tablicama 12 1

13.

Tablica 12. Kriterij BAC za procjenu odstupanja od pozadinskih razina Hg, Cd i Pb u mekom
tkivu dagnji (mg/kg suhe mase).

Metal BAC
Hg 0,09
Cd 0,96
Pb 1,30

Tablica 13. Kriteriji BAC i EAC za procjenu PAH-ova u Skoljkasima (pug/kg suhe mase).

PAH spoj BAC EAC
Naph - 340,00
Phe 11,00 1700,00
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Ant - 290,00

Flt 12,20 110,00
Pyr 9,00 100,00
BaA 2,50 80,00
Chr 8,10 -

BaP 1,40 600,00
BghiP 2,50 110,00
IcdP 2,40 -

3.7.2. Metala i PAH-ova u sedimentu

Procjena potencijalnoga ekotoksikoloSkog rizika u povrSinskim sedimentima provedena je
usporedbom izmjerenih masenih udjela metala i PAH-ova sa smjernicama za procjenu kvalitete
sedimenta. Primijenjene su vrijednosti TEL (engl. threshold effect level) i PEL (engl. probable
effect level) prema MacDonald i sur. (1996), vrijednosti ERL (engl. effects range-low) i ERM (engl.
effects range-median) prema Long i sur. (1995) te kanadske smjernice za zaStitu vodenih
organizama (CCME, 2002). Na temelju usporedbe izmjerenih masenih udjela s referentnim
vrijednostima procjena ekotoksikoloskog rizika provedena je zasebno prema dvama skupovima
kriterija: TEL/PEL i ERL/ERM. Prema kriterijima TEL/PEL, maseni udjeli nizi od vrijednosti TEL
upucuju na nizak rizik, vrijednosti izmedu TEL-a i PEL-a na umjeren rizik, a vrijednosti vise od
PEL-a na visok rizik od pojave Stetnih bioloskih uc¢inaka. Prema kriterijima ERL/ERM, maseni
udjeli nizi od vrijednosti ERL upuéuju na nizak rizik, vrijednosti izmedu ERL-a i ERM-a na
umjeren rizik, a vrijednosti viSe od ERM-a na visok rizik od pojave Stetnih bioloSkih ucinaka.
Procjena je provedena za metale i PAH-ove za koje su definirane odgovarajuée vrijednosti TEL,
PEL, ERL i ERM (tablice 14 i 15).

Tablica 14. Ekotoksikoloski pragovi (TEL/PEL i ERL/ERM) za metale u morskim sedimentima
(mg/kg suhe mase).

Metal TEL PEL ERL ERM
Cr 52,30 160,00 81,00 370,00
Ni 15,90 42,80 20,90 51,60
Cu 18,70 108,00 34,00 270,00
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Zn 124,00 271,00 150,00 410,00

Pb 30,20 112,00 46,70 218,00
Cd 0,68 4,21 1,20 9,60
Hg 0,13 0,70 0,15 0,71

Tablica 15. Ekotoksikoloski pragovi (TEL/PEL i ERL/ERM) za PAH-ove u morskim sedimentima

(1g/kg suhe mase).

Spoj TEL PEL ERL ERM
Naph 34,60 391,00 160,00 2100,00
Acy 5,87 128,00 44,00 640,00
Ace 6,71 88,90 16,00 500,00
Flu 21,20 144,00 19,00 540,00
Phe 86,70 544,00 240,00 1500,00
Ant 46,90 245,00 85,30 1100,00
Flt 113,00 1494,00 600,00 5100,00
Pyr 153,00 1398,00 665,00 2600,00
BaA 74,80 693,00 261,00 1600,00
Chr 108,00 846,00 384,00 2800,00
BaP 88,80 763,00 430,00 1600,00
DahA 6,22 135,00 63,40 260,00

Dodatna procjena koncentracija PAH-ova u sedimentu provedena je primjenom Kriterija
OSPAR/ICES. Za usporedbu s pozadinskim koncentracijama primijenjene su vrijednosti BAC
(engl. background assessment concentration). Vrijednosti nize od BAC-a upucuju na masene
udjele bliske pozadinskim razinama. Prekoracenje vrijednosti BAC upucuje na povecane masene
udjele u odnosu na priblizno pozadinske razine, ali same po sebi ne dokazuje pojavu Stetnih

bioloskih u¢inaka. Primijenjene BAC vrijednosti prikazane su u tablici 16.

Tablica 16. BAC pragovi prema smjernicama OSPAR Komisije (OSPAR Commission, 2023)

izrazeni u pg/kg suhe mase.

Spoj BAC
Naph 8,00
Phe 32,00
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Ant 5,00

Flt 39,00
Pyr 24,00
BaA 16,00
Chr 20,00
BaP 30,00
lcdP 103,00
BghiP 80,00

3.8. Omjeri metala normalizirani na Fe kao pokazatelji raspodjele metala i

geokemijskih procesa u sedimentima

Za procjenu povezanosti metala s litogenom sastavnicom sedimenta te za usporedbu njihove
prostorne i sezonske raspodjele primijenjeni su omjeri metala normalizirani na Fe. Omjer Fe/Mn
koristen je kao pomo¢ni pokazatelj oksidacijsko-redukcijskih procesa u sedimentu. Normalizacija
masenih udjela metala na Fe primijenjena je jer je Fe u sedimentu pretezno povezan s mineralnom
matricom. Takav pristup umanjuje utjecaj razlika u sastavu sedimenta prema veliini zrna i
mineralnom sastavu uzoraka, ali ih ne uklanja u potpunosti. Pri tumacenju rezultata uzeto je u obzir
da Fe-oksidi i Fe-hidroksidi mogu sudjelovati u vezivanju metala u tragovima te u oksidacijsko-
redukcijskim procesima u sedimentu (Forstner i Wittmann, 1981; Sutherland, 2000). Omjeri metala
1 Fe izraCunati su prema izrazu:

gdje su w(X)uzorak i w(Fe)uzorak maseni udjeli pojedinog metala i Fe u sedimentu, izraZeni u
mg/kg suhe mase. Izracunati omjeri Cr/Fe, Ni/Fe, Zn/Fe, Cu/Fe, Pb/Fe, Cd/Fe 1 Hg/Fe koristeni su
za usporedbu relativnih promjena u raspodjeli metala medu postajama i sezonama. Za procjenu

oksidacijsko-redukcijskih uvjeta u sedimentu koristen je omjer Fe/Mn, izracunat prema izrazu:

Fe _ wFeuzorak (14)
Mn w(Mn)yzorak

Nizi omjeri Fe/Mn mogu upucivati na oksidiranije uvjete i izrazenije zadrzavanje Mn-oksida i Mn-

hidroksida u sedimentu. Visi omjeri Fe/Mn mogu se povezati s reduciranijim uvjetima, u kojima
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se Mn reducira prije Fe te se lakSe otpusta iz ¢vrste faze sedimenta. Time se mijenja relativni odnos
Fe i Mn u sedimentu. Budu¢i da na omjer Fe/Mn utjecu litoloska obiljezja, sastav sedimenta prema
veliini zrna, uvjeti talozenja i dijagenetski procesi, u ovom je radu koriSten kao pomocni
pokazatelj geokemijskih procesa koji mogu utjecati na vezanje, pokretljivost i preraspodjelu metala

u sedimentu (Calmano i sur., 1993; Forstner i Wittmann, 1981; Naeher i sur., 2013).

3.9.  Odredivanje porijekla PAH-ova u sedimentu primjenom dijagnostickih

omjera

Potencijalno podrijetlo PAH-ova u sedimentu procijenjeno je primjenom dijagnostickih omjera
(Budzinski i sur., 1997; Soclo i sur., 2000; Yunker i sur., 2002). U analizi su koriSteni dijagnostic¢ki
omjeri koji se uobiCajeno primjenjuju za razlikovanje petrogenih izvora, povezanih s naftom i
naftnim derivatima, od pirogenih izvora, povezanih s procesima izgaranja fosilnih goriva i
biomase. KoriSteni su sljede¢i omjeri: Ant/(Ant + Phe), Flt/(FIt + Pyr), BaA/(BaA + Chr),
IcdP/(IcdP + BghiP), Phe/Ant te ZLMW/ZHMW. Kombinirana interpretacija vise dijagnostickih
omjera omogucéuje pouzdaniju procjenu vjerojatnog dominantnog izvora PAH-ova, osobito u
uvjetima mjeSovitih izvora ili djelomi¢ne razgradnje spojeva u okoliSu. Time se smanjuje
moguénost pogresne interpretacije na temelju pojedinaénog pokazatelja (Yunker i sur., 2002).
Budu¢i da na vrijednosti dijagnostickih omjera mogu utjecati procesi transporta i transformacije
PAH-ova u okoliSu, dobiveni rezultati interpretirani su kao indikativni pokazatelji, a ne kao
jednoznacna potvrda njihova podrijetla. Pragovi koriSteni za tumacenje potencijalnog podrijetla

PAH-ova prikazani su u tablici 17.

Tablica 17. Dijagnosticki omjeri PAH-0va, pragovi i interpretacija potencijalnih izvora.

Omjer Pragovi Tumacenje izvora Referenca

Ant/(Ant + Phe) < 0,10 petrogeni izvor;  Niske vrijednosti Yunker i sur.
> 0,10 pirogeni izvor  karakteristi¢ne su za naftne (2002)
izvore, dok vise vrijednosti
ukazuju na PAH-ove nastale

procesima izgaranja.

FIt/(FIt + Pyr) < 0,40 petrogeni izvor; Omjer omogucuje Yunker i sur.
0,40 — 0,50 izgaranje razlikovanje naftnih izvora (2002)
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tekucih fosilnih
goriva; > 0,50
izgaranje biomase i

ugljena

od produkata izgaranja
tekucih fosilnih goriva,

biomase i ugljena.

BaA/(BaA + Chr)

< 0,20 petrogeni izvor;
0,20 — 0,35 mjesoviti
izvori; > 0,35 pirogeni

izvor

Vrijednosti manje od 0,20 Yunker i sur.

karakteristicne su za naftne (2002)
izvore, vrijednosti od 0,20 do

0,35 ukazuju na moguce

mjeSovite izvore, dok

vrijednosti ve¢e od 0,35

upucuju na prevladavajuéi

doprinos procesa izgaranja.

IcdP/(IcdP + BghiP)

< 0,20 petrogeni izvor;
0,20 - 0,50 izgaranje

Omjer omogucuje Yunker i sur.

razlikovanje naftnih izvora (2002)

tekucih fosilnih od izvora povezanih s
goriva; > 0,50 izgaranjem tekucih fosilnih
izgaranje biomase i goriva, biomase i ugljena.
ugljena
Phe/Ant > 10 petrogeni izvor; < Visi udio termodinamicki Budzinski i
10 pirogeni izvor stabilnijeg Phe sur. (1997)
karakteristican je za naftne
izvore, dok nize vrijednosti
upucuju na pirogene procese.
YLMW/ZHMW > 1 petrogeni; <1 Visi relativni udio PAH-ova  Soclo i sur.

pirogeni

manje molekulske mase (2000)
karakteristican je za

petrogene izvore, dok

prevladavanje PAH-ova vece
molekulske mase upucuje na

procese izgaranja.
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3.10. Odredivanje porijekla PAH-ova primjenom PCA analize

Za analizu varijabilnosti masenih udjela PAH-ova u povrSinskim sedimentima primijenjena je
analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis, PCA). Metoda je koristena za
identifikaciju obrazaca povezanosti medu spojevima te za izdvajanje glavnih komponenti koje u
najvecoj mjeri obja$njavaju ukupnu varijabilnost podataka. Analiza glavnih komponenti provedena
je na logaritmiranim i standardiziranim masenim udjelima PAH-ova, ¢ime je smanjen utjecaj
razlika u rasponima njihovih apsolutnih vrijednosti te je svakom spoju pridana jednaka teZina u
analizi. Za odabir komponenti zadrzanih za daljnju interpretaciju primijenjen je model slomljene
palice (engl. broken-stick model). ZadrZane su samo one komponente koje objasnjavaju veci udio
varijance od onoga koji bi se ocekivao pri slu¢ajnoj raspodjeli ukupne varijance medu
komponentama (Jackson, 1993). Komponente koje nisu zadovoljile navedeni Kkriterij nisu

uklju¢ene u daljnju interpretaciju.

Interpretacija PCA temeljila se na vrijednostima i obrascima optereéenja pojedinaénih PAH-ova
unutar zadrzanih komponenti. Visoka apsolutna optereéenja ukazuju na spojeve koji najvise
doprinose pojedinoj komponenti, dok niska apsolutna optere¢enja upucuju na njihov slabiji
doprinos. Komponente s izrazenim optere¢enjima HMW PAH-ova razmatrane su kao moguci
pokazatelji doprinosa pirogenih procesa, dok su komponente s izrazenim optere¢enjima LMW
PAH-ova razmatrane kao mogu¢i pokazatelji petrogenog doprinosa. Buduéi da pojedini spojevi
mogu potjecati iz vise izvora, konacna procjena podrijetla PAH-ova nije se temeljila isklju¢ivo na
PCA-i, nego na zajedniCkoj interpretaciji obrazaca opterecenja, dijagnostickih omjera i raspodjele

pojedinacnih spojeva.

3.11. Odredivanje stupnja onecis¢enja PAH-ovima

Stupanj onecis¢enja sedimenta PAH-ovima procijenjen je na temelju ukupnog masenog udjela
Y16PAH, izrazenog u png/kg suhe mase. Klasifikacija stupnja oneciS¢enja provedena je prema
kriterijima Baumard i sur. (1998), kojima su definirane Cetiri razine onecis¢enja sedimenta (tablica
18). Navedena klasifikacija primijenjena je za usporedbu razina onecis¢enja medu postajama, a ne

za izravnu procjenu ekotoksikoloskog rizika.
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Tablica 18. Klasifikacija stupnja oneciS¢enja sedimenta prema ukupnom masenom udjelu
Y16PAH (ng/kg suhe mase), prema Baumard i sur. (1998).

Klasa Stupanj onecis¢enja X16PAH Opis

| Niski <100 Niska razina oneci$¢enja sedimenta
PAH-ovima.

1 Umjereni 100 — 1000 Umjerena razina onecis¢enja sedimenta
PAH-ovima.

i Visoki 1000 — 5000 Visoka razina oneci$¢enja sedimenta
PAH-ovima.

v Vrlo visoki > 5000 Vrlo visoka razina oneciS¢enja

sedimenta PAH-ovima.

3.12. Statisticke metode obrade podataka

Statisticke analize provedene su radi procjene prostorne i sezonske varijabilnosti sastava veli¢ine
zrna sedimenta te raspodjele metala, PAH-ova i biotoksina u analiziranim uzorcima. Obrada
podataka obuhvatila je korelacijske 1 multivarijatne analize, uz primjenu razine znacajnosti od 5 %
(= 0,05). Raspodjela podataka prikazana je graficki pomocu kutijastih dijagrama (engl. box plots),
koji prikazuju medijan, donji i gornji kvartil raspon vrijednosti te prosje¢ne vrijednosti. Normalnost

distribucije varijabli ispitana je Shapiro-Wilkovim testom (Shapiro i Wilk, 1965).

Povezanost izmedu analiziranih varijabli ispitana je Spearmanovom korelacijskom analizom.
Ja€ina povezanosti odredena je Spearmanovim koeficijentom korelacije ranga (p) (Spearman,
1904). Pri viSestrukim parnim korelacijama primijenjena je Bonferronijeva korekcija p-vrijednosti.
Vrijednosti |p| < 0,30 interpretirane su kao zanemarive ili slabe, vrijednosti od 0,30 do 0,50 kao
niske, od 0,50 do 0,70 kao umjerene, od 0,70 do 0,90 kao snazne, a vrijednosti > 0,90 kao vrlo
snazne korelacije (Mukaka, 2012). U interpretaciju su ukljucene iskljucivo statisticki znacajne
korelacije (p < 0,05). Razlike u masenim udjelima metala, PAH-ova i biotoksina medu skupinama

ispitane su neparametrijskim Kruskal-Wallis testom.

Medusobna povezanost i raspodjela masenih udjela analiziranih tvari ispitane su primjenom PCA,

kako je detaljno opisano u poglavlju 3.10. Odredivanje porijekla PAH-ova primjenom PCA
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analize. Prostorne i sezonske razlike u sedimentu i dagnjama procijenjene su primjenom
permutacijske multivarijatne analize varijance (PERMANOVA; Anderson, 2001), na matrici
euklidskih udaljenosti uz 9999 permutacija. Rezultati su interpretirani na temelju pseudo-F
statistike, koeficijenta objasnjene varijance (R?) i pripadajuéih p-vrijednosti. U sluéaju statisticki
znacajnih rezultata provedene su dodatne parne usporedbe, uz Bonferronijevu korekciju p-
vrijednosti. Za utvrdivanje spojeva koji najvise doprinose slicnosti unutar skupina i razlikama
medu skupinama provedena je SIMPER analiza (engl. similarity percentage analysis). Rezultati
SIMPER analize koristeni su kao opisni pokazatelji doprinosa pojedinih spojeva razlikama medu

skupinama.

Dodatno su primijenjene redundancijska analiza (engl. redundancy analysis, RDA) i regresija
parcijalnih najmanjih kvadrata (engl. partial least squares regression, PLS). Metoda RDA
primijenjena je kako bi se utvrdilo u kojoj mjeri okoliSne varijable objasnjavaju promjene u
masenim udjelima analiziranih tvari. Metoda PLS koriStena je za procjenu povezanosti izmedu
okoli$nih varijabli i masenih udjela analiziranih tvari te za izdvajanje varijabli koje najviSe

doprinose objasnjenju uocenih promjena.
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4. REZULTATI

4.1. Fizikalno-kemijske znacajke sedimenta

4.1.1. Raspodjela velicine zrna sedimenta

Rezultati analize veli¢ine zrna povrSinskih sedimenata ukazuju na razlike izmedu podrucja usca
rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva, uz sezonsku varijabilnost sastava sedimenta (tablica 19 i
tablica 20). U vecini uzoraka u Malostonskom zaljevu dominantna frakcija bio je prah, dok je
pijesak CeS¢e prevladavao na postajama u podrucju usca rijeke Neretve. Frakcije §ljunka i gline
bile su dominantne samo u pojedina¢nim uzorcima (Banja u travnju 2023. i Mali Ston u veljaci

2023.).

Postaje u podrucju usc¢a rijeke Neretve karakterizirane su visSim prosjecnim udjelom pijeska (55,49
%) 1 nizim prosje¢nim udjelom praha (37,15 %), uz prosjecni Mz od 135,42 um, prosje¢ni Md od
179,17 pm i prosjecni So od 2,16, §to u odnosu na Malostonski zaljev upucuje na krupnozrnatiji i
bolje sortirani sediment. Najvisi udio pijeska zabiljeZen je na postaji Ploce (93,23 %), a najvisi
udio praha na postaji Skoj (99,01 %), §to je u skladu s veéim Mz i Md na postaji Plo¢e u odnosu
na postaju Skoj. Unutar podrudja usca rijeke Neretve najvisi So takoder je zabiljeZen na postaji
Ploc¢e (4,17). Na postaji Ploce u svim sezonama, osim u proljece, dominira pjeScana frakcija, s
udjelima do 93,23 %, dok se u proljece biljezi porast udjela praha na prosje¢no 41,56 %. Na postaji
Blace utvrdene su sezonske promjene u udjelima pojedinih veli¢inskih frakcija sedimenta. Zimi
prevladava pijesak s prosje¢nim udjelom od 67,66 %, u prolje¢e prah s prosje¢nim udjelom od
60,01 %, dok ljeti prosjecni udjeli pijeska 1 praha iznose 43,84 % 147,54 %, a u jesen 54,78 % 1
39,96 %. Takva raspodjela upucuje na izmjenu pjeScanih i muljevitih tipova sedimenta. Unutar
ovog podrudja izdvaja se postaja Skoj, na kojoj je utvrdena veéa raznolikost veliine zrna
sedimenta te izraZzena sezonska i medugodi$nja promjenjivost u udjelima pojedinih veli¢inskih
frakcija. U proljeée na postaji Skoj prevladava prah, s udjelima od 43,48 do 99,01 %, kao i tijekom
ljeta, kada udio praha iznosi od 47,68 do 62,94 %. lznimka je kolovoz 2023., kada prevladava
pijesak s udjelom od 54,36 %, uz 32,66 % praha. Zimi je na navedenoj postaji utvrden priblizno
podjednak udio pijeska i praha, pri cemu udio pijeska iznosi od 34,96 do 58,00 %, a udio praha od
31,19 do 60,53 %. Jesenski uzorci pokazuju najvecu promjenjivost, od dominantno pjeskovitog

sedimenta u listopadu 2022. godine, s 68,67 % pijeska, do sedimenta s dominantnim udjelom praha
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u listopadu 2023. godine, s 55,14 % praha. Raspon So od 0,58 do 3,55 dodatno upucuje na promjene

u sortiranosti sedimenta, odnosno na prijelaz izmedu bolje i slabije sortiranih uzoraka.

Postaje Malostonskog zaljeva karakterizirane su nizim prosje¢nim udjelom pijeska (28,86 %) te
viSim prosjec¢nim udjelima praha (48,30 %) 1 gline (12,00 %), uz prosje¢ne Mz i Md od 97,75 um
1 104,78 um te prosjecni So od 3,06. U odnosu na podrucje uséa rijeke Neretve, takva raspodjela
upucéuje na sitnozrnatiji i slabije sortirani sediment. Najvisi udio praha zabiljeZen je na postaji
Bistrina (72,37 %), a najvisi udio gline na postaji Mali Ston (64,24 %). Visi udjeli sitnozrnatih
frakcija povezani su s manjim Mz i Md, dok je najvisi So utvrden na postaji Mali Ston (5,74). Na
postaji Kanal Usko u svim sezonama dominira prah, s udjelima od 39,07 do 67,75 %, uz povecan
udio gline u zimskom razdoblju, do 29,49 %. Postaja Bistrina takoder je obiljeZena prevladavanjem
praha tijekom cijele godine, s udjelima od 32,00 do 72,37 %, pri ¢emu su najvisi udjeli zabiljeZeni
ljeti. Udio pijeska na toj postaji iznosio je od 11,60 do 35,27 %. Prosjecni udjeli praha iznosili su
46,16 % zimi, 52,95 % u proljece, 58,50 % ljeti 1 60,28 % u jesen, Sto upucuje na prevlast
sitnozrnatih frakcija. Na postaji Banja tijekom vecine sezona prevladavao je prah, s udjelima od
32,77 do 65,99 %. U proljece je zabiljeZena izraZenija promjenjivost sastava sedimenta prema
veli¢ini zrna, a u uzorku iz travnja 2023. udio Sljunka dosegnuo je 34,63 %, Sto upucuje na
povremenu pojavu krupnozrnatijeg sedimenta na ovoj postaji. Postaja Mali Ston istice se najve¢om
sezonskom 1 medugodiSnjom promjenjivos¢u sastava sedimenta prema veli¢ini zrna. Udio pijeska
iznosio je od 14,18 do 76,86 %, praha od 0,00 do 65,89 %, a gline od 1,00 do 64,24 %. U lipnju i
prosincu 2022. zabiljezeni su udjeli pijeska visi od 50 %, dok je u veljac¢i 2023. dominirao
sitnozrnati sediment s visokim udjelom gline (64,24 %) 1 poviSenim So (5,74). Takva raspodjela

potvrduje izrazenu raznolikost veli¢ine zrna i slabiju sortiranost sedimenta na ovoj postaji.

Sezonski rasponi i prosjecni sezonski udjeli veli¢inskih frakcija te rasponi I prosjeci parametara
Mz, Md i So prikazani su u tablicama 19 i 20, dok slike 44 — 48 prikazuju njihovu prostornu i

sezonsku raspodjelu te prosjecni sastav sedimenta prema veli¢ini zrna.
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Tablica 19. Rasponi i prosjecni udjeli veliCinskih frakcija te rasponi i prosjeci parametara Mz, Md i So po postajama, uz prikaz

dominantne frakcije i klasifikacije prema Folk (1954).

Postaja  Sljunak (%) Pijesak (%) Prah (%) Glina (%) Mz (um) Md (um) So Frakcij Klasifikaci
a ja
Plote 002570 36,87 4955770 132546 60,37 33345 64,09-507,45 104-417 pijessk muljeviti
(0,93) 93,23 (75,93) (20,19) (2,95) (210,11) (270,40) (1.97) pijesak
Blace  0,00-141 10,37 13,30 - 3621858 11,31 160,70 9,89 47651 1,79 2,68 pijesak  muljeviti
(0,40) 81,01 (50,83) 70,10 (41,66) (7,10) (78,48) (145,74) (2,31) pijesak
Skoj 0,00-2392 0,67-68,67 612-9901 000-2097 12,64-857,18 9,05 51281 058355 prah muljeviti
pijesak i
(3,69) (39,72) (49,59) (7,00) (117,67) (121,39) (2,19) D bekoviti
mulj
Kanal 0,19 27,64 5453883 39,07 6112949 692 152,33 6,38-107,66 195423 prah Sljunkoviti
Usko  (9,65) (22,42) 67,75 (54,37) (13,56) (45,68) (31,95) (2,95) mulj
Banja 0,03 34,63 16,60 32,77 560 16,55 17,22-207,87 14,78-150,86 1,96 4,17 prah Sljunkoviti
(11,43) 32,25 (23,43) 65,99 (53,69) (11,45) (57,55) (34,98) (3,05) mulj
Bistrina 0,14 — 28,89 11,60 32,00 6,66 1574 13,10 201,30 12,89 268,32 1,75-476 prah Sljunkoviti
(12,74) 35,27 (21,96) 72,37 (53,75) (11,55) (63,04) (48,22) (3,25) mulj
Mali 1,02-2031 14,18 0,00-6589 1,00 64,24 35181850 019119273 164574 pijesak  sljunkovito
Ston  (9,52) 76,86 (47,64) (31,40) (11,44) (224,72) (303,98) (3,00) ;)’S;’s'gi‘”“

120



Tablica 20. Prosjecni sezonski udjeli veli¢inskih frakcija i prosjeci parametara Mz, Md i So po podru¢jima.

Podrucje Sezona Pijesak (%) Prah (%) Glina (%) Sljunak (%) Mz (um) Md (um) So
Usce Zima 3496-9323 495-60,53 1,62-1045 0,04-310  33,20-272,53 2569-47651 1,18-3,04
Neretve (65,65) (29,09) (4,50) (0,76) (133,68) (219,78) (2,12)
Proljee 0,67 — 64,48 25,43 - 0,00-18,558 0,21-12,07 11,31-218,23 9,89 —507,45 0,58 — 4,17
(32,01) 99,01 (57,61) (7,01) (3,37) (95,60) (130,36) (2,56)
Ljeto 27,57-91,04 7,06-63,22 161-15,77 0,00-2,06 22,44 — 25454 12,12 — 422,47 1,14 -2,77
(56,03) (37,66) (5,76) (0,55) (105,53) (149,63) (2,01)
Jesen 23,87-93,19 535-5514 1,29-20,97 0,00-2392 14,39-857,18 9,05-512,81 1,04 -2,44
(57,60) (31,77) (6,56) (4,06) (238,51) (205,87) (2,13)
Malostonski  Zima 545-58,23  0,00-6502 300-6424 0,14-2889 351-35576 0,19-1192,73 2,01-5,74
zaljev (30,55) (40,96) (15,65) (12,83) (93,98) (147,80) (3,49)
Prolje¢e 18,68-74,51 6,05-67,75 100-11,30 0,03-34,63 23,02-81850 22,47-51541 1,64-4,26
(35,53) (44,84) (6,86) (12,78) (183,51) (163,71) (2,90)
Ljeto 11,60-76,86 8,24-72,37 163-18,16 0,45-30,13 13,10-585,28 11,63-542,10 1,64 - 4,04
(25,19) (53,45) (10,96) (10,40) (89,17) (65,86) (2,92)
Jesen 1492 -69,52 22,15- 478-1739 1,15-9,29 19,18 - 139,23 13,04 — 168,26 1,99-2,93
(26,16) 66,16 (56,16) (11,92) (5,76) (36,68) (37,66) (2,67)
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Slika 44. Sezonska varijabilnost sastava veli¢ine zrna sedimenta (udio $ljunka, pijeska, praha i gline) po postajama tijekom

istraZzivanog razdoblja.
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Slika 45. Prostorno-vremenska raspodjela veli¢inskih frakcija sedimenta (Sljunak, pijesak, prah i glina) po postajama tijekom

istrazivanog razdoblja.
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Slika 46. Prosje¢ni udjeli $ljunka, pijeska, praha i gline u povrSinskim sedimentima na
istrazivanim postajama i sezonama.
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Slika 47. Prostorne i sezonske promjene parametara Mz i Md u povrs§inskim sedimentima.
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Slika 48. Prostorna i sezonska raspodjela parametra So u povrsinskim sedimentima.

Spearmanova Kkorelacijska analiza (slika 49) pokazala je znacajne povezanosti izmedu
veli¢inskih frakcija i granulometrijskih parametara. Pijesak je bio snazno negativno povezan
sa prahom (p = -0,82; p = 2,53x10°%%) i glinom (p = -0,78; p = 9,00x10717), dok su prah i
glina bili pozitivno povezani (p = 0,58; p = 1,08x10°7). Obje sitnozrnate frakcije bile su
negativno povezane s parametrima Mz (prah p = -0,84; p = 5,99x10?; glina p =-0,75; p =
5,01x107%%) i Md (prah p =-0,79; p = 9,63x10718; glina p = -0,82; p = 1,33x10-%°). Suprotno
tome, pijesak je bio pozitivno povezan s Mz (p = 0,79; p = 1,33x10°1) i Md (p = 0,86; p =
3,61x1072%). Parametri Mz i Md bili su medusobno snazno povezani (p = 0,93; p =
4,34x1073°). Parametar So bio je pozitivno povezan sa §ljunkom (p = 0,70; p = 4,23x10712) i
glinom (p =0,41; p = 2,00x10°%), dok korelacije parametra So s pijeskom, prahom, Mz i Md

nisu bile statisticki znacajne.
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Slika 49. Spearmanova korelacijska matrica granulometrijskih parametara (Mz, Md, So) i

veli¢inskih frakcija (Sljunak, pijesak, prah i glina) u povrsinskim sedimentima.

Shapiro-Wilkov test normalnostiukazao je na odstupanje od normalne raspodjele za vecinu
analiziranih varijabli, dok za varijable So, Mz i glinu nije utvrdeno statisticki znacajno

odstupanje od normalne raspodjele (tablica 21).

Tablica 21. Rezultati Shapiro-Wilk testa normalnosti.

Varijabla w p

Pijesak 0,92 5,70x107°
Prah 0,78 7,56x1071°
Glina 0,98 0,14
Sljunak 0,89 3,65x10°°
Mz 0,98 0,36

Md 0,95 1,60x10°3
So 0,99 0,62

Prostorne razlike u sastavu sedimenta procijenjene su testom PERMANOVA, koji je

potvrdio statisticki znacajne razlike u raspodjeli veli¢ine zrna izmedu podruc¢ja Malostonskog
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zaljeva i uiéa rijeke Neretve (F = 19,80; p = 1,00x10™*), dok sezonske razlike nisu bile

statistiCki znacajne.

Analiza glavnih komponenti pokazala je da prve dvije glavne komponente objasnjavaju
78,89 % ukupne varijabilnosti podataka koji opisuju sastav sedimenta prema veli€ini zrna,
ukljucujuéi udjele pojedinih veli¢inskih frakcija te parametre Mz, Md i So. Pritom PCl1
objasnjava 52,99 %, a PC2 25,90 % varijabilnosti. Prema modelu slomljene palice, samo
PC1 i1 PC2 imaju svojstvene vrijednosti ve¢e od ocekivanih te se smatraju statisticki

znaCajnima (slika 50).
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EKomponenta
Slika 50. Dijagram glavnih komponenti veli¢inskih frakcija uz usporedbu s modelom

slomljene palice.

Komponenta PC1 pozitivno je povezana s pijesakom (0,44), Mz (0,47) i Md (0,48), dok je
negativno povezana sa prahom (-0,35) i glinom (-0,44) (slika 51). Komponenta PC2

pozitivno je povezana sa $ljunakom (0,66) i parametrom So (0,65) (slika 52).
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Slika 51. Opterecenja veli¢inskih frakcija sedimenta na komponenti PC1.
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Slika 52. Opterecenja veli¢inskih frakcija sedimenta na komponenti PC2.

4.1.2. Udio organske tvari i karbonata u odnosu na karakteristike velic¢ine zrna sedimenta

Analiza udjela organske tvari 1 karbonata u povrSinskim sedimentima pokazuje razlike
izmedu podruc¢ja usca rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva te prostornu i sezonsku
promjenjivost sastava sedimenta. Prosjecni udio organske tvari nizi je u podruc¢ju uséa rijeke
Neretve (3,54 %) nego u Malostonskom zaljevu (6,88 %), dok su prosjecni udjeli karbonata
usporedivi izmedu podrucja, s 49,46 % u podrucju uscéa rijeke Neretve 1 51,65 % u

Malostonskom zaljevu.
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U podru¢ju usca rijeke Neretve udio organske tvari iznosi od 0,37 do 10,78 %, a udio
karbonata od 34,07 do 92,38 %. Zima i ljeto izdvajaju se nizim udjelima organske tvari, od
0,37 do 5,00 % zimi te od 0,64 do 6,89 % ljeti, dok su proljece 1 jesen obiljezeni visSim
udjelima, od 2,52 do 9,19 % u proljece te od 0,53 do 10,78 % u jesen. Najvisi udio organske
tvari zabiljeZen je na postaji Skoj, u jesen 2023. godine (10,78 %), a najniZi na postaji Ploce,
u zimu 2023. godine (0,37 %). Udjeli karbonata ne pokazuju dosljedan sezonski obrazac te
iznose od 42,71 do 63,58 % zimi, od 34,07 do 83,71 % u proljece, od 39,32 do 53,29 % ljeti
10d 38,95 do 92,38 % u jesen. Najvisi udio karbonata zabiljeZen je na postaji Ploce, u jesen

2022. godine (92,38 %), a najnizi na postaji Skoj, u prolje¢e 2023. godine (34,07 %).

U Malostonskom zaljevu udio organske tvari iznosi od 1,90 do 10,00 %, a udio karbonata od
36,24 do 95,51 %. Udjeli organske tvari tijekom svih sezona ostaju u slicnim rasponima: od
2,54 do 9,18 % zimi, od 3,06 do 9,69 % u proljece, od 3,31 do 9,58 % ljeti i od 1,90 do 10,00
% u jesen, bez jasnog izdvajanja pojedine sezone. Najvisi udio organske tvari zabiljezen je
na postaji Kanal Usko, u jesen 2022. godine (10,00 %), a najnizi na postaji Bistrina, takoder
u jesen 2022. godine (1,90 %). Udjeli karbonata pokazuju Siri raspon u proljece, od 36,24 do
95,24 %, i jesen, od 37,42 do 95,51 %, nego zimi, od 37,59 do 91,02 %, i ljeti, od 37,40 do
84,48 %. Najvisi udio karbonata zabiljezen je na postaji Mali Ston, u jesen 2023. godine
(95,51 %), a najnizi na postaji Bistrina, u proljece 2022. godine (36,24 %).

Prosje¢ni udjeli 1 rasponi udjela organske tvari 1 karbonata u povrSinskom sedimentu po

postajama i sezonama prikazani su u tablicama 22 i 23.

Tablica 22. Rasponi i prosjecni udjeli organske tvari i karbonata u povr§inskom sedimentu

po postajama.

Postaja Organska tvar (%) Karbonati (%0)

Plote 0,37 — 8,34 (2,08) 36,24 — 92,38 (52,66)
Blace 1,19 - 8,89 (3,42) 35,39 — 52,18 (46,69)
Skoj 1,51 10,78 (5,13) 34,07 — 83,71 (49,02)
Kanal Usko 4,57 — 10,00 (7,74) 37,42 — 56,85 (43,62)
Banja 4,12 - 9,56 (7,80) 37,59 — 56,22 (44,25)
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Bistrina 1,90 - 9,69 (7,30) 36,24 — 59,56 (43,59)
Mali Ston 2,49 — 9,58 (4,68) 40,76 — 95,51 (75,13)

Tablica 23. Rasponi i prosjecni sezonski udjeli organske tvari i karbonata u povr§inskom

sedimentu po podrucjima.

Podrudje Sezona  Organska tvar (%) Karbonati (%0)

Usce Zima 0,37 -5,00 (2,45) 42,71 - 63,58 (50,57)

Neretve Prolje¢e 2,52 — 9,19 (6,09) 34,07 — 83,71 (47,17)
Ljeto 0,64 —6,89 (2,73) 39,32 — 53,29 (47,95)
Jesen 0,53 —10,78 (4,80) 38,95 - 92,38 (52,52)

Malostonski  Zima 2,54 — 9,18 (6,76) 37,59 — 91,02 (54,62)

zaljev Prolje¢e 3,06 — 9,69 (7,27) 36,24 — 95,24 (54,87)
Ljeto 3,31 - 9,58 (6,95) 37,40 — 84,48 (48,39)
Jesen 1,90 — 10,00 (6,58) 37,42 — 95,51 (49,00)

Prostorna i sezonska raspodjela udjela organske tvari i karbonata prikazane su na Slici 53.
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Slika 53. Prostorna i sezonska raspodjela udjela organske tvari i karbonata (%) u povrsinskim sedimentima.
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Spearmanova korelacijska analiza pokazala je statisticki znacajne povezanosti organske tvari i
karbonata s pojedinim veli¢inskim frakcijama i1 granulometrijskim parametrima (slika 54).
Organska tvar pokazala je pozitivnu korelaciju sa sitnozrnatim frakcijama, prahom (p = 0,52; p =
1,16x10 %) i glinom (p = 0,49; p = 8,52x10 %), kao i s parametrom So (p = 0,41; p = 3,35x103) i
udjelom $ljunka (p = 0,44; p = 1,25x103). Istodobno, organska tvar bila je negativno povezana s
udjelom pijeska (p = -0,67; p = 7,94x10 '!) te parametrima Mz (p = -0,39; p = 7,53x10 %) i Md (p
= -0,50; p = 3,66x10°). Udjeli karbonata pokazali su suprotan obrazac, pozitivnu korelaciju s
udjelom pijeska (p = 0,58; p = 2,64x107), Mz (p = 0,53; p = 8,52x10%) i Md (p = 0,56; p =
1,15x10 ©), te negativnu korelaciju sa prahom (p = -0,58; p = 2,49x107), glinom (p = -0,42; p =
1,75x10?) i organskom tvari (p = -0,54; p = 6,78x10 ).
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Slika 54. Spearmanova korelacijska matrica izmedu granulometrijskih parametara (Mz, Md, So),
veli¢inskih frakcija (§ljunak, pijesak, prah i glina), organske tvari (OT) i karbonata u povrsinskom
sedimentu.

Test normalnosti (Shapiro-Wilk) potvrdio je statisti¢ki zna¢ajna odstupanja od normalne raspodjele
za obje analizirane varijable, organsku tvar (W = 0,90; p=1,11 x 10-°) i karbonate (W = 0,86; p =
2,78 x 107). Stoga su u daljnjoj analizi primijenjene neparametrijske statisticke metode. Analiza
PERMANOVA pokazala je statisti¢ki znacajne razlike u sastavu povrSinskog sedimenta izmedu

Malostonskog zaljeva i podruéja uséa rijeke Neretve (F = 17,14; p = 1,00 x 10~%), dok sezonske
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razlike nisu bile statisti¢ki znacajne. Dobiveni rezultati potvrdeni su PCA analizom. Prema kriteriju
modela slomljene palice (slika 55), zadrzane su prve dvije komponente, koje zajedno objasnjavaju
71,95 % ukupne varijance (PC1 = 49,67 %; PC2 = 22,28 %).
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Slika 55. Dijagram glavnih komponenti (veli¢inske frakcije, organska tvar i karbonati) uz

usporedbu s modelom slomljene palice.

Komponentu PC1 karakteriziraju pozitivna opterecenja pijeska, parametara Mz i Md te karbonata,
dok su prah, glina i organska tvar negativno povezani s tom komponentom (slika 56). Komponentu

PC2 ponajprije odreduju pozitivna opterecenja §ljunka i parametra So (slika 57).
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Slika 56. Opterecenja velicinskih frakcija sedimenta, organske tvar i karbonata na komponenti

PCL.
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Slika 57. Opterecenja veli¢inskih frakcija sedimenta, organske tvar i karbonata na komponenti
PC2.

4.2. Prostorno-sezonska raspodjela metala

4.2.1. Skoljkasi

Maseni udjeli analiziranih metala odredeni su u uzorcima mekog tkiva dagnji iz prirodnih
populacija s podrucja uSca rijeke Neretve te u uzorcima uzgojnih populacija iz Malostonskog
zaljeva. U podrucju uséa rijeke Neretve utvrdeni su visi maseni udjeli Cr, Cu, Fe, Mn i Ni, dok su
u Malostonskom zaljevu visi maseni udjeli Zn, Pb, Cd 1 Hg (slika 58). NajizraZenija razlika izmedu
istrazivanih podrucja utvrdena je za Cr, €iji je maseni udio u uzorcima s podrucja uSca rijeke
Neretve bio za 47,40 % visi nego u uzorcima iz Malostonskog zaljeva. U Malostonskom zaljevu
najvisi maseni udio Cr utvrden je na postaji Kanal Usko, a u podrucju us¢a rijeke Neretve na postaji

Ploce.
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Slika 58. Prikaz raspodjele masenih udjela metala u mekom tkivu dagnji po postajama i sezonama.

Sezonska raspodjela pokazala je da su najvisi srednji maseni udjeli vecine metala utvrdeni u
zimskom razdoblju. To se odnosi na Fe (531,25 mg/kg), Mn (18,71 mg/kg), Zn (146,57 mg/kg),
Ni (2,80 mg/kg), Pb (0,98 mg/kg), Cd (1,12 mg/kg) 1 Hg (0,13 mg/kg), dok su najvisi srednji maseni
udjeli Cr (7,55 mg/kg) 1 Cu (10,16 mg/kg) utvrdeni u jesenskom razdoblju. Najnizi srednji maseni
udjeli Cr, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg utvrdeni su ljeti, dok su najnizi srednji maseni udjeli Cu i Cd

utvrdeni u proljece.

Razlike izmedu istrazivanih podruc¢ja mijenjale su se ovisno o sezoni, ali je op¢i prostorni obrazac
uglavnom ostao sli¢an. U zimskom razdoblju u podrucju uséa rijeke Neretve bili su visi maseni
udjeli Cr, Cu, Fe, Mn i Ni, dok su u Malostonskom zaljevu bili vi§i maseni udjeli Zn, Pb, Cd i Hg,
pri Cemu je najizrazenija razlika utvrdena za Cr (55,00 %). U proljece su najvece razlike izmedu

istrazivanih podrué¢ja utvrdene za Mn (66,80 %) i Zn (43,30 %), dok su ljeti najizrazenije razlike
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utvrdene za Cr (64,30 %), Mn (41,50 %), Fe (41,40 %) i Cd (40,50 %). U jesenskom razdoblju
najizrazenije razlike zabiljezene su za Cr (71,80 %) i Hg (58,00 %).

Maseni udjeli analiziranih metala razlikovali su se medu postajama ovisno o sezoni, bez dosljednog
izdvajanja iste postaje tijekom cijele godine. U Malostonskom zaljevu tijekom zime na postajama
Kanal Usko, Banja i Bistrina utvrdeni su visi maseni udjeli Cr nego na postaji Mali Ston, dok je na
postaji Bistrina utvrden i visi maseni udio Fe. U proljece je postaja Kanal Usko imala visi maseni
udio Cr nego postaje Banja, Bistrina i Mali Ston, dok su na postajama Banja i Bistrina u odnosu na
Kanal Usko utvrdeni visi maseni udjeli Cu, Fe, Mn, Ni i Pb. Na postaji Banja dodatno su utvrdeni
visi maseni udjeli Zn i Hg, a na postaji Mali Ston viSi maseni udjeli Ni, Pb, Cd i Hg. Ljeti su na
postaji Kanal Usko utvrdeni vis$i maseni udjeli Cu, Fe, Ni i Cd nego na postaji Banja, vi§i maseni
udjeli Fe i Cd nego na postaji Bistrina te vi$i maseni udio Cd nego na postaji Mali Ston. U jesen
su na postajama Kanal Usko 1 Bistrina utvrdeni vis$i maseni udjeli Cu, Pb 1 Cd nego na postaji
Banja, dok je na postaji Bistrina utvrden i vi$i maseni udio Zn. U istom razdoblju postaja Mali Ston
imala je viSe masene udjele Cr, Fe, Pb i Cd nego postaja Banja, dok su maseni udjeli Cr i Cu na

postaji Kanal Usko bili vis$i nego na postaji Mali Ston.

U podrucju usca rijeke Neretve tijekom zime na postaji Plo¢e utvrdeni su visi maseni udjeli Cr i
Zn nego na postaji Blace. Na postaji Skoj utvrdeni su visi maseni udjeli Fe, Ni i Cd nego na postaji
Blace te vi$i maseni udjeli Mn 1 Ni nego na postaji Ploce. U proljece su na postaji Ploc¢e utvrdeni
visi maseni udjeli Mn i Cu nego na postaji Skoj, dok je na postaji Blace utvrden visi maseni udio
Cr nego na postaji Ploge te visi maseni udjeli Mn i Cu nego na postaji Skoj. Ljeti su na postaji
Ploc¢e utvrdeni viSi maseni udjeli Pb 1 Cd nego na postaji Blace te viSi maseni udjeli Cr 1 Hg nego
na postaji Skoj. Na postaji Blace u istom su razdoblju utvrdeni vi§i maseni udjeli Cr i Fe nego na
postaji Skoj. U jesen su na postaji Plo¢e utvrdeni visi maseni udjeli Cr, Cu, Fe, Ni, Pb i Cd nego
na postaji Blace te visi maseni udjeli Cu, Fe, Ni i Mn nego na postaji Skoj. Na postaji Skoj utvrdeni

su visi maseni udjeli Cr i Cd nego na postaji Blace.

Utvrdene razlike u raspodjeli masenih udjela metala izmedu istraZivanih podrucja i sezona ispitane
su multivarijatnim analizama. Shapiro-Wilk test pokazao je znaajna odstupanja od normalne
raspodjele za Cr, Cu, Ni i Hg. Primjenom PERMANOVA analize utvrdene su statisticki znacajne
razlike izmedu uzoraka prirodnih populacija dagnji s podrucja usca rijeke Neretve 1 uzoraka
uzgojnih populacija iz Malostonskog zaljeva (pseudo-F = 4,94; p = 9,00 x 10%), kao i izmedu
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sezona (pseudo-F = 5,10; p = 1,00 x 10-3). Parne usporedbe pokazale su statisti¢ki znacajne razlike
izmedu zime i ljeta (p = 6,00 x 10-3), proljeéa i ljeta (p = 7,80 x 10-3) te ljeta i jeseni (p = 3,00 x
10°2).

Primjenom SIMPER analize utvrdeno je da razlikama izmedu istrazivanih podru¢ja najvise
doprinose Zn, Cd, Cr, Mn i Ni. Uzorke prirodnih populacija dagnji s podruc¢ja usca rijeke Neretve
karakterizirali su vi$i prosje¢ni maseni udjeli Cr, Mn, Ni, Fe i Cu, dok su u uzorcima uzgojnih

populacija iz Malostonskog zaljeva utvrdeni visi prosje¢ni maseni udjeli Zn, Cd, Pb 1 Hg (slika
59).

O Prirodne populacije dagnji (podrucje usca rijeke Neretve)

E Uzgojne populacije dagnji (podrucje Malostonskog zaljeva)
0,5

03

i WWJWJ%

03

Doprinos %

05
Zn Cd Cr Mn Ni Pb Fe Hg Cu

Slika 59. Relativni doprinosi pojedinih metala razlikama izmedu uzoraka prirodnih populacija

dagnji s podrucja uséa rijeke Neretve i uzoraka uzgojnih populacija iz Malostonskog zaljeva.

Primjenom SIMPER analize utvrdeni su metali koji najviSe doprinose razlikama medu sezonama
(slika 60). Razlikama izmedu zime i ljeta najvise su doprinosili Fe, Hg, Mn, Pb i Ni, ¢iji su maseni
udjeli bili visi u zimskom razdoblju. Razlikama izmedu proljeca i ljeta najvise su doprinosili Mn,
Fe, Cr, Zn 1 Hg, ¢iji su maseni udjeli bili visi u proljetnom razdoblju. Razlikama izmedu ljeta i
jeseni najvise su doprinosili Cu, Cr, Pb, Fe 1 Cd, ¢iji su maseni udjeli bili visi u jesenskom

razdoblju.
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Slika 60. Relativni doprinosi pojedinih metala razlikama izmedu sezona: zima — ljeto, prolje¢e —

ljeto te ljeto — jesen.

Analiza glavnih komponenti provedena je radi dodatnog ispitivanja zajednicke varijabilnosti
masenih udjela metala te usporedbe dobivenih rezultata s rezultatima korelacijske i multivarijatnih
analiza. Prema modelu slomljene palice, samo je PC1 zadovoljila kriterij za ukljuc¢ivanje u

interpretaciju, dok ostale komponente nisu zadovoljile taj kriterij (slika 61).
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Slika 61. Dijagram glavnih komponenti za masene udjele metala u dagnjama s prikazom modela

slomljene palice.
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Komponenta PC1 pokazala je najviSa pozitivna opterec¢enja za Fe, Ni, Pb, Mn i Cd (slika 62), §to
upucéuje na njihovu zajedni¢ku varijabilnost u analiziranim uzorcima dagnji. Komponenta PC2
pokazala je najvise pozitivno opterec¢enje za Cr te negativna opterecenja za Zn, Pb, Cd 1 Hg (slika
63). Budu¢i da PC2 nije zadovoljila kriterij modela slomljene palice, njezine rezultate treba
razmatrati samo kao dodatnu informaciju. Unato¢ tome, suprotan raspored Cr u odnosu na Zn, Pb,
Cd i Hg na PC2 podudara se sa smjerom razlika utvrdenih SIMPER analizom, prema kojoj su Zn,
Cd, Pb 1 Hg bili visi u uzorcima iz Malostonskog zaljeva, dok je Cr bio visi u uzorcima s podrucja

usSca rijeke Neretve.
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Slika 62. Opterecenja metala na komponenti PC1.
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Slika 63. Opterecenja metala na komponenti PC2.
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4.2.2. Sediment

Maseni udjeli analiziranih metala odredeni su u uzorcima povrsinskog sedimenta s podrucja uséa

rijeke Neretve 1 Malostonskog zaljeva. U Malostonskom zaljevu utvrdeni su visi maseni udjeli Cr,

Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg, dok je u podrucju usca rijeke Neretve utvrden neznatno visi maseni

udio Cd (slika 64). Najizrazenije razlike izmedu istrazivanih podrucja utvrdene su za Ni (75,00 %),

Pb (55,00 %), Zn (49,70 %) i Fe (42,70 %). Unutar Malostonskog zaljeva postaje Kanal Usko,

Banja i Bistrina imale su slicne srednje masene udjele analiziranih metala, pri ¢emu razlike nisu

prelazile 8,00 %. Postaja Mali Ston izdvojila se nizim masenim udjelima Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni,

Pb i Hgu odnosu na ostale postaje zaljeva. Maseni udjeli Cd medu postajama Malostonskog zaljeva

bili su ujednadeni, s razlikama do 2,60 %. U podruéju uiéa rijeke Neretve postaja Skoj izdvojila se

vi§im masenim udjelima Ni 1 Pb.
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Slika 64. Prikaz raspodjele masenih udjela metala u povrSinskom sedimentu po postajama i

S€zonama.

Sezonska raspodjela masenih udjela metala pokazala je da su najvisi srednji maseni udjeli Fe, Mn,

Zn, Cu, Pb, Cd, Ni i Hg utvrdeni u proljetnom razdoblju, dok je najvisi srednji maseni udio Cr
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utvrden ljeti. U proljece su srednji maseni udjeli iznosili 23 300,93 mg/kg za Fe, 497,48 mg/kg za
Mn, 81,71 mg/kg za Zn, 17,17 mg/kg za Cu, 19,98 mg/kg za Pb, 0,24 mg/kg za Cd, 45,26 mg/kg
za Ni 1 0,06 mg/kg za Hg. Ljeti je srednji maseni udio Cr iznosio 101,12 mg/kg. Najnizi srednji
maseni udjeli Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Cd, Cr i Ni utvrdeni su zimi, dok je najniZi srednji maseni udio

Hg utvrden u jesen.

Razlike izmedu istrazivanih podruc¢ja mijenjale su se ovisno o sezoni i metalu. Zimi su u podrucju
usca rijeke Neretve bili visi maseni udjeli Cr i Cd, dok su u Malostonskom zaljevu bili viS§i maseni
udjeli Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg. Najizrazenije razlike utvrdene su za Ni (67,50 %), Pb (53,20
%), Zn (45,10 %) i Fe (40,20 %). U proljece su u podruc¢ju uséa Neretve bili visi maseni udjeli Cu,
Zn, Cd i Hg, dok su u Malostonskom zaljevu bili vi$i maseni udjeli Cr, Fe, Mn, Ni i Pb, uz najvecu
razliku za Cu (41,80 %). Ljeti je u podrucju us¢a Neretve bio visi samo maseni udio Hg, dok su
ostali analizirani metali bili vi§i u Malostonskom zaljevu. Najvece razlike ljeti utvrdene su za Ni
(93,50 %), Pb (70,20 %), Zn (68,50 %), Fe (53,60 %) i Mn (47,70 %). U jesen je u podrucju uscéa
Neretve bio visi maseni udio Cd, dok su Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb 1 Hg bili vi$i u Malostonskom
zaljevu, s najizrazenijim razlikama za Ni (110,30 %), Pb (87,40 %), Zn (83,60 %), Fe (70,60 %) i
Cu (61,80 %).

Razlike medu postajama takoder su se razlikovale prema sezoni. U Malostonskom zaljevu zimi su
na postajama Kanal Usko, Banja i Bistrina utvrdeni vi$i maseni udjeli Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg
nego na postaji Mali Ston. U proljece su na istim postajama utvrdeni visi maseni udjeli Cu, Fe, Zn,
Ni, Pb i Hg nego na postaji Mali Ston, a na postaji Kanal Usko 1 vi§i maseni udio Mn. Maseni
udjeli Cr i Cd u proljece su bili visi na postajama Mali Ston i Bistrina nego na postaji Banja. Ljeti
su na postaji Banja utvrdeni viSi maseni udjeli Fe i Ni nego na postaji Mali Ston. U jesen su na
postajama Kanal Usko, Banja i Bistrina utvrdeni vi§i maseni udjeli Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg

nego na postaji Mali Ston, dok su Cr i Cd bili visi na postaji Bistrina nego na postaji Mali Ston.

U podru¢ju u$éa rijeke Neretve zimi su na postaji Skoj utvrdeni visi maseni udjeli Cu, Zn, Ni, Pb i
Hg nego na postajama Ploce 1 Blace te viSi maseni udjeli Cr, Fe 1 Cd nego na postaji Ploce. Na
postaji Blace zimi su utvrdeni viSi maseni udjeli Cu, Zn, Ni, Pb i Hg nego na postaji Ploc¢e. U
proljeée su na postaji Plo¢e utvrdeni visi maseni udjeli Cr, Cd i Hg nego na postajama Blace i Skoj
te vi§i maseni udjeli Cu, Fe i Zn nego na postaji Skoj. Maseni udio Cu u proljeée je bio visi na

postaji Blace nego na postaji Skoj. Ljeti su na postaji Skoj utvrdeni vi§i maseni udjeli svih
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analiziranih metala nego na postaji Ploce te visi maseni udjeli Cr, Cu, Fe, Zn, Ni, Pb i Cd nego na
postaji Blace. Maseni udio Hg ljeti je bio visi na postaji Blace nego na postaji Plo¢e. U jesen su na
postaji Blace utvrdeni visi maseni udjeli Cu, Ni i Pb nego na postaji PloCe te vis$i maseni udjeli Cu,
Fe, Ni i Pb nego na postaji Skoj. Maseni udjeli Cr i Cd u jesen su bili visi na postaji Plode nego na

postajama Blace i Skoj.

Razlike u raspodjeli masenih udjela metala izmedu istrazivanih podru¢ja ispitane su
multivarijatnim analizama. Shapiro-Wilk test pokazao je odstupanja od normalne raspodjele za sve
analizirane metale, ¢ime je opravdana primjena neparametrijskih testova. PERMANOVA analiza
potvrdila je statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka povrSinskog sedimenta iz Malostonskog
zaljeva i uzoraka iz podrudja uséa rijeke Neretve (pseudo-F = 9,50; p = 6,0 x 10#). Sezonske

razlike nisu bile statisti¢ki znacajne.

Analiza SIMPER pokazala je da razlikama izmedu istraZivanih podrucja najvise doprinose Mn, Ni,
Pb, Zn, Cd i Cu, koji zajedno ¢ine priblizno 69 % ukupnih razlika izmedu skupina. Takav rezultat
u skladu je s prostornom raspodjelom metala prikazanom na slici 64, prema kojoj su u uzorcima
povrsinskog sedimenta iz Malostonskog zaljeva utvrdeni vis$i maseni udjeli Cr, Cu, Fe, Mn, Zn,

Ni, Pb i Hg, dok je u podruéju uséa rijeke Neretve utvrden neznatno visi maseni udio Cd (slika 65).
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Slika 65. Relativne razlike u masenim udjelima metala izmedu podru¢ja Malostonskog zaljeva i

usca rijeke Neretve.

Analiza glavnih komponenti provedena je radi dodatnog ispitivanja zajedni¢ke varijabilnosti

masenih udjela metala i usporedbe dobivenih rezultata sa SIMPER analizom. Prema modelu

143



slomljene palice, samo je komponenta PC1 zadovoljila kriterij za uklju¢ivanje u interpretaciju, dok

ostale komponente nisu zadovoljile navedeni kriterij (slika 66).
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Slika 66. Dijagram glavnih komponenti za masene udjele metala u sedimentu s prikazom modela

slomljene palice.

Komponenta PC1 objasnjava 75,13 % ukupne varijabilnosti i obiljezena je pozitivnim
opterecenjima svih analiziranih metala. NajviSa pozitivna opterec¢enja na PC1 utvrdena su za Fe,
Zn, Pb, Ni, Cu i Mn, dok je najnize opterecenje utvrdeno za Cd (slika 67). Komponenta PC2
objasnjava 10,43 % ukupne varijabilnosti 1 pokazuje visoko pozitivno optere¢enje za Cd (slika 68).
Budu¢i da PC2 nije zadovoljila kriterij modela slomljene palice, njezine rezultate treba razmatrati
samo kao dodatnu informaciju. Takav raspored optereCenja odgovara glavnoj razlici izmedu
istrazivanih podru¢ja, buduéi da su u uzorcima povrsinskog sedimenta iz Malostonskog zaljeva
utvrdeni visi maseni udjeli Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb 1 Hg. Kadmij se razlikuje od ostalih metala
jer je njegov maseni udio bio neznatno visi u podruéju uscéa rijeke Neretve, ali zbog niskog

opterecenja na PC1 ne odreduje glavni smjer zajednicke varijabilnosti metala u sedimentu.
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Slika 68. Opterecenja metala na komponenti PC2.

4.3. Utjecaj fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta na ukupni sadrzaj metala u

Skoljkasima i sedimentu

Spearmanova korelacijska analiza pokazala je statisticki znacajne povezanosti izmedu masenih
udjela metala i udjela pojedinih veli¢inskih frakcija sedimenta (slika 69). Svi analizirani metali,
osim Cd-a, bili su znacajno pozitivno korelirani s udjelom praha i organske tvari, a negativno s
udjelima pijeska 1 karbonata. Kadmij nije pokazao statisticki znacajne korelacije ni s jednom

analiziranom fizikalno-kemijskom znacajkom sedimenta.

Statisticki znacajne pozitivne korelacije s udjelom gline utvrdene su za Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cu i

Hg. Isti su metali pokazali statisticki znacajne negativne korelacije s parametrima Mz i Md.
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Dodatno je za Cr utvrdena statisticki znacajna negativna korelacija s parametrom Md. Parametar

So i frakcija Sljunka nisu bili statisticki znac¢ajno povezani ni s jednim analiziranim metalom.

Unutar skupine metala u povrSinskom sedimentu utvrdene su vrlo snazne medusobne korelacije
izmedu Fe, Mn, Zn, Ni i Pb, pri ¢emu su Spearmanovi koeficijenti korelacije bili ve¢i od 0,88 (p >
0,88). Krom i Cu pokazali su statisti¢ki znacajne pozitivne korelacije s Fe, Mn, Zn, Pb, Ni 1 Hg,
kao i medusobno. Ziva je bila najsnaznije povezana s Cu, Pb, Zn i Fe, dok je Cd pokazao statisti¢ki

znacajnu korelaciju samo s Cu.

Slika 69. Spearmanova korelacijska matrica izmedu granulometrijskih parametara (Mz, Md, So),
veli¢inskih frakcija sedimenta ($ljunak, pijesak, prah i glina), organske tvari (OT), karbonata i

metala u povrsinskom sedimentu..

Analiza PLS provedena izmedu fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta i masenih udjela metala
(slike 70 1 71), pokazala je da su prah, glina i organska tvar povezani s viSim masenim udjelima
metala. Nasuprot tomu, pijesak, karbonati te parametri Mz i Md povezani su s nizim masenim
udjelima metala. Takav je odnos vidljiv i iz smjera optere¢enja na prvoj komponenti, koja je bila
jedina statisticki znacajna komponenta (p = 1,20 x 10°%) te je objasnjavala 97,56 % ukupne
kovarijance. Sitnozrnate frakcije, organska tvar i svi analizirani metali imali su negativna

opterecenja, dok su pijesak, karbonati, Mz 1 Md imali pozitivna optereCenja, Sto je u skladu s

146



rezultatima Spearmanove korelacijske analize. Frakcija §ljunka i parametar So imali su vrlo mala

opterecenja, §to upucuje na njihov manji doprinos ukupnoj varijabilnosti.
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Slika 70. Opterecenja fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta na prvoj PLS komponenti.
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Slika 71. Opterecenja analiziranih metala u sedimentu na prvoj PLS komponenti.

Kako bi se procijenila povezanost veli¢inskih frakcija sedimenta, parametara raspodjele veli€ine
zrna, organske tvari i karbonata s raspodjelom metala u sedimentu, provedena je RDA analiza.
Ukupni model bio je statisti¢ki znacajan (R2 = 0,64; p = 1,00 x 10-%). Kanoni¢ka os RDA1 objasnila
je najveci dio varijabilnosti (58,10 %), dok je doprinos svake od preostalih osi bio manji od 4 %.
Navedeni rezultati upu¢uju na dominantnu interpretacijsku vrijednost osi RDA1. Na osi RDAL svi

analizirani metali, frakcije praha i gline, organska tvar te parametar So imali su pozitivne
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projekcije. Medu metalima su najizrazenije pozitivne projekcije zabiljezene za Pb, Fe, Zn, Ni, Cu
1 Mn. Kadmij je imao najkracu pozitivnu projekciju, Sto upucuje na njegovu slabiju povezanost s
prahom, glinom i organskom tvari u odnosu na ostale analizirane metale. Nasuprot tomu, pijesak,
karbonati te parametri Mz i Md imali su negativne projekcije na osi RDAL i bili su povezani s

nizim masenim udjelima metala u sedimentu.

Budu¢i da su dagnje i sediment uzorkovani istodobno, na istim postajama i tijekom istih sezona,
provedena je dodatna analiza kako bi se procijenila povezanost masenih udjela metala u dagnjama
s fizikalno-kemijskim znacajkama sedimenta. Spearmanova korelacijska analiza pokazala je da
izmedu masenih udjela metala u dagnjama i veli¢inskih frakcija sedimenta nisu utvrdene statisticki
znacajne korelacije za ve¢inu metala (slika 72). Iznimke su bili Zn i1 Pb, ¢iji su maseni udjeli u
dagnjama bili pozitivno povezani s udjelom §ljunka u sedimentu. Nijedan metal nije pokazao
statisticki znacajnu korelaciju s udjelima organske tvari ili karbonata u sedimentu. Unutar skupine
metala u dagnjama izdvojila se skupina koju su ¢inili Fe, Mn i Ni, ¢iji su maseni udjeli bili
medusobno pozitivno povezani. Maseni udjeli Ni bili su pozitivno povezani s masenim udjelima
Fe, Mn, Cu, Pb 1 Cd. Pozitivne korelacije utvrdene su i izmedu Pb i Cu, Fe, Zn, Ni, Cd i Hg te
izmedu Cd i Zn, Ni i Pb. Za Cu su utvrdene pozitivne korelacije s Mn, Ni i Pb, za Cr samo s Fe, a
zaHgs Fe i Pb.

Karbonati

__________________________

------------------------------------------------------------------

Slika 72. Spearmanova korelacijska matrica izmedu metala u dagnjama i fizikalno-kemijskih

znacajki sedimenta.
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Kako bi se dodatno procijenila povezanost sastava sedimenta prema veli€ini zrna sa sastavom
metala u dagnjama, provedene su RDA i PLS analize. Redundancijska analiza pokazala je da je
ukupni model statisti¢ki zna¢ajan (R?=0,16; p = 3,00 x 107?), iako je RDA1 objasnila samo 8,13
% varijance. Takav rezultat upucuje na statisticki znacajnu, ali slabu povezanost fizikalno-
kemijskih znacajki sedimenta s masenim udjelima metala u dagnjama. Za razliku od RDA analize,

PLS analiza nije pokazala ukupnu statisticku znacajnost.

4.4. Omjeri metala normalizirani na Fe kao pokazatelji raspodjele metala i

geokemijskih procesa u sedimentima
Omjeri masenih udjela metala i Fe (Cr/Fe, Ni/Fe, Zn/Fe, Cu/Fe, Pb/Fe, Cd/Fe i Hg/Fe) te omjer
Fe/Mn odredeni su u uzorcima povrSinskog sedimenta s podrucja Malostonskog zaljeva i usca
rijeke Neretve (slika 73 i tablica 24). U Malostonskom zaljevu utvrdeni su visi omjeri Ni/Fe, Zn/Fe
1 Pb/Fe, dok su u podrucju uséa rijeke Neretve zabiljeZeni visi omjeri Cr/Fe, Cu/Fe 1 Hg/Fe. Omjeri
Cd/Fe i Fe/Mn bili su vrlo sli¢ni u oba istrazivana podrucja, pri ¢emu su razlike iznosile 1,99 % za

Cd/Fei 1,28 % za Fe/Mn. Najizrazenije razlike izmedu istrazivanih podrucja utvrdene su za omjere

Cr/Fe i Ni/Fe te su iznosile 38,82 %.

U Malostonskom zaljevu postaje Kanal Usko, Banja i Bistrina pokazale su medusobno sli¢ne
omjere svih analiziranih metala, a razlike izmedu navedenih postaja nisu prelazile 22,45 %. Postaja
Mali Ston izdvajala se u odnosu na ostale postaje Malostonskog zaljeva visim omjerima Cd/Fe,
Cu/Fe i Hg/Fe te nizim omjerom Fe/Mn. Razlike su iznosile od 121,47 % do 134,74 % za Cd/Fe,
od 81,13 % do 83,83 % za Hg/Fe, od 33,56 % do 42,05 % za Cu/Fe te od 58,95 % do 59,78 % za
Fe/Mn. U podruéju u$éa rijeke Neretve postaja Skoj izdvajala se vi§im omjerom Ni/Fe u odnosu
na postaju PloCe, dok je na postaji Ploce utvrden visi omjer Cr/Fe. Razlike izmedu navedenih

postaja za Cr/Fe i Ni/Fe nisu prelazile 44,53 %.
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Slika 73. Prostorna raspodjela omjera metala Cr, Ni, Zn, Cu, Pb, Cd i Hg normaliziranih na Fe te

omjera Fe/Mn u povrSinskim sedimentima.

Tablica 24. Rasponi i srednji omjeri metala normaliziranih na Fe te omjera Fe/Mn po postajama.

Podrudje Postaja Cr/Fe Ni/Fe Zn/Fe Cu/Fe Pb/Fe Cd/Fe Hg/Fe Fe/Mn
(x10°)  (x10%)  (x10%) (x10°) (x10%) (x10%) (x10°)
USée rijeke  Ploce 197- 0,77 - 164- 038- 045- 001- 016- 3144
Neretve 16,26 1,69 3,78 1,13 0,89 0,03 0,47 -
(767) (1,18  (2,76) (0,60) (0,62) (0,02) (0,26) 69,36
(42,84)
Usce rijeke  Blace 243- 1,12- 211- 059- 065- 001- 019- 38,01
Neretve 9,85 1,82 3,80 1,18 0,99 0,02 1,28 -
(5,17) (1,35)  (293) (0,790 (0,77) (0,01) (0,37) 71,43
(45,83)
Uséerijeke  Skoj 263- 131- 257- 053- 067- 001- 017- 1481
Neretve 10,14 4,07 4,58 1,25 1,15 0,05 0,43 -
(4,88) (1,85 (3,41) (0,78) (0,84) (0,02) (0,33) 60,31
(43,47)
Malostonski  Kanal 348—- 1,79- 292- 049- 0,78- 0,01- 014- 4434
zaljev Usko 4,89 2,55 4,13 0,87 1,01 0,01 0,27 -
(3,95 (215  (337) (057) (0,87) (0,01) (0,21) 59,00
(50,13)
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Malostonski Banja 3,38— 1,92 296- 048- 0,78—- 001- 0,16-— 4511

zaljev 448 248 366 084 092 001 031 -
(3,75 (2190 (331 (058) (0,87) (0,01) (0,20) 59,80
(50,42)
Malostonski Bistrina 3,46~ 1,86— 306— 048- 082- 000- 015- 40,83
zaljev 501 258 384 065 097 003 037 -
4,03) (2,16) (3,36) (0,54) (0,88) (0,01) (0,20) 58,39
(50,58)
Malostonski Mali  348- 158- 182 050- 076- 00l1- 014— 7,37
zaljev Ston 6,16 2,58 644 128 106 011 154 5165

422) (214) (362) (0,82) (0,90) (0,03) (0,49) (27,30)

Sezonska raspodjela omjera metala (slika 73 i tablica 25) razlikovala se ovisno o istraZzivanom
podrudju, sezoni i analiziranom omjeru. U Malostonskom zaljevu tijekom svih sezona utvrdeni su
visi omjeri Ni/Fe i Zn/Fe. Omjer Pb/Fe bio je visi u Malostonskom zaljevu tijekom zime, ljeta i
jeseni, dok je u proljece visi omjer zabiljezen u podrucju usca rijeke Neretve. Visi omjeri Cu/Fe u
podru¢ju usca rijeke Neretve utvrdeni su u prolje¢e i ljeto; zimi je vi§i omjer utvrden u
Malostonskom zaljevu, dok su u jesen srednji omjeri Cu/Fe u oba podruéja bili jednaki. Za Cr/Fe
su visi omjeri u podrucju usca rijeke Neretve utvrdeni tijekom zime, ljeta i jeseni, dok je u proljece
vi$i omjer utvrden u Malostonskom zaljevu. Omjer Cd/Fe bio je visi u Malostonskom zaljevu zimi
1 u proljece, a u podrucju usca rijeke Neretve ljeti 1 u jesen. Omjer Hg/Fe bio je visi u podrucju
usca rijeke Neretve u proljece, ljeto 1 jesen, a u Malostonskom zaljevu zimi. Omjer Fe/Mn bio je
gotovo jednak izmedu podrucja zimi, malo vis$i u Malostonskom zaljevu ljeti, visi u podrucju usca
rijeke Neretve u proljece te visi u Malostonskom zaljevu u jesen. NajizraZenije sezonske razlike
1izmedu istrazivanih podrucja utvrdene su za Cr/Fe zimi, do 53,60 %, te za Hg/Fe 1 Ni/Fe ljeti, do

59,90 % odnosno 48,10 %.

U Malostonskom zaljevu najvece razlike medu postajama utvrdene su izmedu Malog Stona i
ostalih postaja zaljeva, osobito tijekom zime i prolje¢a. Zimi su na postaji Mali Ston utvrdeni visi
omjeri Cd/Fe, Hg/Fe i Cu/Fe te nizi omjer Fe/Mn. Najvece razlike za Cd/Fe, Fe/Mn i Cu/Fe
utvrdene su u odnosu na postaju Kanal Usko te su iznosile 151,10 %, 109,80 % odnosno 44,90 %,
dok je za Hg/Fe najveca razlika utvrdena u odnosu na postaju Banja i iznosila je 121,10 %. U

proljece su na postaji Mali Ston utvrdeni visi omjeri Cd/Fe, Hg/Fe, Cu/Fe 1 Zn/Fe te niZi omjer
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Fe/Mn. Najvece razlike za Cd/Fe, Cu/Fe i Zn/Fe utvrdene su u odnosu na postaju Kanal Usko te su
iznosile 163,60 %, 55,30 % odnosno 47,30 %. Za Hg/Fe 1 Fe/Mn najvece razlike utvrdene su u
odnosu na postaju Bistrina te su iznosile 71,90 % odnosno 89,70 %. U jesen su na postaji Mali
Ston zabiljezeni visi omjeri Cd/Fe 1 Hg/Fe te nizi omjer Fe/Mn u odnosu na ostale postaje zaljeva.
Razlike su iznosile do 105,00 % za Cd/Fe, 72,60 % za Hg/Fe i 36,80 % za Fe/Mn. Tijekom ljeta

najveca razlika utvrdena je za Cd/Fe i iznosila je do 73,30 %.

U podrugju u$éa rijeke Neretve tijekom zime najveée razlike izmedu postaja Plo¢e i Skoj utvrdene
su za Cr/Fe, Ni/Fe, Cu/Fe i Pb/Fe te su iznosile do 82,90 %, 71,80 %, 53,40 % odnosno 48,00 %.
Na postaji Skoj utvrdeni su vi§i omjeri Ni/Fe, Cu/Fe i Pb/Fe, dok je na postaji Plo¢e zabiljezen visi
omjer Cr/Fe. Izmedu postaja Blace i Skoj razlika za Ni/Fe iznosila je do 64,70 %, s vi§im omjerom
na postaji Skoj. U proljeée su najveée razlike za Cd/Fe i Cu/Fe utvrdene izmedu postaja Blace i
Skoj te su iznosile do 81,10 % odnosno 60,10 %. Omjer Cd/Fe bio je visi na postaji Skoj, dok je
omjer Cu/Fe bio visi na postaji Blace. Za Fe/Mn najveca razlika utvrdena je izmedu postaja Ploce
i Skoj i iznosila je do 64,60 %, s vi§im omjerom na postaji Plo¢e. Tijekom ljeta najvece razlike
odnosile su se na Hg/Fe 1 Cu/Fe. Omjer Hg/Fe bio je visi na postaji Blace nego na postajama Ploce
i Skoj, uz razlike do 75,90 % odnosno 49,60 %. Za Cu/Fe je izmedu postaja Plo¢e i Skoj utvrdena
razlika do 40,50 %, s vi$im omjerom na postaji Skoj. U jesen su izmedu postaja Plo¢e i Blace
najvece razlike utvrdene za Cd/Fe i1 Cr/Fe te su iznosile do 67,40 % odnosno 62,10 %, s viSim
omjerima na postaji Ploge. Izmedu postaja Blace i Skoj najvece razlike utvrdene su za Cd/Fe i

Hg/Fe, do 47,40 % odnosno 40,50 %, s vi§im omjerima na postaji Skoj.

Tablica 25. Rasponi i srednji omjeri metala normaliziranih na Fe te omjera Fe/Mn po sezonama.

Podrudje Sezona Cr/Fe Ni/Fe Zn/Fe Cu/Fe Pb/Fe Cd/Fe Hg/Fe Fe/Mn
(x10°)  (x10°) (x10°) (x10%) (x10%) (x10°) (x10°)

Usce rijeke  Proljece 3,44- 154- 353- 062- 081- 111- 034- 3159-
Neretve 4,49 1,88 3,99 1,14 1,02 2,63 0,36 61,71 (50,45)
(399) (1,67) (3,74 (0,91) (0,90) (1,67) (0,35)

Ljeto  553— 112- 258- 061- 062- 1,17- 023— 42,40-
711 152 308 092 076 126 052 49,37 (4514)
(627) (1,32) (2,80) (0,77) (0,70) (1,23) (0,36)
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Jesen 39— 1,00 272— 050- 062— 109- 023- 2912
753 156 309 073 077 219 034 4346 (37,47)
(596) (1,39) (2,88) (0,65 (0,71) (1,68) (0,27)
Zima  419- 109 251- 044- 054 134 023- 3535-
1013 231 362 076 088 162 033 50,68 (43,04)
(6,48) (1,53) (2,99) (0,61) (0,73) (1,44) (0,29)
Malostonski Proljeée 3,56 1,89- 317 051 086— 062- 021- 2055-
zaljev 529 257 513 090 091 623 044 5398 (42,07)
(4,28) (2,19) (3,81) (0,66) (0,88) (2,29) (0,28)
Ljeto 3,63 211- 329- 053 085- 066- 017 39,01
435 221 375 074 08 143 023 51,03 (47,20)
(4,02) (2,16) (3,48) (0,61) (0,86) (0,88) (0,19)
Jesen  3,65- 206- 320- 051- 087 066 020- 3493
482 238 357 088 091 213 042 50,66 (45,92)
(412) (223) (3,37) (0,65 (0,89) (1,06) (0,25)
Zima  361- 190- 275- 052- 087 066- 020- 1516
399 221 334 08 092 475 080 52,06 (42,64)
(3,74 (212) (3,18) (0,62) (0,89) (1,69) (0,36)

Spearmanova korelacijska analiza provedena je radi procjene medusobnih odnosa dijagnostic¢kih

omjera masenih udjela metala i Fe te omjera Fe/Mn (slika 74). Omjer Ni/Fe pokazuje statisti¢ki

znacajnu pozitivnu korelaciju s omjerima Zn/Fe (p = 0,387; p = 7,70x10%) i Pb/Fe (p = 0,61; p =
1,93x107%), dok je negativno povezan s Cr/Fe (p = -0,39; p = 6,38x10%), Cd/Fe (p = -0,45; p =
3,88x10*%) i Hg/Fe (p = -0,34; p = 3,34x107?). Omjer Zn/Fe je takoder pozitivno koreliran s Pb/Fe
(p = 0,37; p = 1,68x107?), dok je Pb/Fe negativno koreliran s Cr/Fe (p = -0,41; p = 2,56x10°3).
Nadalje, omjer Cd/Fe je pozitivno koreliran s Cu/Fe (p = 0,36; p = 2,01x10%) i Hg/Fe (p = 0,55; p

= 1,08x10°5) te negativno s Fe/Mn (p = -0,64; p = 2,71x10°%). Pozitivne korelacije utvrdene su i
izmedu Cr/Fe i Hg/Fe (p = 0,35; p = 4,14x107?) te izmedu Cu/Fe i Hg/Fe (p=0,51; p=1,98x107).
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Slika 74. Spearmanova korelacijska matrica omjera metala u sedimentu.

Multivarijantne analize potvrdile su prostorne razlike u omjerima masenih udjela metala i Fe.
Analiza PERMANOVA pokazala je statisticki znaCajne razlike izmedu sedimenata iz
Malostonskog zaljeva i u$éa rijeke Neretve (pseudo-F = 14,64; p = 1,00 x 10~%), dok sezonske
razlike nisu bile statisti¢ki znacajne. Analiza SIMPER (slika 75) pokazala je da su razlikama
izmedu istrazivanih podrucja najvise pridonijeli omjeri Ni/Fe, Pb/Fe, Ct/Fe, Zn/Fe, Cu/Fe 1 Hg/Fe.
Njihov je zajednicki doprinos iznosio 79,89 %. Najveci pojedinacni doprinos imao je omjer Ni/Fe
(16,60 %), a najmanji omjer Cd/Fe (9,81 %). U SIMPER analizi visi srednji omjeri Ni/Fe, Pb/Fe i
Zn/Fe bili su povezani s Malostonskim zaljevom, dok su vi$i srednji omjeri Cr/Fe, Cu/Fe, Hg/Fe,
Fe/Mn 1 Cd/Fe bili povezani s podruc¢jem usca rijeke Neretve. Pritom su srednji omjeri Cd/Fe i

Fe/Mn izmedu podrucja bili vrlo sli¢ni, Sto je u skladu s razlikama prikazanima u tablici 24.

155



O Podrugje usca rijeke Neretve (podrucje izvan uzgajalista)
B Podrucje Malostonskog zaljeva (podrucje uzgajalista)
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Slika 75. Relativne razlike u omjerima metala izmedu Malostonskog zaljeva i podruéja usca rijeke

Neretve.

4.5. Prostorno-sezonska raspodjela PAH-ova
45.1. Skoljkasi

U uzorcima mekog tkiva dagnji iz prirodnih populacija s podru¢ja usca rijeke Neretve te u
uzgojnim populacijama s podru¢ja Malostonskog zaljeva analizirani su maseni udjeli 16 PAH-o0va,
od kojih je 14 odredeno. Maseni udjeli Acy 1 Ace bili su ispod GD te ti spojevi nisu ukljuceni u
statisticku obradu. Svi rezultati izraZzeni su u ug/kg mokre mase. U ukupnom profilu PAH-ova
dominirali su Naph (32,47 %), Flt (10,67 %), Phe (10,06 %), DahA (6,90 %) i Pyr (6,35 %).

Raspodjela PAH-ova razlikovala se izmedu istrazivanih podruéja. U dagnjama s podrucja usca
rijeke Neretve utvrdeni su visi maseni udjeli Naph, Flu, Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, Flt i
BbF, dok su u uzorcima iz Malostonskog zaljeva utvrdeni vi$i maseni udjeli DahA, BghiP 1 IcdP.
Najizrazenije relativne razlike izmedu podrucja utvrdene su za Pyr (176,90 %), BaA (176,10 %),
FIt (169,90 %), BbF (132,50 %), Ant (124,80 %), Chr (117,40 %), BaP (116,80 %) i BKF (104,80

%), dok su za ostale spojeve razlike bile manje izrazene.

Razlike su utvrdene i izmedu postaja unutar pojedinih podrucja. Na podrucju uséa rijeke Neretve

postaja Skoj izdvajala se visim masenim udjelima Pyr, BaA, Chr, BKF, BaP, Flt, BbF i IcdP. U
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Malostonskom zaljevu postaja Kanal Usko izdvajala se viSim masenim udjelima Ant, Pyr, BaA,

Chr, BKF 1 BbF, dok su na postaji Mali Ston utvrdeni vis$i maseni udjeli DahA, BghiP i IcdP.

Maseni udjeli PAH-ova mijenjali su se i ovisno o sezoni. Najvisi srednji maseni udjeli za Naph
utvrdeni su u proljetnom razdoblju, dok su najvisi maseni udjeli za Flu, Phe, DahA, BghiP i IcdP
utvrdeni zimi. Za vecinu ostalih analiziranih spojeva, odnosno Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, Flt
1 BbF, najvisi srednji maseni udjeli utvrdeni su u jesenskom razdoblju. Najnizi maseni udjeli vecine
spojeva zabiljezeni su tijekom ljeta, dok su za Naph, Phe, DahA i1 BghiP najnizi maseni udjeli
utvrdeni u jesenskom razdoblju. Prikaz masenih udjela pojedinaénih PAH-ova po postajama i

sezonama nalazi se na slici 76.
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Slika 76. Prostorno-sezonska raspodjela masenih udjela Naph, Flu, Phe, Ant, Flt, Pyr, BaA, Chr,
BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP i IcdP u mekom tkivu dagniji.

Sezonske razlike izmedu istrazivanih podru¢ja nisu bile jednake za sve analizirane PAH-ove. U
zimskom razdoblju na podruc¢ju usca rijeke Neretve utvrdeni su visi maseni udjeli Naph, Flu, Phe,
Ant, Pyr, BaA, Chr, BKF, BaP, Flt, BbF i IcdP, dok su u Malostonskom zaljevu utvrdeni vi§i maseni
udjeli DahA i BghiP. U proljetnom razdoblju na podrucju uséa rijeke Neretve utvrdeni su visi
maseni udjeli svih analiziranih spojeva osim IcdP, ¢iji je maseni udio bio visi u Malostonskom
zaljevu. U ljetnom razdoblju na podrucju usc¢a rijeke Neretve utvrdeni su visi maseni udjeli Phe,
Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, Fit 1 BbF, dok su u Malostonskom zaljevu utvrdeni vi§i maseni
udjeli Naph, Flu, DahA, BghiP i IcdP. U jesenskom razdoblju svi kvantificirani PAH-ovi bili su

zastupljeniji u uzorcima s podrucja usca rijeke Neretve. U svim sezonama medu spojevima s

najizrazenijim razlikama izmedu podrucja izdvajali su se Pyr, BaA, BbF i Flt. Njihove relativne
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razlike iznosile su od 164,70 % do 189,65 % za Pyr, od 170,07 % do 179,59 % za BaA, od 105,16
% do 157,27 % za BbF te od 152,42 % do 187,77 % za FIt.

Razlike izmedu postaja mijenjale su se ovisno o sezoni, pri ¢emu se unutar svakog istrazivanog
podruc¢ja moze izdvojiti nekoliko karakteristi¢nih obrazaca. U Malostonskom zaljevu postaja Kanal
Usko izdvajala se vi§Sim masenim udjelima Ant, Pyr, BaA, BkF, BaP, Flt i BbF u ljetnom razdoblju
te Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, Flt, BbF i IcdP u jesenskom razdoblju. U zimskom razdoblju na
postaji Mali Ston utvrdeni su visi maseni udjeli Naph, Phe, Chr, DahA, BghiP i Flt. U proljetnom
razdoblju na postaji Bistrina utvrdeni su vis$i maseni udjeli Naph, Flu, Phe, DahA 1 Flt, na postaji
Banja visi maseni udjeli Pyr, BaA, BaP, BghiP, BbF i IcdP, a na postaji Kanal Usko vis$i maseni
udjeli Chr i BKF. Na podru¢ju uséa rijeke Neretve u zimskom razdoblju na postaji Blace utvrdeni
su vi$i maseni udjeli Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, DahA, Flt, BbF 1 IcdP, dok su na postaji gkoj
utvrdeni vis$i maseni udjeli Naph, Flu i Phe. U proljetnom razdoblju postaja Ploce izdvajala se viSim
masenim udjelima Flu, Ant, Pyr, BaA, Chr, BKF, BaP, BghiP, Flt i BbF, dok su na postaji Blace
utvrdeni visi maseni udjeli DahA i IcdP. U ljetnom razdoblju najviSi maseni udjeli veéine
analiziranih spojeva utvrdeni su na postaji Blace, osobito za Flu, Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF,
BaP, DahA, Flt i BbF. U jesenskom razdoblju na postaji Plo¢e utvrdeni su visi maseni udjeli Pyr,
BaA, Chr, BaP, DahA, Flt, BbF i IcdP, dok su na postaji gkoj utvrdeni visi maseni udjeli Naph,
BKF i BghiP.

Shapiro-Wilkov test pokazao je odstupanje podataka od normalne raspodjele. Multivarijatna
analiza PERMANOVA pokazala je statisticki znacajne razlike u raspodjeli masenih udjela PAH-
ova izmedu dagnji iz prirodnih populacija s podrucja usca rijeke Neretve 1 uzgojnih populacija iz
Malostonskog zaljeva (pseudo-F = 3,24; p =2,00 x 10-%), dok sezonske razlike nisu bile statisticki
znacajne. lako su opisno utvrdene sezonske promjene masenih udjela pojedinih PAH-ova,

PERMANOVA analizom nisu potvrdene statisti¢ki znacajne razlike izmedu sezona.

Analiza SIMPER, prikazana na slici 77, pokazala je da su detektirani PAH-ovi, osim DahA, BghiP
1 IcdP, bili zastupljeni u visSim masenim udjelima u prirodnim populacijama dagnji s podrucja us¢a

rijeke Neretve. Najveci doprinos razlikama dali su Pyr, Flt, BaA, BaP, Ant, BbF, BkF i Chr.
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Slika 77. Relativne razlike u masenim udjelima kvantificiranihn PAH-ova (Naph, Flu, Phe, Ant, Flt,

Pyr, BaA, Chr, BbF, BKF, BaP, DahA, BghiP i IcdP) izmedu prirodnih i uzgojnih populacija dagnji.

Analiza glavnih komponenti prikazana na slici 78, provedena je radi ispitivanja medusobnih
odnosa i zajednicke varijabilnosti PAH-ova. Komponenta PC1 objasnjava 54,17 %, a PC2 dodatnih
21,32 % ukupne varijance. Zajedno objasnjavaju 75,49 % varijance u analiziranim podacima.
Prema modelu slomljene palice, udjeli varijance objaSnjeni komponentama PC1 1 PC2 ve¢i su od
o¢ekivanih udjela te su te dvije komponente ukljuéene u daljnju interpretaciju. Preostale
komponente pojedina¢no objasnjavaju manje od 6 % ukupne varijance.

67.51
2600

01234567891011121314
Eomponenta

Slika 78. Dijagram glavnih komponenti za masene udjele PAH-ova u dagnjama s prikazom modela
slomljene palice.
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Komponenta PC1 povezana je s Ant, Pyr, BaA, Chr, BKF, BaP, BbF i Flt, koji imaju visoka
pozitivna opterecenja, Sto znaci da se maseni udjeli navedenih spojeva mijenjaju na sli¢an nacin
(slika 79). Medu njima prevladavaju PAH-ovi s Cetiri 1 pet aromatskih prstenova. Komponenta PC2
povezana je s Naph, Flu, Phe, DahA, BghiP i IcdP, koji takoder imaju pozitivna opterecenja (slika
80). Njihovo izdvajanje na PC2 pokazuje da se njihovi maseni udjeli mijenjaju druk¢ije od masenih

udjela PAH-ova povezanih s PCL1.
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Slika 79. Optere¢enja PAH-ova na PC1 komponenti.
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Slika 80. Opterecenja PAH-ova na PC2 komponenti.
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45.2. Sediment

U uzorcima povrSinskog sedimenta s podrucja usca rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva
analizirani su maseni udjeli 16 PAH-ova. Kvantificirano je 15 PAH-ova, dok je maseni udio Acy
bio ispod GD te taj spoj nije ukljucen u statisticku obradu. U ukupnoj raspodjeli kvantificiranih
PAH-ova najvece udjele imali su BbF (15,41 %), Flt (13,18 %), Pyr (10,92 %), IcdP (10,22 %),
DahA (6,84 %) i Phe (6,80 %).

Prostorna raspodjela PAH-ova pokazala je jasnu razliku izmedu istrazivanih podruc¢ja. Na podrucju
Malostonskog zaljeva utvrdeni su visi maseni udjeli svih kvantificiranih PAH-ova osim Ace, ¢iji
je maseni udio bio visi na podrucju usca rijeke Neretve (slika 81). Najizrazenije razlike izmedu
podrucja utvrdene su za BaP (91,80 %), Pyr (75,60 %), BghiP (65,90 %), DahA (60,60 %), Phe
(56,80 %), BkF (55,10 %), FIt (52,50 %) i Chr (51,20 %).

Razlike su bile vidljive 1 izmedu postaja unutar pojedinih podrucja. U Malostonskom zaljevu
postaja Bistrina izdvojila se visim masenim udjelima vecine analiziranih PAH-ova, osobito Flu,
Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, DahA, BghiP, Flt, BbF i IcdP, dok su na postaji Banja utvrdeni
visi maseni udjeli Ace i Naph. Na podruéju uiéa rijeke Neretve postaja Skoj izdvojila se najvisim
srednjim masenim udjelima vecine analiziranih PAH-ova, ukljucujué¢i Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr,
BKkF, BaP, DahA, BghiP, Flt, BbF i IcdP, dok su na postaji Blace utvrdeni najvisi srednji maseni
udjeli Naph, Ace i Flu.
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Slika 81. Prostorno-sezonska raspodjela masenih udjela Naph, Ace, Flu, Phe, Ant, FIt, Pyr, BaA,
Chr, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP i IcdP u sedimentu (png/kg suhe mase).

Sezonska raspodjela masenih udjela PAH-ova (slika 81) nije pokazala jedinstven obrazac za sve
analizirane spojeve. Najvisi srednji maseni udjeli Naph i Flu utvrdeni su zimi. U proljetnom
razdoblju najvisi srednji maseni udjeli utvrdeni su za Chr, BKF, BaP, BghiP i BbF, dok su ljeti
najvisi srednji maseni udjeli utvrdeni za Ace, Phe, Ant, Pyr, BaA, DahA, Flt i IcdP. Najnizi sredn;ji
maseni udjeli Naph, Ace, Flu, BaA, BkF i BbF utvrdeni su u jesenskom razdoblju, dok su najnizi
srednji maseni udjeli Phe, Ant, Pyr, Chr, BaP, BghiP, Flt i IcdP utvrdeni zimi. Najnizi srednji

maseni udio DahA utvrden je u proljetnom razdoblju.

Unutar pojedinih sezona prostorne razlike izmedu podrucja uScéa rijeke Neretve 1 Malostonskog
zaljeva bile su izrazene. U zimskom razdoblju na podrucju Malostonskog zaljeva utvrdeni su visi
maseni udjeli ve¢ine PAH-ova, osim Ace i Flu, koji su bili visi na podruc¢ju usc¢a rijeke Neretve. U
proljetnom razdoblju u Malostonskom zaljevu prevladavali su Naph, Ace, Flu, Phe, Ant, Pyr, BKF,
BaP, DahA, BghiP, Flt i IcdP, dok su na podrucju usca rijeke Neretve visi maseni udjeli utvrdeni
za BaA, Chr 1 BbF. U ljetnom razdoblju Malostonski zaljev imao je vise masene udjele Flu, Phe,
Pyr, Chr, BkF, BaP, DahA, BghiP, Flt i BbF, a podrucje usca rijeke Neretve viSe masene udjele
Naph, Ace, Ant, BaA i IcdP. U jesenskom razdoblju prostorna razlika bila je najizrazenija, na
podruc¢ju Malostonskog zaljeva utvrdeni su visi maseni udjeli svih kvantificiranih PAH-ova osim
Ace, ¢iji je maseni udio bio visi na podruc¢ju usc¢a rijeke Neretve. U svim sezonama medu spojevima

s najizraZenijim razlikama izmedu podrucja izdvajao se Ace. IzraZene razlike utvrdene su 1 za BaP,

Pyr, Flt, BghiP, IcdP, BkF i DahA, ¢iji su maseni udjeli najéesée bili visi u sedimentu
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Malostonskog zaljeva. Relativne razlike iznosile su od 142,08 % do 183,19 % za Ace, od 75,15 %
do 146,16 % za BaP, od 59,47 % do 163,20 % za Pyr, od 101,84 % do 161,28 % za Flt, od 45,30
% do 160,21 % za BghiP, od 46,77 % do 150,58 % za IcdP, od 54,82 % do 155,53 % za BkF te od
46,85 % do 142,56 % za DahA.

Sezonske razlike izmedu postaja takoder su upucivale na prostorno neujednacenu raspodjelu PAH-
ova. U Malostonskom zaljevu tijekom zimskog razdoblja postaja Kanal Usko imala je vise masene
udjele veéine analiziranih PAH-0va nego postaje Banja, Bistrina i Mali Ston, dok se Naph izdvojio
najvisim srednjim masenim udjelom na postaji Mali Ston. U proljetnom razdoblju postaje Banja i
Bistrina izdvojile su se visim masenim udjelima veé¢ine PAH-ova nego postaje Kanal Usko i Mali
Ston, pri ¢emu su na postaji Bistrina bili visi maseni udjeli Phe, Pyr, BaA, Chr, BkF, BghiP, Flt,
BbF i IcdP nego na postaji Banja. Ljeti su se postaje Bistrina i Mali Ston izdvojile vi§im masenim
udjelima vecine analiziranih PAH-ova nego postaje Kanal Usko i Banja. U jesenskom razdoblju
postaja Bistrina imala je vise masene udjele veéine analiziranih PAH-ova nego ostale postaje u

Malostonskom zaljevu.

Na podrugju uiéa rijeke Neretve tijekom zimskog razdoblja postaje Blace i Skoj izdvojile su se
vis$im masenim udjelima veéine kvantificiranih PAH-ova nego postaja Ploce, pri ¢emu su na postaji
Skoj utvrdeni visi maseni udjeli ve¢ine PAH-ova nego na postaji Blace. U proljetnom i ljetnom
razdoblju postaja Skoj ponovno se izdvojila vi§im masenim udjelima veéine kvantificiranin PAH-
ova nego postaje Plo¢e i Blace. U jesenskom razdoblju postaja Blace imala je viSe masene udjele
veéine kvantificiranih PAH-ova nego postaje Ploce i Skoj, dok su maseni udjeli Naph i IcdP bili

visi na postaji Skoj nego na postaji Blace.

Razlike u raspodjeli masenih udjela PAH-ova izmedu istrazivanih podrucja ispitane su
multivarijatnim analizama. Primjenom Shapiro-Wilkova testa utvrdena su odstupanja od normalne
raspodjele za vecéinu analiziranih PAH-0va, ukljucuju¢i Naph, Ace, Flu, Phe, Ant, Pyr, Chr, BkF,
BbF, BaP i DahA, §to podupire primjenu neparametrijskih jednovarijatnih testova. Analizom
PERMANOVA utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u masenim udjelima PAH-ova u uzorcima
povrsinskog sedimenta izmedu podrucja uséa rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva (pseudo-F =

5,42; p=1,00 x 10%), dok sezonske razlike nisu bile statisticki znacajne.

167



Analiza SIMPER pokazala je da razlikama izmedu istrazivanih podrucja najvise doprinose HMW
PAH-ovi, osobito BghiP, BaP, Pyr, Flt, IcdP, BkF, Chr i BaA (slika 82). Prosje¢ni maseni udjeli
svih kvantificiranih PAH-ova osim Ace bili su viSi na podru¢ju Malostonskog zaljeva, S§to

potvrduje prostornu izdvojenost tog podru¢ja u odnosu na usce rijeke Neretve.

O Usce rijeke Neretve B Malostonski zaljev
0,50

0.40
0,30
0,20
0,10

-0,10

Doprinos (%)

-0,20

-0,30

-0,40

050 (47

-0,60
9

L 2 £ 3 TR Ed TS >
Q,qy PR S \cb PTF ¥ TP Qﬂﬁ Q‘SQ »

Slika 82. Relativne razlike u masenim udjelima Naph, Ace, Flu, Phe, Ant, FIt, Pyr, BaA, Chr, BbF,
BKkF, BaP, DahA, BghiP i IcdP izmedu Malostonskog zaljeva i us¢a rijeke Neretve.

&

Analiza glavnih komponenti provedena je radi dodatnog ispitivanja zajedni¢ke promjenjivosti
masenih udjela PAH-ova i usporedbe dobivenih rezultata s rezultatima analize SIMPER. Prema
modelu slomljene palice samo je komponenta PC1 zadovoljila kriterij za ukljucivanje u

interpretaciju, dok preostale komponente nisu zadovoljile taj kriterij (slika 83).
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Slika 83. Dijagram glavnih komponenti za masene udjele kvantificiranih PAH-ova u povrSinskom
sedimentu s podrucja usca rijeke Neretve 1 Malostonskog zaljeva s prikazom modela slomljene

palice.

Komponenta PC1 objasnjava 73,31 % ukupne varijance i obiljezena je pozitivnim optere¢enjima
svih kvantificiranih PAH-ova. Najvisa pozitivna opterec¢enja na komponenti PC1 utvrdena su za
Pyr (0,30), BkF (0,30), BaP (0,29), FIt (0,29), BaA (0,29), Chr (0,29), BbF (0,29), BghiP (0,29) i
IcdP (0,29) (slika 84). lako komponenta PC2 nije zadovoljila kriterij modela slomljene palice za
uklju¢ivanje u interpretaciju, na njoj se izdvajaju Ace (0,69) i Naph (0,62), §to upucuje na druk¢iji

obrazac njihove raspodijele u odnosu na prethodno navedene HMW PAH-ove (slika 85).
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Slika 84. Opterecenja PAH-ova na komponenti PC1.
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Slika 85. Opterecenja PAH-ova na komponenti PC2.

4.6. Utjeca] fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta na ukupni sadrzaj PAH-ova u

Skoljkasima i sedimentu

Kako bi se procijenila povezanost PAH-ova sa sastavom sedimenta prema veli¢ini zrna te njegovim
fizikalno-kemijskim znacajkama, provedena je Spearmanova korelacijska analiza (slika 86).
Utvrdene su statisticki znacajne pozitivne korelacije unutar skupine HMW PAH-ova. Najvisi
korelacijski koeficijenti utvrdeni su izmedu Pyri BaP (p=0,98; p=2,13x10°"), Pyri Flt (p = 0,98;
p =1,18x10 %), BaA i BKF (p = 0,97; p = 1,35x10°°), Pyri BKF (p = 0,97; p = 1,05x10 °) te Chr
i BaP (p =0,95; p = 9,89x10 *!). Fenantren i Ant bili su medusobno pozitivno povezani (p = 0,86;
p = 1,80x10 %), kao i Phe i Pyr (p = 0,95; p = 5,77x10 %°) te Anti Pyr (p =0,87; p =1,12x1024).
Osim navedenih spojeva, Flu, BbF 1 BghiP takoder su pokazivali statisti¢ki znacajne pozitivne
korelacije s Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr, BKF i BaP. Dibenzo(a,h)antracen pokazao je statisticki
znadajne pozitivne korelacije s Phe (p = 0,66; p = 1,67x10°), Pyr (p = 0,66; p = 1,68x10°), BaP
(p=0,63;p=2,48x108) i IcdP (p = 0,69; p = 6,99x101%).

Statisti¢ki znacajne negativne korelacije s udjelom pijeska utvrdene su za BaP (p = -0,63; p =
2,52x10°®), Flt (p = -0,63; p = 2,68x10°8) i Pyr (p = -0,61; p = 1,45%x10 7). Pozitivne korelacije s
udjelom praha utvrdene su za BaP (p = 0,59; p = 1,01x10°®) i Pyr (p = 0,55; p = 1,91x10°) te s
glinom za Phe (p = 0,61; p = 2,26x107), Flt (p = 0,59; p = 7,13x107) i DahA (p = 0,50; p =

3,18x10%). Parametar Mz bio je statisti¢ki zna¢ajno negativno koreliran s Phe (p = -0,55; p =
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1,56x10°5), Pyr (p = -0,52; p = 9,34x10°%), BaP (p = -0,53; p = 5,51x10°%), Flt (p = -0,54; p =
4,10x107) i DahA (p = -0,43; p = 1,05%x10 2). Parametar Md bio je statisti¢ki znacajno negativno
koreliran s Phe (p = -0,61; p = 2,68x10 ), BaP (p = -0,59; p = 1,21x10°), IcdP (p = -0,59; p =
1,13x10°), Ant (p = -0,43; p = 1,32x10?) i DahA (p = -0,44; p = 6,16x103). Parametar So nije

pokazao statisticki znacajne korelacije ni s jednim PAH-om.

Udio organske tvari bio je statisti¢ki zna¢ajno pozitivno koreliran s Phe (p = 0,49; p = 6,44x10 %),
Pyr (p=0,51;p=2,42x10%), BaP (p =0,54; p = 3,66x10 °), BghiP (p =0,53; p=15,99x10 %) i IcdP
(p = 0,50; p = 3,00x10 *). Karbonati su pokazivali statisti¢ki znadajne negativne korelacije s Phe
(p=-0,47; p=2,11x103), Ant (p =-0,42; p = 1,61x10 2), Pyr (p =-0,51; p = 1,49x10 *), BaA (p =
-0,52; p = 9,69x10°), Chr (p = -0,53; p = 5,78x10®), BKF (p = -0,52; p = 1,13x10 %), BaP (p = -
0,52; p = 8,82x10°), BghiP (p = -0,53; p = 5,58x10 °), Flt (p = -0,55; p = 1,41x10 °), BbF (p = -
0,55; p=2,15x10°) i IedP (p =-0,50; p = 3,31x10 %).
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Slika 86. Spearmanova korelacijska matrica izmedu granulometrijskih parametara (Mz, Md, So),
udjela Sljunka, pijeska, praha i gline, organske tvari (OT), karbonata i PAH-ova u povrSinskom

sedimentu.

Analiza PLS izmedu fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta i masenih udjela PAH-ova pokazala

je razdvajanje varijabli duz prve komponente prema njihovoj povezanosti s PAH-ovima u
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sedimentu. Prva komponenta PLS analize bila je statisti¢ki znacajna (p = 8,00 x 10~%) i objasnila
je 98,2 % ukupne kovarijance izmedu masenih udjela PAH-ova i fizikalno-kemijskih znacajki
sedimenta. Na prvoj komponenti svi kvantificirani PAH-ovi imali su negativna opterecenja, pri
¢emu su izrazenija negativna optereenja utvrdena za BaP (-0,33), Phe (-0,31), Pyr (-0,31), Chr (-
0,31), FIt (-0,31), BKF (-0,29), BbF (-0,29), IcdP (-0,29), BghiP (-0,29), BaA (-0,27) i Ant (-0,18),
a slabija za Naph (-0,09), Flu (-0,08) i Ace (-0,01). Medu fizikalno-kemijskim znacajkama
sedimenta, prah (-0,40), organska tvar (-0,39) i glina (-0,33) bili su smjeSteni u negativnom smjeru
prve komponente, zajedno sa $ljunkom (-0,09) i parametrom So (-0,12), ¢ija su opterecenja bila
slabija. Suprotno tome, pijesak (0,41), karbonati (0,37), Mz (0,36) i Md (0,36) bili su smjesteni u
pozitivnom smjeru iste komponente. Dobiveni rezultati u skladu su sa Spearmanovom
korelacijskom analizom, koja je pokazala pozitivnhu povezanost PAH-ova s prahom, glinom i
organskom tvari te negativnu povezanost s udjelom pijeska i karbonata. Rezultati PLS analize

prikazani su na slikama 87 i 88.
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Slika 87. Opterecenja PAH-ova u sedimentu na prvoj komponenti PLS analize.
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Slika 88. Opterecenja fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta na prvoj komponenti PLS analize.

Radi dodatne procjene doprinosa sastava sedimenta prema veli¢ini zrna, parametara Mz i Md,
organske tvari i karbonata raspodjeli PAH-ova u sedimentu, provedena je RDA analiza. Ukupni
model bio je statisticki znacajan (R?=0,46; F =3,83; p = 1,00 x 1073, §to upucuje na znacajnu
povezanost fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta i sastava PAH-ova. Os RDAL objasnila je
32,46 %, a os RDA2 dodatnih 7,56 % ukupne varijance. Zajedno, prve dvije osi objasnjavaju 40,02
% ukupne varijance. Preostale osi pojedina¢no objasnjavaju manje od 3,50 % ukupne varijance.
Na osi RDAL1 svi kvantificirani PAH-ovi pokazali su pozitivne projekcije. NajizraZenije pozitivne
projekcije imali su BaP (0,88), FIt (0,835), Pyr (0,83), Chr (0,828) i Phe (0,82), dok su najslabije
projekcije imali Ace (0,02), Flu (0,23) i Naph (0,25). Medu fizikalno-kemijskim znacajkama
sedimenta, organska tvar (0,70), prah (0,67) 1 glina (0,54) bili su smjeSteni u pozitivnom smjeru
osi RDALI, zajedno sa $ljunkom (0,18) i parametrom So (0,24). Suprotno tome, pijesak (-0,70),
karbonati (-0,49), Mz (-0,64) i Md (-0,68) bili su smjeSteni u negativnom smjeru iste osi. Rezultati
RDA analize u skladu su s rezultatima Spearmanove korelacijske analize i PLS analize jer
potvrduju da su vis$i maseni udjeli PAH-ova u sedimentu, osobito HMW PAH-ova, povezani s

ve¢im udjelima praha, gline i organske tvari.

Budu¢i da su dagnje i sediment uzorkovani istodobno na istim postajama, Spearmanovom
korelacijskom analizom razmotrena je povezanost izmedu masenih udjela PAH-ova u dagnjama i
fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta. Analiza provedena za PAH-ove u dagnjama (slika 89)

pokazala je statisticki znacajne medusobne korelacije unutar skupine HMW PAH-ova, dok
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statisticki znacajne korelacije izmedu PAH-ova u dagnjama i fizikalno-kemijskih znacajki

sedimenta nisu utvrdene.

Unutar skupine HMW PAH-ova u dagnjama najizrazenije pozitivne korelacije utvrdene su izmedu
Flt i Pyr (p = 0,76; p = 9,04x10 ), DahA i BghiP (p = 0,77; p = 5,39x10 %°), Flt i BbF (p = 0,72;
p =3,57x10 %), FIt i Chr (p = 0,72; p = 2,23x101?), Pyr i BbF (p = 0,68; p = 1,86x10 %), Ant i
BaA (p = 0,69; p = 1,54x10 %), BaA i BaP (p = 0,69; p = 1,26x101%), BbF i Chr (p = 0,65; p =
3,81x10°), Ant i BaP (p = 0,65; p = 4,62x10 %), Pyr i BaA (p = 0,62; p = 9,16x10 ®) te Pyr i BaP
(p=0,62; p=8,76x10 ®). Spoj BaA bio je statisti¢ki zna¢ajno pozitivno koreliran i s BKF (p = 0,60;
p=4,61x107), BbF (p=0,55;p=2,07x107°) i Flt (p = 0,46; p =2,77x10 3). Krizen je bio statisticki
znacajno pozitivno koreliran s BKF (p = 0,46; p = 3,30x103), Pyr (p = 0,47; p = 1,70x10 3), BaP
(p=0,41; p=2,26x10?), DahA (p = 0,48; p = 8,30x10 *), BghiP (p = 0,49; p = 5,28x10 %) i IcdP
(p = 0,44; p = 8,60x10 %). Dodatno, Ant je bio statisti¢ki znaajno pozitivno koreliran i s Pyr (p =
0,54; p = 3,58x10 °), BKF (p =0,42; p = 1,88x10 2), BbF (p = 0,44; p = 6,95x10 %), a BKF s BbF (p
=0,57; p=5,13x10°) i BaP (p=0,55; p=1,83x10°). Takoder je utvrdena korelacija izmedu DahA
i IcdP (p = 0,58; p = 2,12x10°), BaP i BbF (p = 0,62; p = 1,12x107), FIt i BaP (p = 0,48; p =
7,82x104), Flt i DahA (p = 0,47; p = 2,00x10°%), Flt i BghiP (p = 0,46; p = 2,20x10 %) te BghiP i
IcdP (p=0,41; p =2,68x10?).

Uz HMW PAH-ove, znacajne korelacije utvrdene su i izmedu LMW 1 HMW spojeva. Spoj Flu bio
je pozitivno povezan s Chr (p = 0,48; p = 8,82x10 %), DahA (p = 0,63; p = 2,30x108), BghiP (p =
0,50; p = 2,72x10%4), Flt (p = 0,46; p = 3,06x10 %) i IcdP (p = 0,49; p = 6,39x10 *). Fenantren je
pokazivao pozitivne korelacije s Chr (p = 0,49; p = 6,76x10 %), DahA (p = 0,55; p = 1,79%x10 °),
BghiP (p = 0,44; p = 6,18x10°3), Flt (p = 0,48; p = 1,12x10°3) i IcdP (p = 0,45; p = 4,97x10 3).
Naftalen je bio pozitivno koreliran s Flu (p = 0,52; p = 1,12x10 %), Phe (p = 0,60; p = 3,24x10 1),
DahA (p = 0,56; p = 7,60x10 ®) i BghiP (p = 0,45; p = 4,10x10 3). Za razliku od HMW PAH-ova,

LMW PAH-ovi pokazivali su manji broj statisticki znacajnih korelacija.
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Slika 89. Spearmanova korelacijska matrica izmedu granulometrijskih parametara (Mz, Md, So),
veli¢inskih frakcija (8ljunak, pijesak, prah i glina), organske tvari (OT), karbonata i PAH-ova u

uzorcima dagnji.

Radi dodatne procjene utjecaja sastava sedimenta prema veli¢ini zrna na raspodjelu PAH-ova u
dagnjama provedene su RDA i PLS analize. Analiza RDA pokazala je da ukupni model nije bio
statisti¢ki znacajan te da je fizikalno-kemijskim znac¢ajkama sedimenta objasnjeno 18,50 % ukupne
varijance masenih udjela PAH-ova u dagnjama. Ti su rezultati u skladu sa Spearmanovom
korelacijskom analizom. Analiza PLS takoder nije pokazala znaCajnu povezanost izmedu
fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta i sastava PAH-ova u dagnjama. lako je prva komponenta
PLS analize objasnila 71,10 %, a druga dodatnih 17,09 % kovarijance, permutacijski test pokazao

je da nijedna komponenta nije bila statisticki znacajna.

4.7.  Odnos izmedu metala | PAH-ova u sedimentu i skoljkasima

Kako bi se procijenila povezanost PAH-ova i metala u sedimentu, provedena je Spearmanova
korelacijska analiza (slika 90). Najizrazenije pozitivne korelacije izmedu metala i PAH-ova
utvrdene su za HMW PAH-ove, dok su medu LMW PAH-ovima statisticki znacajne korelacije s
metalima utvrdene za Phe i Ant. Spoj Phe bio je statisti¢ki znacajno pozitivno koreliran s Fe, Mn,

Zn, Cu, Pb, Ni i Hg, pri ¢emu su Spearmanovi korelacijski koeficijenti iznosili p = 0,50 — 0,62, uz
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p u rasponu od 9,66x10-8—2,21x10. Spoj Ant bio je statisti¢ki znadajno pozitivno koreliran s Fe,
Zn, Cu, PbiNi(p=0,36—0,47; p=2,37x10"2-15,20x10"3). Spojevi Naph, Ace i Flu nisu pokazali

statisticki znacajne korelacije s analiziranim metalima.

Unutar skupine HMW PAH-ova utvrden je veéi broj statisti¢ki zna¢ajnih pozitivnih korelacija s
metalima. Spojevi Pyr i BaA bili su statisticki znacajno pozitivno korelirani s Fe, Mn, Zn, Cu, Pb,
Ni i Hg. Spojevi Chr i BaP bili su povezani s istim metalima te dodatno s Cr (Chr-Cr: p = 0,40; p
= 4,84x107% BaP-Cr: p = 0,41; p = 3,34x1072). Za BbF, BghiP, Flt i IcdP utvrdene su snazne
korelacije s Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Cr, Ni i Hg, s korelacijskim koeficijentima u rasponu p = 0,47 —
0,72 uz p-vrijednosti 3,08x10-* — 3,60x10~". Spoj BKF bio je statisticki znadajno povezan s Fe,
Mn, Zn, Cu, Pb, Ni i Hg, dok korelacija s Cr nije bila statisticki znacajna. Spoj DahA bio je
statisticki znacajno povezan samo s Pb (p = 0,40; p = 0,046). Kadmij nije bio statisti¢ki znacajno

povezan ni s jednim analiziranim PAH-om.

2]

&

Slika 90. Spearmanova korelacijska matrica PAH-ova (Naph, Ace, Flu, Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr,
BkF, BaP, DahA, BghiP, FIt, BbF i IcdP) i metala u sedimentu (Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Cd, Cr, Ni i
Hg).

Analiza PLS pokazala je da je povezanost metala i PAH-ova gotovo u cijelosti obja$njena prvom

komponentom, koja je obuhvatila 99,65 % ukupne kovarijance (p = 1,00 x 10~*). Preostale
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komponente imale su vrlo malen doprinos kovarijanci (< 0,3 %) i nisu bile statisticki znac¢ajne. Na
prvoj komponenti PLS analize svi HMW PAH-ovi i metali bili su smjesteni u pozitivnom smjeru
iste komponente (slike 911 92). Medu LMW PAH-ovima, Phe (0,28) i Ant (0,19) imali su pozitivna
opterecenja, dok je Flu pokazao slabo pozitivno opterecenje (0,08). Rezultati PLS analize bili su
podudarni s rezultatima Spearmanove korelacijske analize. U PLS analizi, HMW PAH-ovi imali
Su najvisa optere¢enja na prvoj komponenti, istodobno su pokazali najveci broj statisticki znacajnih
korelacija s metalima. Spojevi Phe i Ant imali su umjerena pozitivna opterecenja u PLS analizi te
statisti¢ki znacajne korelacije s metalima, ali slabije izrazene nego HMW PAH-ovi. Nasuprot tome,
Naph, Ace i Flu imali su vrlo niska optere¢enja u PLS modelu te nisu pokazali statisticki znacajnu

povezanost s metalima.
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Slika 91. Opterecenja PAH-ova u sedimentu na prvoj PLS komponenti.
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Slika 92. Opterecenja metala u sedimentu na prvoj PLS komponenti.
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Kako bi se dodatno procijenila povezanost metala s raspodjelom PAH-ova u sedimentu, provedena
je RDA analiza. Ukupni model RDA analize bio je statisti¢ki znac¢ajan (F = 6,10; p = 1,00 x 1073),
a metali su objasnili 57,35 % ukupne varijance PAH-ova. Os RDAL objasnila je 50,70 % ukupne
varijance PAH-ova, dok je os RDA2 objasnila dodatnih 2,82 %. Preostale osi pojedina¢no su
objasnjavale manje od 2 % ukupne varijance. Na osi RDA1 svi analizirani metali bili su pozitivno
usmjereni, a najizrazenije projekcije imali su Pb, Ni i Zn, §to upucuje na njihov najveci doprinos
razlikama u raspodjeli PAH-ova. Na osi RDA2 najizrazeniju pozitivnu projekciju imao je Mn, dok
je Cd bio negativno usmjeren. Pozitivne projekcije na osi RDAT1 utvrdene su i za analizirane PAH-
ove, a najizrazenije su bile za BaP, Flt, BbF, BkF, Pyr, BghiP, Chr, IcdP, BaA i Phe. Na osi RDA2
Naph i Ace imali su nesto izraZenija opterecenja u odnosu na preostale PAH-ove, pritom je Naph
bio pozitivno, a Ace negativno usmjeren. Medutim, njihova su opterecenja bila niska, Sto upucuje

na malen doprinos ukupnoj raspodjeli PAH-ova.

Za razliku od sedimenta, Spearmanova korelacijska analiza za dagnje pokazala je znatno slabiju
povezanost izmedu metala i PAH-ova. Utvrdena je samo jedna statisticki znacajna korelacija
izmedu masenih udjela PAH-ova i metala, i to izmedu BbF i Mn (p = 0,41; p = 2,88x102), dok

preostali parovi PAH-ova i metala nisu pokazali statisti¢ki znac¢ajne korelacije (slika 93).

Bahip o 0333
BoFl @289 8 ' ................................ -0.333

Slika 93. Statisticki znacajne Spearmanove korelacije izmedu PAH-ova i metala.

Kako bi se dodatno procijenio odnos izmedu metala i PAH-ova u dagnjama, provedene su RDA i
PLS analize. Ukupni model RDA analize bio je statisticki znacajan (F = 2,28; p = 1,00 x 107%), to
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potvrduje povezanost metala i PAH-ova u dagnjama na razini cijelog skupa podataka. Medutim,
osi RDA analize objasnile su razmjerno male udjele ukupne varijance PAH-ova. Os RDA1
objasnila je 15,60 %, a os RDA2 dodatnih 8,01 %, dok su preostale osi pojedina¢no objaSnjavale
manje od 5 %. Analiza PLS nije pokazala statisti¢ki znac¢ajnu povezanost izmedu metala 1 PAH-
ova u dagnjama. lako je prva komponenta PLS analize obuhvatila 71,47 % zajednicke kovarijance,
permutacijski test nije potvrdio njezinu statisticku znacajnost (p = 0,29), pa se taj rezultat ne moze
pouzdano tumaciti kao stvarna povezanost izmedu analiziranih skupova varijabli. Preostale

komponente takoder nisu bile statisti¢ki znacajne.

4.8. Odredivanje porijekla PAH-ova u sedimentu primjenom dijagnostickih

omjera

U analizi podrijetla PAH-ova u sedimentu koristeni su dijagnosticki omjeri Ant/(Ant+Phe),
FIt/(FIt+Pyr), BaA/(BaA+Chr), IcdP/(lcdP+BghiP), Phe/Ant i ZLMW/EHMW, koji omogucuju
razlikovanje petrogenih, pirogenih i mjeSovitih izvora PAH-ova prema interpretacijskim
pragovima Budzinskog i sur. (1997) te Yunkera i sur. (2002). Dobiveni dijagnosticki omjeri
upucuju na dominantan, ali ne iskljuéiv pirogeni doprinos PAH-ova u povrsinskim sedimentima,
uz prisutnost mjeSovitih izvora. Rasponi omjera Ant/(Ant+Phe), Flt/(Flt+Pyr), BaA/(BaA+Chr) 1
IcdP/(IcdP+BghiP) obuhvacaju podrucja karakteristi¢na i za petrogene i za pirogene izvore. Omjer
Phe/Ant kretao se od 0,02 do 217,03, dok je omjer ZLMW/EHMW bio u rasponu od 0,03 do 3,19.
U vedini uzoraka omjer ZLMW/ZHMW bio je manji od 1, §to podupire prevladavajuéi pirogeni

signal, dok lokalno poviSeni omjeri upucuju na povremeni petrogeni doprinos.

Razlike dijagnostickih omjera PAH-ova izmedu Malostonskog zaljeva i podrucja uscéa rijeke
Neretve bile su od 3,03 % do 56,16 % (tablica 26; slika 94). Vecina omjera pokazala je male razlike
izmedu podrucja, uglavnom do 11,51 %, $to upucuje na medusobno usporedivo podrijetlo PAH-
ova u sedimentima obaju podrucja. Izrazenije razlike utvrdene su za omjere Ant/(Ant+Phe) (56,16
%) 1 Phe/Ant (47,32 %). U Malostonskom =zaljevu visi su bili omjeri FIt/(Flt+Pyr),
IcdP/(IcdP+BghiP) i Phe/Ant, dok su u podru¢ju uséa rijeke Neretve visi bili omjeri
Ant/(Ant+Phe), BaA/(BaA+Chr) i ZLMW/ZHMW.

Unutar Malostonskog zaljeva nije utvrdena ujednacena prostorna raspodjela svih analiziranih

dijagnostickih omjera PAH-ova. Najizrazenije razlike medu postajama utvrdene su za omjere
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SLMW/EHMW, Phe/Ant i Ant/(Ant+Phe). Postaja Mali Ston izdvajala se viSim omjerima
SLMW/EHMW, Phe/Ant i Ant/(Ant+Phe) u odnosu na postaje Kanal Usko, Bistrina i Banja.
Razlike izmedu postaje Mali Ston 1 ostalih postaja Malostonskog zaljeva dosezale su 53,42 % u
odnosu na Kanal Usko, 57,45 % u odnosu na Bistrinu i 46,55 % u odnosu na Banju. Ostali
dijagnosticki omjeri pokazali su manju prostornu promjenjivost, pri ¢emu su najvece razlike

iznosile 2,49 % za FIt/(FIt+Pyr), 12,21 % za BaA/(BaA+Chr) i 31,57 % za IcdP/(IcdP+BghiP).

Na podrucju uséa rijeke Neretve najveCe razlike medu postajama utvrdene su za omjere
Ant/(Ant+Phe) i Phe/Ant. Postaja Ploce izdvajala se viSim omjerom Ant/(Ant+Phe) u odnosu na
postaje Blace i Skoj, dok je omjer Phe/Ant bio visi na postaji Blace. Preostali dijagnosti¢ki omjeri
bili su ujednaceniji medu postajama, pri cemu su najvece razlike iznosile 15,39 % za Flt/(Flt+Pyr),

10,79 % za BaA/(BaA+Chr), 23,77 % za IcdP/(IcdP+BghiP) i 13,15 % za ZLMW/ZHMW.
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Slika 94. Prostorna raspodjela dijagnostickih omjera Ant/(Ant+Phe), BaA/(BaA+Chr),
IcdP/(IcdP+BghiP), Flt/(Flt+Pyr), Phe/Ant i ZLMW/ZHMW u sedimentu.

Tablica 26. Rasponi i srednji omjeri dijagnostickih omjera PAH-ova u povrSinskim sedimentima

po postajama.

Podrucdje Postaja  Ant/(Ant+  FIt/(Flt+ BaA/ IcdP/ XLMW/  Phe/
Phe) Pyr) (BaA+ (lcdP+ YHMW  Ant
Chr) BghiP)
Usce rijeke Ploce 0,04-098 0,25-082 014-09 0,22-0,95 0,03— 0,02 -
Neretve (0,47) (0,51) (0,56) (0,49) 0,70 23,14
(0,29) (4,31)
Blace 0,01-043 043-0,712 0,08-0,84 0,22-0,76 0,07- 1,34 -
(0,16) (0,56) (0,50) (0,55) 0,55 115,97
(0,25) (28,04)
Skoj 0,04-058 0,09-068 0,13-090 0,03-0,90 0,10- 0,71 -
(0,17) (0,48) (0,52) (0,62) 0,74 27,00
(0,27) (8,63)
Malostonski Kanal 0,02-0,15 047-062 042-055 0,40-0,70 0,07- 5,82 -
zaljev Usko (0,09) (0,53) (0,49) (0,62) 0,19 40,08
(0,12) (14,23)
Banja 0,03-0,36 048-0,70 0,44-0,71 0,24-0,80 0,06— 1,78 —
(0,15) (0,54) (0,50) (0,63) 0,40 30,04
(0,14) (10,55)

181



Bistrina  4,59x10°~ 0,47-057 041-054 055-079 0,06 2,76 —
027 (0,14) (0,54) (0,48) (0,66) 0,18 217,03

(0,10) (24,14)

Mali 001-098 038-088 006-059 002-068 0,09 0,02 -
Ston (0,22) (0,53) (0,44) (0,48) 3,19 148,43
(0,60) (39,60)

Udio pirogenih pokazatelja dodatno potvrduje prevladavajuéi pirogeni signal u povrSinskim

sedimentima (tablica 27). U Malostonskom zaljevu prosjecni pirogeni udio kretao se od 70,83 %

na postaji Mali Ston do 90,28 % na postaji Bistrina, dok je na postajama Kanal Usko i Banja iznosio

79,17 % odnosno 83,33 %. U podrucju usca rijeke Neretve prosjecni pirogeni udio kretao se od

75,00 % na postaji Plo¢e do 80,56 % na postaji Skoj, dok je na postaji Blace iznosio 79,17 %.

Takvi udjeli potvrduju visoku zastupljenost pirogenih pokazatelja u oba istrazivana podrucja.

Tablica 27. Udio pirogenih pokazatelja u povrSinskim sedimentima po postajama.

Podrucdje Postaja  Ant/(Ant FIt/(FIt BaA/(Ba IcdP/(lcd Phe/ XLMW Prosjecni
+Phe) > +Pyr)> A+Chr)> P+BghiP) Ant />HM pirogeni
0,1 0,5 0,35 >0,5 <10 w<1 udio (%)
USée rijeke Ploce 83,33 41,67 91,67 41,67 91,6 100,00 75,00
Neretve 7
Blace 66,67 91,67 83,33 66,67 66,6 100,00 79,17
7
Skoj 75,00 66,67 75,00 91,67 75,0 100,00 80,56
0
Malostonski Kanal 50,00 75,00 100,00 91,67 58,3 100,00 79,17
zaljev Usko 3
Banja 66,67 75,00 100,00 91,67 66,6 100,00 83,33
7
Bistrina 66,67 83,33 100,00 100,00 91,6 100,00 90,28
7
Mali 66,67 66,67 83,33 66,67 66,6 75,00 70,83
Ston 7
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Sezonska raspodjela dijagnostickih omjera PAH-ova pokazuje promjenjivost tijekom godine, bez
jasno izrazenog jedinstvenog sezonskog obrasca. U svim sezonama zabiljezeni su omjeri
karakteristi¢ni za pirogene i petrogene izvore, $to upucuje na mjeSovito podrijetlo PAH-ova.
Omjeri Ant/(Ant+Phe), Flt/(Flt+Pyr), BaA/(BaA+Chr) 1 IcdP/(IcdP+BghiP) u vecini uzoraka
upucuju na dominantan pirogeni signal, dok nizi omjeri zabiljeZeni unutar njihovih ukupnih
raspona upucuju na petrogeni doprinos u dijelu uzoraka. Omjer Phe/Ant u svim je sezonama
obuhvac¢ao omjere manje i vece od interpretacijske granice od 10, Sto potvrduje mjeSovito
podrijetlo PAH-ova. Omjer XLMW/XHMW u veéini uzoraka bio je manji od 1, dok su omjeri veci

od 1 zabiljeZeni u manjem dijelu uzoraka i upucuju na lokalno izrazeniji petrogeni doprinos.

Sezonska usporedba Malostonskog zaljeva i podrucja usca rijeke Neretve pokazuje manje razlike
izmedu podrucja tijekom godine, dok je izrazenija promjenjivost utvrdena medu postajama unutar
pojedinih podruéja (tablica 28). U zimskom razdoblju u podru¢ju uséa rijeke Neretve visi su bili
omjeri Ant/(Ant+Phe) i BaA/(BaA+Chr), dok su u Malostonskom zaljevu visi bili omjeri
Flt/(Flt+Pyr), IcdP/(IcdP+BghiP), ZLMW/XHMW i Phe/Ant. Najvece zimske razlike utvrdene su
za Phe/Ant (141,49 %) i Ant/(Ant+Phe) (81,11 %). U proljetnom razdoblju vi$i omjeri
BaA/(BaA+Chr), IcdP/(IcdP+BghiP) i Phe/Ant utvrdeni su u podrucju usca rijeke Neretve, dok su
Ant/(Ant+Phe), FlIt/(Flt+Pyr) i LLMW/ZHMW bili visi u Malostonskom zaljevu. Najvece proljetne
razlike zabiljeZzene su za Phe/Ant (85,72 %) 1 Ant/(Ant+Phe) (46,38 %). U ljetnom razdoblju
podrucje usc¢a rijeke Neretve imalo je viSe srednje omjere za sve analizirane dijagnosticke omjere,
pri ¢emu je najveca razlika utvrdena za XLMW/EHMW (65,43 %). U jesenskom razdoblju u
podrucju usSca rijeke Neretve visi su bili omjeri Ant/(Ant+Phe) 1 ZLMW/ZHMW, dok su u
Malostonskom zaljevu visi bili omjeri Flt/(Flt+Pyr), BaA/(BaA+Chr), IcdP/(IcdP+BghiP) 1
Phe/Ant. Najvece jesenske razlike utvrdene su za Phe/Ant (124,64 %), Ant/(Ant+Phe) (116,53 %)
1 ZLMW/ZHMW (88,95 %).

U Malostonskom zaljevu postaja Mali Ston najcesce se izdvajala viSim omjerima Ant/(Ant+Phe),
Phe/Ant i ZLMW/ZHMW, osobito zimi i u proljece. U podrucju usca rijeke Neretve postaje Ploce,
Blace i Skoj izmjenjivale su se kao postaje s visim omjerima, ovisno o sezoni i analiziranom
pokazatelju. Najvece sezonske razlike medu postajama u Malostonskom zaljevu zabiljezene su za

Phe/Ant u proljece, ljeto i jesen te za XTLMW/XHMW zimi. U podrucju uséa rijeke Neretve najvece
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sezonske razlike medu postajama takoder su bile vezane uz omjer Phe/Ant, osobito izmedu postaja

Plode i Blace te Ploce i Skoj.

Tablica 28. Sezonski rasponi i srednji omjeri dijagnosti¢kih omjera PAH-ova po podruéjima.

Podrudje Sezona  Ant/ FI/(FIt BaA/(Ba IcdP/(lcdP XLMW/ Phe/Ant
(Ant+Phe)  +Pyr) A+Chr) +BghiP) YHMW
Malostonski  Jesen 0,03-0,20 0,48 - 0,44 — 0,55-0,73 0,06 — 4,02 - 30,04
zaljev (0,13) 0,62 0,51 (0,64) 0,18 (9,95)
(0,54) (0,47) (0,11)
Ljeto 0,01-0,34 0,48- 0,42 - 0,02-0,79 0,06 — 1,94 -
(0,14) 0,70 0,71 (0,57) 0,40 111,26
(0,55) (0,52) (0,14) (13,54)
Prolje¢e 0,02-0,58 0,47 — 0,44 — 0,10-0,70 0,07 - 0,71 40,08
(0,19) 0,88 0,58 (0,57) 1,00 (11,16)
(0,57) (0,49) (0,24)
Zima 4,59x10°% - 0,38 - 0,06 — 0,29-0,80 0,08-— 0,02 -
0,98 (0,15) 0,56 0,57 (0,63) 3,19 217,03
(0,50) (0,44) (0,41) (42,30)
Usce rijeke  Jesen 0,15-0,95 0,09 - 0,08 - 0,03-0,90 0,11- 0,05 -5,85
Neretve (0,48) 0,61 0,81 (0,47) 0,58 (2,31)
0,47) (0,32) (0,29)
Ljeto 0,01-058 0,44- 0,33 - 0,22-0,86 0,03 0,71-83,54
(0,15) 0,71 0,96 (0,60) 0,74 (18,64)
(0,58) (0,59) (0,28)
Prolje¢e 0,01-0,23 0,25- 0,35 - 0,41-0,75 0,06 — 3,28 -
0,12) 0,82 0,89 (0,59) 0,63 115,97
(0,55) (0,54) (0,21) (27,90)
Zima 0,02-0,98 0,25- 0,20 - 0,22-0,95 0,05- 0,02 - 50,49
(0,35) 0,64 0,94 (0,53) 0,65 (7,25)
(0,46) (0,56) (0,28)

Analiza sezonskog pirogenog udjela pokazuje visoku zastupljenost pirogenih pokazatelja tijekom

cijelog istrazivanog razdoblja u oba podrucja (tablica 29). U Malostonskom zaljevu sezonski

pirogeni udio kretao se od 70,83 % do 87,50 %, s najve¢im udjelom u jesenskom razdoblju i
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najmanjim u zimskom razdoblju. U podrucju uséa rijeke Neretve sezonski pirogeni udio kretao se
od 75,00 % do 80,56 %, s najvec¢im udjelom zimi te najmanjim u proljece i jesen. Usporedba

sezonskih udjela pokazuje izrazeniju promjenjivost u Malostonskom zaljevu, dok su u podrucju

Tablica 29. Udio pirogenih pokazatelja u povrSinskim sedimentima po sezonama.

Podrudje Sezona  Ant/(Ant FIt/(FIt BaA/  lcdP/(lcdP Phe/ XLMW/ Prosje¢ni
+Phe) > +Pyr)> (BaA+ +BghiP)> Ant yHMW Pirogeni

0,1 0,5 Chr)> 0,5 <10 < udio (%)
0,35
Malostonski  Proljece 62,50 87,50 100,00 87,50 75,0 87,50 83,33
zaljev 0
Ljeto 68,75 87,50 100,00 81,25 81,2 100,00 86,46
5
Jesen 75,00 75,00 100,00 100,00 75,0 100,00 87,50
0
Zima 50,00 56,25 87,50 87,50 56,2 87,50 70,83
5
Usce rijeke  Proljee 50,00 83,33 83,33 83,33 50,0 100,00 75,00
Neretve 0
Ljeto 58,33 83,33 91,67 75,00 66,6 100,00 79,17
7
Jesen 100,00 66,67 50,00 33,33 100, 100,00 75,00
00
Zima 91,67 41,67 91,67 66,67 91,6 100,00 80,56
7

Multivarijatna PERMANOVA analiza dijagnostickih omjera PAH-ova potvrdila je statisticki
znadajne razlike izmedu istrazivanih podrudja (pseudo-F = 2,41; p = 3,62 x 1072, kao i razlike
izmedu ljetnog 1 jesenskog razdoblja. Analiza SIMPER pokazala je da su razlikama izmedu
podrucja najviSe pridonijeli omjeri Ant/(Ant+Phe) (17,75 %), BaA/(BaA+Chr) (17,27 %) i
FIt/(FIt+Pyr) (17,21 %), dok je najmanji doprinos imao omjer XLMW/SHMW (14,94 %) (slika
95). Visi omjeri Ant/(Ant+Phe), BaA/(BaA+Chr) i ZLMW/XHMW utvrdeni su u podrucju uséa
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rijeke Neretve, dok su Malostonski zaljev obiljezili visi omjeri FIlt/(Flt+Pyr), Phe/Ant i
IcdP/(IcdP+BghiP).

B Usce rijeke Neretve O Malostonski zaljev
0,40

S
=

Doprinos %

e
1=
=

-0,10

-0,20

-0,30
Ant/(Ant+Phe)  BaA/(BaA+Chr)  FIt/(Flt+Pyr) Phe/Ant IcdP/(IcdP+Bghi)  LMW/HMW

Slika 95. Relativne razlike u dijagnostiCkim omjerima Ant/(Ant+Phe), BaA/(BaA+Chr),
IcdP/(IcdP+BghiP), Flt/(Flt+Pyr), Phe/Ant i ZLMW/EHMW izmedu sedimenata s podrucja

Malostonskog zaljeva i usca rijeke Neretve.

Sezonska SIMPER analiza za razlike izmedu ljetnog i jesenskog razdoblja pokazala je da su
ukupnim razlikama najviSe pridonijeli omjeri BaA/(BaA+Chr) (24,74 %), IcdP/(IcdP+BghiP)
(20,73 %) 1 Flt/(Flt+Pyr) (19,68 %), dok je najmanji doprinos imao omjer XZLMW/ZHMW (5,50
%). Visi omjeri BaA/(BaA+Chr), IcdP/(IcdP+BghiP), Flt/(Flt+Pyr), Phe/Ant i ELMW/EHMW

utvrdeni su ljeti, dok je jesen obiljeZena viSim omjerom Ant/(Ant+Phe) (slika 96).
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BaA/(BaA+Chr) IcdP/(IcdP+Bghi) FIt/(FIt+Pyr)  Ant/(Ant+Phe) Phe/Ant LMW/HMW

Slika 96. Relativne razlike u dijagnostickim omjerima PAH-ova izmedu ljetnog i jesenskog

razdoblja.

4.9. Odredivanje porijekla PAH-ova primjenom PCA analize

Rezultati PCA analize dijagnostickih omjera PAH-ova u povrsinskim sedimentima prikazani su na

slikama 97 — 99. Prema modelu slomljene palice, za daljnju interpretaciju zadrzana je samo

komponenta PC1.

Komponenta
Slika 97. Dijagram glavnih komponenti za dijagnosti¢ke omjere PAH-ova u sedimentu s prikazom
modela slomljene palice.
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Komponenta PC1 objasnjava 43,03 % ukupne varijance Pozitivna optere¢enja omjera Phe/Ant
(0,56), ZLMW/EHMW (0,54) i IcdP/(IcdP+BghiP) (0,50), uz negativna optereCenja omjera
Ant/(Ant+Phe) (-0,32), BaA/(BaA+Chr) (-0,16) i Flt/(FIt+Pyr) (-0,15), upucuju na razlike u
doprinosu petrogenih i pirogenih izvora PAH-ova izmedu uzoraka (slika 98). Komponenta PC2
objasnjava 19,81 % ukupne varijance te je odredena pozitivnim opterecenjima omjera Flt/(Flt+Pyr)
(0,71) 1 BaA/(BaA+Chr) (0,56), uz negativno opterecenje omjera IcdP/(IcdP+BghiP) (-0,19) (slika
99). Komponente PC3 — PC6 kumulativno su objasnjavale 37,16 % ukupne varijance (PC3: 15,74
%, PC4: 11,94 %, PC5: 7,31 % i PC6: 2,17 %). Prema modelu slomljene palice, komponenta PC2

1 preostale komponente nisu zadrzane za daljnju interpretaciju te se nisu tumacile u kontekstu

of o il

podrijetla PAH-ova.

of I 1O

Koeficijent opterecenja

-0.304
-0.454
. 2\ _R\.]ﬂ AT“{\ ‘-\q\. ,\\,\q\,?_ﬁ
"R.N;\{ ":II\\-:\'\- ‘Er'\'h ﬂ:h'lsJ;""-L"""-\i!\.-‘“:'\‘
e & \a?‘ﬁ bq'n_'@c \3}'
)

Slika 98. Opterecenja PAH-ova na komponenti PC1.
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Slika 99. Opterecenja PAH-ova na komponenti PC2.

4.10. Procjena ekotoksikoloskog rizika
4.10.1. Metali u skoljkasima

Maseni udjeli Cd, Pb i Hg u mekom tkivu dagnji usporedeni su s pripadaju¢im kriterijjem BAC
(vidi poglavlje 3.7.1). Maseni udjeli jednaki ili visi od kriterija BAC zabiljezeni su u 45,24 %
uzoraka za Cd, 9,52 % uzoraka za Pb i 59,52 % uzoraka za Hg (slika 100).

Cd Pb
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Slika 100. Maseni udjeli Cd, Pb i Hg u dagnjama na istrazivanim postajama, izrazeni u mg/kg suhe

mase, s pripadaju¢im kriterijem BAC.

Usporedba istrazivanih podruc¢ja pokazuje da su maseni udjeli jednaki ili visi od kriterija BAC za
Cd, Pb i Hg bili ucestaliji u Malostonskom zaljevu nego u podru¢ju usca rijeke Neretve. U
Malostonskom zaljevu utvrdeni su u 54,17 % uzoraka za Cd, 14,58 % uzoraka za Pb i 64,58 %
uzoraka za Hg, dok su u podrucju usca rijeke Neretve zabiljezeni u 33,33 % uzoraka za Cd, 2,78

% uzoraka za Pb i 52,78 % uzoraka za Hg.

Maseni udjeli jednaki ili visi od kriterija BAC za Cd i Hg utvrdeni su na svim istrazivanim
postajama. Za Cd su obuhvacali od 41,67 % do 66,67 % uzoraka u Malostonskom zaljevu te od
8,33 % do 50,00 % uzoraka u podrucju usc¢a rijeke Neretve. Za Hg su obuhvacali od 50,00 % do
75,00 % uzoraka u Malostonskom zaljevu te od 50,00 % do 58,33 % uzoraka u podrucju uséa rijeke
Neretve. Maseni udjeli jednaki ili visi od kriterija BAC za Pb utvrdeni su na postajama Kanal Usko,
Bistrina 1 Mali Ston u Malostonskom zaljevu te na postaji Ploce u podrucju usc¢a rijeke Neretve.
Njihova je ucestalost iznosila od 16,67 % do 25,00 % uzoraka u Malostonskom zaljevu te 8,33 %

uzoraka na postaji Ploce.
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Slika 101. Sezonska raspodjela masenih udjela Cd, Pb i Hg u dagnjama, izraZzenih u mg/kg suhe

mase, s pripadaju¢im kriterijem BAC.

Sezonska usporedba pokazuje da je najvisi udio masenih udjela jednakih ili viSih od kriterija BAC
za Cd 1 Hg utvrden zimi, i to u 64,29 % uzoraka za Cd i 89,29 % uzoraka za Hg. Maseni udjeli
jednaki ili visi od kriterija BAC za Pb zabiljezeni su samo zimi i u jesen, pri ¢emu je visi udio

utvrden u jesen (28,57 %) nego zimi (14,29 %) (slika 101).

Tijekom prolje¢a maseni udjeli jednaki ili visi od kriterija BAC utvrdeni su u 35,71 % uzoraka za
Cd 157,14 % uzoraka za Hg, dok za Pb nisu zabiljezeni. Tijekom ljeta maseni udjeli jednaki ili visi
od kriterija BAC utvrdeni su u 32,14 % uzoraka za Cd i 32,14 % uzoraka za Hg, dok za Pb nisu
zabiljezeni. U jesenskom razdoblju maseni udjeli jednaki ili visi od kriterija BAC utvrdeni su u

42,86 % uzoraka za Cd, 57,14 % uzoraka za Hg i 28,57 % uzoraka za Pb.

4.10.2. Metali u sedimentu

Maseni udjeli metala u uzorcima sedimenta usporedeni su s donjim pragovima u¢inka (TEL 1 ERL)
te gornjim pragovima ucinka (PEL i ERM) za Cr, Ni, Cu, Zn, Pb, Cd 1 Hg (slike 102 1 103). U
analiziranim uzorcima prekoracenja TEL praga utvrdena su za Cr, Ni, Cu, Zn, Pb i Hg, dok za Cd
nijedan izmjereni maseni udio nije prelazio TEL, ERL, PEL ni ERM prag. Najve¢i udio
prekoracenja TEL praga zabiljezen je za Cr (78,57 %) 1 Ni (77,38 %), zatim za Cu (14,29 %), Pb
(2,38 %) te Zn i Hg (po 1,19 %). Prekoracenja ERL praga utvrdena su za Cr (72,62 %) i Ni (66,67
%), dok je za Cu zabiljezeno prekoracenje u jednom uzorku (1,19 %). Prekoracenja gornjih pragova

ucinka utvrdena su iskljucivo za Ni, pri ¢emu je PEL prag prekoracen u 52,38 % uzoraka, a ERM
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prag u 42,86 % uzoraka. Za metale Ciji maseni udjeli nisu prelazili TEL prag na slikama su

prikazani isklju¢ivo TEL pragovi.
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Slika 102. Maseni udjeli metala u uzorcima sedimenta, izrazeni u mg/kg suhe mase, na

istrazivanim postajama s pripadaju¢im TEL, ERL 1 PEL pragovima.

Usporedba istrazivanih podrucja pokazuje da su prekoracenja pragova ucinka bila ucestalija u
Malostonskom zaljevu nego u podrucju uséa rijeke Neretve, osobito za Cr i Ni. U podrucju uséa
rijeke Neretve prekoraenja TEL praga utvrdena su u 72,22 % uzoraka za Cr, 63,89 % uzoraka za
Ni, 16,67 % uzoraka za Cu 1 2,78 % uzoraka za Hg, dok za Zn, Pb 1 Cd nisu zabiljezena.
Prekoracenja ERL praga u istom podrucju utvrdena su u 63,89 % uzoraka za Cr, 41,67 % uzoraka
za Nii2,78 % uzoraka za Cu. Prekoracenja PEL i ERM pragova zabiljezena su samo za Ni, i to u
13,89 % uzoraka za PEL prag i 556 % uzoraka za ERM prag. U Malostonskom zaljevu
prekoracenja TEL praga bila su ucestalija te su utvrdena u 83,33 % uzoraka za Cr, 87,50 % uzoraka
za N1, 12,50 % uzoraka za Cu, 2,08 % uzoraka za Zn i 4,17 % uzoraka za Pb, dok prekoracenja za
Hg 1 Cd nisu zabiljeZena. Prekoracenja ERL praga utvrdena su u 79,17 % uzoraka za Cr 1 85,42 %
uzoraka za Ni. Kao i1 u podrucju us¢a rijeke Neretve, prekoracenja PEL i ERM pragova bila su
vezana isklju€ivo uz Ni, ali su bila znatno ucestalija: 81,25 % uzoraka prelazilo je PEL prag, a

70,83 % uzoraka ERM prag.

Medu istraZivanim postajama u Malostonskom zaljevu najizraZenija prekoracenja utvrdena su za
Cr 1 Ni. Prekoracenja TEL praga za oba metala zabiljezena su na svim postajama. Na postajama
Kanal Usko, Banja i Bistrina prekoracenja su obuhvacala 100,00 % uzoraka, dok su na postaji Mali
Ston bila niza te su iznosila 33,33 % uzoraka za Cr 1 50,00 % uzoraka za Ni. Prekora¢enja ERL
praga za Cr utvrdena su u 100,00 % uzoraka na postajama Kanal Usko i1 Bistrina, u 91,67 % uzoraka
na postaji Banja te u 25,00 % uzoraka na postaji Mali Ston. Za Ni su prekoracenja ERL praga
zabiljezena u 100,00 % uzoraka na postajama Kanal Usko, Banja i Bistrina te u 41,67 % uzoraka

na postaji Mali Ston. Prekoracenja PEL praga za Ni iznosila su 100,00 % uzoraka na postajama
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Kanal Usko, Banja i Bistrina te 25,00 % uzoraka na postaji Mali Ston, dok su prekoracenja ERM
praga iznosila 83,33 % uzoraka na postajama Kanal Usko i Banja, 91,67 % uzoraka na postaji
Bistrina te 25,00 % uzoraka na postaji Mali Ston. Za Cu, Zn i Pb u Malostonskom zaljevu
zabiljezena su iskljucivo prekoracenja TEL praga. Prekoracenja TEL praga za Cu utvrdena su na
postajama Kanal Usko i Banja, i to u 16,67 % odnosno 33,33 % uzoraka. Za Zn je prekoracenje
TEL praga utvrdeno samo na postaji Kanal Usko u 8,33 % uzoraka, dok su za Pb prekoracenja

zabiljeZena na postajama Kanal Usko 1 Bistrina, takoder u 8,33 % uzoraka.

U podrucju usca rijeke Neretve prekoracenja TEL praga za Cr i Ni takoder su utvrdena na svim
postajama. Za Cr su obuhvacala od 66,67 % do 75,00 % uzoraka, a za Ni od 25,00 % do 83,33 %
uzoraka. Prekoracenja PEL praga utvrdena su iskljucivo za Ni, i to u 16,67 % uzoraka na postajama
Plo¢e i Skoj te u 8,33 % uzoraka na postaji Blace. Prekoradenja ERM praga za Ni zabiljeZzena su
samo na postaji Skoj, u 16,67 % uzoraka. Za Cu su prekoratenja TEL praga utvrdena na svim
postajama u rasponu od 8,33 % do 25,00 % uzoraka, dok je prekora¢enje ERL praga za Cu utvrdeno
samo na postaji Plo¢e u 8,33 % uzoraka. Prekoracenja TEL praga za Hg zabiljezena su samo na
postaji Blace u 8,33 % uzoraka.
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Slika 103. Sezonska raspodjela masenih udjela metala u uzorcima sedimenta, izraZzenih u mg/kg

suhe mase, s pripadaju¢im pragovima ucinka.

Sezonska raspodjela, prikazana na slici 103, pokazuje da su prekoracenja TEL praga za Cr, Nii Cu
zabiljezena tijekom svih sezona. Prekoracenja TEL praga za Zn utvrdena su samo tijekom proljeca,
za Pb tijekom proljeca i jeseni, a za Hg tijekom ljeta. Prekoracenja ERL praga za Cr 1 Ni zabiljeZena
su tijekom svih sezona, dok je za Cu prekoracenje ERL praga utvrdeno samo tijekom proljeca.

Prekoracenja PEL i ERM pragova tijekom svih sezona bila su vezana iskljucivo uz Ni.

U zimskom razdoblju prekoracenja TEL praga utvrdena su u 75,00 % uzoraka za Cr, 67,86 %
uzoraka za Ni 1 3,57 % uzoraka za Cu. Prekora¢enja ERL praga iznosila su 71,43 % uzoraka za Cr
157,14 % uzoraka za Ni, dok su prekoracenja PEL i ERM pragova za Ni iznosila 46,43 % odnosno
42,86 % uzoraka. Tijekom proljeca zabiljeZen je najveci udio prekoracenja TEL praga za Cr i Ni,
po 85,71 % uzoraka, te za Cu, 35,71 % uzoraka. U istoj sezoni prekoracenja TEL praga za Zn i Pb
iznosila su po 7,14 % uzoraka. Prekoratenja ERL praga utvrdena su u 64,29 % uzoraka za Cr,
85,71 % uzoraka za Ni i1 7,14 % uzoraka za Cu, dok su prekoracenja PEL i ERM pragova za Ni
iznosila 71,43 % odnosno 35,71 % uzoraka. Tijekom ljeta prekoracenja TEL praga utvrdena su u
82,14 % uzoraka za Cr, 85,71 % uzoraka za Ni, 17,86 % uzoraka za Cu i 3,57 % uzoraka za Hg.

Prekoracenja ERL praga iznosila su 78,57 % uzoraka za Cr 1 71,43 % uzoraka za Ni, dok su
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prekoracenja PEL i ERM pragova za Ni iznosila 50,00 % odnosno 42,86 % uzoraka. U jesenskom
razdoblju prekoracenja TEL praga zabiljezena su u 71,43 % uzoraka za Cri Ni te u 7,14 % uzoraka
za Cu 1 Pb. Prekoracenja ERL praga iznosila su 71,43 % uzoraka za Cr 1 57,14 % uzoraka za Ni,

dok su prekoracenja PEL i ERM pragova za Ni iznosila po 50,00 % uzoraka.

4.10.3. PAH-ovi u Skoljkasima

Maseni udjeli PAH-ova u dagnjama usporedeni su s OSPAR-ovim kriterijem BAC definiranim za
Phe, FIt, Pyr, BaA, Chr, BaP, BghiP i lcdP te s dostupnim kriterijem EAC definiranim za Naph,
Phe, Ant, Flt, Pyr, BaA, BaP i BghiP (slika 104). U analiziranim uzorcima prekoracenja kriterija
BAC utvrdena su za sve PAH-ove za koje je taj kriterij dostupan. Najvisi udio prekoracenja kriterija
BAC zabiljezZen je za BghiP (97,62 %), zatim za BaP (92,86 %), IcdP (89,29 %), BaA (86,90 %),
Flt 1 Pyr (85,71 %), Phe (83,33 %) te Chr (76,19 %). Prekoracenja kriterija EAC utvrdena su
isklju¢ivo za Pyr (45,24 %), Flt (44,05 %), BaA (30,95 %) i BghiP (19,05 %), dok za Naph, Phe,

Ant 1 BaP nisu zabiljeZena.

Usporedba istrazivanih podrucja pokazuje da su prekoraCenja kriterija BAC bila ucestalija u
Malostonskom zaljevu nego u podrucju uséa rijeke Neretve. U Malostonskom zaljevu prekoracenja
kriterija BAC utvrdena su u 93,75 % uzoraka za Phe, Flt, Pyr i BaA, u 85,42 % uzoraka za Chr, u
95,83 % uzoraka za BaP, u 100,00 % uzoraka za BghiP te u 91,67 % uzoraka za IcdP. U podrucju
usca rijeke Neretve zabiljeZena su u 69,44 % uzoraka za Phe, 75,00 % uzoraka za Flt i Pyr, 77,78
% uzoraka za BaA, 63,89 % uzoraka za Chr, 88,89 % uzoraka za BaP, 94,44 % uzoraka za BghiP
te 86,11 % uzoraka za IcdP.

Prekoracenja kriterija BAC za Phe, Flt, Pyr, BaA, Chr, BaP, BghiP i IcdP utvrdena su na svim
istraZzivanim postajama u oba podruc¢ja. U Malostonskom zaljevu na postaji Kanal Usko
prekoracenja kriterija BAC utvrdena su u 100,00 % uzoraka za sve PAH-ove s dostupnim
kriterijem BAC. Na postaji Banja obuhvacala su od 91,67 % do 100,00 % uzoraka, na postaji
Bistrina 100,00 % uzoraka, a na postaji Mali Ston od 50,00 % do 100,00 % uzoraka. U podrucju
usca rijeke Neretve prekoracenja kriterija BAC na postaji Ploce utvrdena su u rasponu od 33,33 %
do 83,33 % uzoraka, na postaji Blace od 75,00 % do 100,00 % uzoraka te na postaji Skoj od 83,33
% do 100,00 % uzoraka.
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Prekoracenja kriterija EAC bila su ucestalija u Malostonskom zaljevu. U tom su podruc¢ju utvrdena
u 58,33 % uzoraka za FIt, 60,42 % uzoraka za Pyr, 37,50 % uzoraka za BaA i 29,17 % uzoraka za
BghiP. U podrucju usca rijeke Neretve zabiljeZzena su u 25,00 % uzoraka za FIt 1 Pyr, 22,22 %
uzoraka za BaA te 5,56 % uzoraka za BghiP. Za Naph, Phe, Ant i BaP nisu utvrdena prekoracenja
kriterija EAC ni u jednom podrucju.

U Malostonskom zaljevu prekoracenja kriterija EAC na postaji Kanal Usko utvrdena su u 25,00 %
uzoraka za BghiP, 33,33 % za BaA, 50,00 % za Pyr i 58,33 % za FIt. Na postaji Banja iznosila su
16,67 % za BghiP, 33,33 % za BaA, 58,33 % za Flt 1 75,00 % za Pyr. Na postaji Bistrina utvrdena
su u 58,33 % uzoraka za BghiP, 66,67 % za BaA te 91,67 % za Flt i Pyr, dok su na postaji Mali
Ston iznosila 16,67 % za BaA i BghiP te 25,00 % za Flt i Pyr. U podru¢ju usca rijeke Neretve
prekoracenja kriterija EAC za Flt, Pyr 1 BaA utvrdena su u 8,33 % uzoraka na postaji Ploce. Na
postaji Blace prekoraenja su utvrdena u 25,00 % uzoraka za BaA te 33,33 % za Flt i Pyr, dok su
na postaji Skoj zabiljezena u 16,67 % uzoraka za BghiP te u 33,33 % uzoraka za Flt, Pyr i BaA.
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Slika 104. Maseni udjeli PAH-ova u dagnjama, izrazeni u pg/kg suhe mase, na istrazivanim

postajama s pripadaju¢im kriterijima BAC 1 EAC.

Rezultati sezonske analize pokazuju da su prekoracenja kriterija BAC za Phe, Flt, Pyr, BaA, Chr,

BaP, BghiP i IcdP utvrdena tijekom svih sezona (slika 105). Prekora¢enja kriterija EAC za Flt, Pyr,

BaA 1 BghiP takoder su utvrdena tijekom svih sezona.
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Slika 105. Sezonska raspodjela masenih udjela PAH-ova u dagnjama, izraZzenih u pg/kg suhe mase,

s pripadaju¢im Kriterijima BAC i EAC.

U zimskom razdoblju prekoracenja kriterija BAC utvrdena su u 82,14 % uzoraka za Phe i BaA,
78,57 % uzoraka za Flt i Pyr, 71,43 % uzoraka za Chr, 89,29 % uzoraka za BaP i IcdP te 92,86 %
uzoraka za BghiP. U istoj sezoni prekoracenja kriterija EAC utvrdena su u 42,86 % uzoraka za Flt,
50,00 % uzoraka za Pyr, 25,00 % uzoraka za BaA i 10,71 % uzoraka za BghiP. Tijekom proljeca
prekoracenja kriterija BAC utvrdena su u 85,71 % uzoraka za Phe, Flt i BaP, 78,57 % uzoraka za
Pyr, BaA 1 Chr, 92,86 % uzoraka za IcdP te 100,00 % uzoraka za BghiP. U istoj sezoni prekoracenja
kriterija EAC utvrdena su u 50,00 % uzoraka za FIt i Pyr, 42,86 % uzoraka za BaA i 28,57 %
uzoraka za BghiP. U ljetnom razdoblju prekorac¢enja kriterija BAC utvrdena su u 85,71 % uzoraka
za Phe, 92,86 % uzoraka za Flt i BaA, 96,43 % uzoraka za Pyr, 75,00 % uzoraka za Chr, 100,00 %
uzoraka za BaP i BghiP te 89,29 % uzoraka za IcdP. Prekoracenja kriterija EAC u istoj sezoni
utvrdena su u 42,86 % uzoraka za Flt, 39,29 % uzoraka za Pyr i BaA te 25,00 % uzoraka za BghiP.
U jesenskom razdoblju prekoracenja kriterija BAC utvrdena su u 78,57 % uzoraka za Phe, 85,71
% uzoraka za FIt, Pyr, Chr i lcdP, 92,86 % uzoraka za BaA i BaP te 100,00 % uzoraka za BghiP.
Prekoracenja kriterija EAC u istoj sezoni utvrdena su u 42,86 % uzoraka za Flt i Pyr te u 14,29 %
uzoraka za BaA i BghiP.

4.10.4. PAH-ovi u sedimentu

Maseni udjeli PAH-ova u sedimentima usporedeni su s dostupnim ekotoksikoloskim pragovima
TEL i PEL (Canadian Council of Ministers of the Environment, 2002), ERL i ERM (Long i sur.,
1995) te BAC pragovima prema OSPAR smjernicama (OSPAR Commission, 2023) (slika 106). U
analiziranim uzorcima prekoracenja BAC pragova utvrdena su za Naph, Phe, Ant, Flt, Pyr, BaA,
Chr, BaP, BghiP i IcdP. U Malostonskom zaljevu prekoraenja BAC pragova bila su najcesca za
Pyr (52,08 %), Flt (43,75 %), BaA (37,50 %), BaP (33,33 %), Chr (27,08 %) i Ant (25,00 %), dok
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su manji udjeli prekoracenja utvrdeni za Phe (18,75 %), Naph (10,42 %) i IcdP (4,17 %). Za BghiP
u Malostonskom zaljevu nisu utvrdena prekoracenja BAC praga. U podrucju usca rijeke Neretve
prekoracenja BAC pragova bila su rjeda te su utvrdena za Pyr (25,00 %), BaA 1 Chr (22,22 %),
Naph i Ant (11,11 %), Phe i Flt (5,56 %) te BaP, BghiP i IcdP (2,78 %).

Usporedba istrazivanih postaja pokazuje da su prekoracenja BAC pragova u Malostonskom zaljevu
bila najizrazenija na postaji Bistrina, gdje su utvrdena u 91,67 % uzoraka za Pyr, 83,33 % za Flt,
66,67 % za BaA i BaP, 58,33 % za Chr, 50,00 % za Ant, 41,67 % za Phe te 8,33 % za Naph i IcdP.
Na postaji Kanal Usko prekoracenja su utvrdena u rasponu od 8,33 % za Naph do 50,00 % za Pyr,
a na postaji Banja od 16,67 % za Naph, Ant i Chr do 50,00 % za Pyr. Na postaji Mali Ston
prekoracenja BAC pragova bila su manje ucestala te su utvrdena u 8,33 % uzoraka za Naph i IcdP
te u 16,67 % uzoraka za Phe, Ant, Flt, Pyr, BaA, Chr i BaP. U podruc¢ju us¢a rijeke Neretve
prekoraéenja BAC pragova bila su najizraZenija na postaji Skoj, gdje su utvrdena u 33,33 %
uzoraka za Pyr, BaA i Chr, u 16,67 % za Phe, Ant i Flt te u 8,33 % za Naph, BaP, BghiP i IcdP.
Na postaji Blace prekoracenja su utvrdena u 16,67 % uzoraka za Naph i Ant, u 25,00 % za BaA i
Chr te u 33,33 % za Pyr, dok su na postaji Ploce utvrdena samo za Naph, Pyr, BaA i Chr,itou

8,33 % uzoraka.

Prekoracenja TEL pragova bila su znatno rjeda od prekoratenja BAC pragova, osim za DahA. U
Malostonskom zaljevu prekoraenja TEL pragova utvrdena su u 56,25 % uzoraka za DahA, 14,58
% za Flt, 4,17 % za Ace i1 Pyr te 2,08 % za Phe, BaA i BaP. U podruc¢ju us¢a rijeke Neretve
prekoracenja TEL pragova utvrdena su u 38,89 % uzoraka za DahA, 16,67 % za Ace, 5,56 % za
Flt te 2,78 % za Phe, Pyr 1 BaA. U Malostonskom zaljevu prekoracenja TEL pragova za DahA
utvrdena su na svim postajama, s najvec¢im udjelom na postaji Bistrina (75,00 %), zatim na
postajama Kanal Usko i Banja (58,33 %) te na postaji Mali Ston (33,33 %). Prekoracenja TEL
praga za Flt bila su najizraZenija na postaji Bistrina (41,67 %), dok su za ostale PAH-ove utvrdena
sporadi¢no. U podrucju uséa rijeke Neretve prekoracenja TEL pragova za DahA utvrdena su na
postajama Skoj (58,33 %), Blace (50,00 %) i Ploge (8,33 %). Prekoradenja TEL praga za Ace
utvrdena su na postajama Blace i Skoj u 25,00 % uzoraka, dok su prekora¢enja za Phe, Flt, Pyr i

BaA zabiljeZena samo na postaji Skoj.

Prekoracenja ERL pragova bila su sporadi¢na. U Malostonskom zaljevu utvrdena su u 4,17 %

uzoraka za Ace i1 2,08 % za DahA, dok su u podrucju usca rijeke Neretve utvrdena u 11,11 %
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uzoraka za Ace te 2,78 % uzoraka za BaA i DahA. U Malostonskom zaljevu prekoracenja ERL
pragova zabiljezena su na postaji Banja za Ace (16,67 %) te na postaji Mali Ston za DahA (8,33
%). U podrucju usca rijeke Neretve prekoracenja su utvrdena na postaji Blace za Ace (25,00 %) te
na postaji Skoj za Ace, BaA i DahA (8,33 %). Prekoradenja PEL i ERM pragova nisu utvrdena ni

za jedan analizirani PAH u oba istrazivana podrugja.
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Slika 106. Maseni udjeli PAH-ova (ug/kg suhe mase) u sedimentu na istrazivanim postajama s

pripadaju¢im pragovima TEL, ERL, PEL, ERM i BAC. Za PAH-ove ¢iji izmjereni maseni udjeli

nisu prelazili TEL prag, prikazani su samo TEL pragovi.
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Rezultati sezonske analize (slika 107) pokazuju da su prekoracenja BAC pragova za Phe, Ant, Flt,
Pyr, BaA, Chr i BaP utvrdena tijekom svih sezona. NajizraZenija prekoracenja zabiljezena su za
Pyr, FIti BaA, osobito u proljetnom i ljetnom razdoblju. Prekora¢enja BAC praga za Naph utvrdena
su zimi, u proljece i ljeti, za IcdP u proljece 1 ljeti, a za BghiP samo tijekom ljeta. Prekoracenja
TEL pragova utvrdena su za Ace, Phe, Flt, Pyr, BaA, BaP i DahA, pri ¢emu su prekoracenja za
DahA zabiljezena tijekom svih sezona. Prekora¢enja ERL pragova utvrdena su sporadi¢no za Ace,

BaA i DahA.
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Slika 107. Sezonska raspodjela masenih udjela PAH-ova (ug/kg suhe mase) u sedimentu s

pripadaju¢im pragovima TEL, ERL, PEL, ERM i BAC. Za PAH-ove ¢iji izmjereni maseni udjeli

nisu prelazili TEL prag, prikazani su samo TEL pragovi.

U zimskom razdoblju prekoracenja BAC pragova utvrdena su u 42,86 % uzoraka za Pyr, 25,00 %

za BaA, 21,43 % za FIt i Chr, 17,86 % za Ant, 14,29 % za Naph i BaP te 10,71 % za Phe. U istoj
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sezoni prekoracenja TEL pragova utvrdena su u 53,57 % uzoraka za DahA, 7,14 % za Ace i 3,57
% za Flt, dok je prekoracenje ERL praga utvrdeno u 3,57 % uzoraka za Ace. Tijekom proljeca
prekoracenja BAC pragova utvrdena su u 50,00 % uzoraka za Pyr, 42,86 % za BaA i Chr, 28,57 %
za Ant, Flt 1 BaP, 21,43 % za Phe te 7,14 % za Naph i IcdP. Prekoracenja TEL pragova u proljece
utvrdena su u 28,57 % uzoraka za DahA, 21,43 % za Flt te 7,14 % za Ace, dok je prekoracenje
ERL praga utvrdeno u 7,14 % uzoraka za Ace. U ljetnom razdoblju prekoracenja BAC pragova
utvrdena su u 39,29 % uzoraka za Pyr i BaA, 32,14 % za Flt, 25,00 % za BaP, 21,43 % za Ant 1
Chr, 14,29 % za Naph i Phe, 7,14 % za IcdP te 3,57 % za BghiP. Prekoracenja TEL pragova ljeti
utvrdena su u 50,00 % uzoraka za DahA, 14,29 % za Flt, 10,71 % za Ace, 7,14 % za Pyr i BaA te
3,57 % za Phe 1 BaP, dok su prekoracenja ERL pragova utvrdena za Ace (10,71 %), DahA (7,14
%) 1 BaA (3,57 %). U jesenskom razdoblju prekoracenja BAC pragova utvrdena su u 28,57 %
uzoraka za Flt 1 Pyr, 21,43 % za Chr, 14,29 % za BaA i BaP te 7,14 % za Phe 1 Ant. Prekoracenja
TEL pragova u istoj sezoni utvrdena su u 57,14 % uzoraka za DahA, 14,29 % za Ace te 7,14 % za
Phe, Flt i Pyr, dok je prekoracenje ERL praga utvrdeno u 7,14 % uzoraka za Ace.

4.11. Stupanj onecis¢enja sedimenta PAH-ovima

Stupanj oneciS¢enja sedimenta PAH-ovima na istrazivanim podrucjima procijenjen je na temelju
prosjecnih masenih udjela £15PAH, prema kriterijima prikazanim u poglavlju 3.11. Rezultati
pokazuju da se sediment na istraZzivanim postajama prema prosje¢nim masenim udjelima moze
svrstati u nisko do umjereno oneciS¢en sediment, uz razlike medu postajama i sezonama (tablica
30 i slika 108). Ipak, pojedinaéni izmjereni maseni udjeli X15PAH na postajama Skoj, Bistrina i
Mali Ston prelazili su 1000 pg/kg suhe mase, Sto odgovara visokom stupnju oneciS¢enja prema
Baumard i sur. (1998).
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Slika 108. Najvisi izmjereni maseni udjeli £15PAH (ug/kg suhe mase) u povrsinskom sedimentu
po istrazivanim postajama. Crvena isprekidana linija oznacava gornju granicu klase II, odnosno

umjerenog stupnja onecis¢enja prema Baumard i sur. (1998).

Tablica 30. Rasponi i prosjecni maseni udjeli £15PAH (pg/kg suhe mase) u sedimentu na
istrazivanim podrucjima i postajama tijekom istrazivackog razdoblja te razred oneciS¢enja prema

Baumard i sur. (1998).

Podrudje Postaja Prosje¢ni maseni Raspon masenih Razred
udio X15PAH udjela X15PAH oneciséenja
USée rijeke  Ploce 50,49 4,94 — 260,04 Klasa |
Neretve Blace 139,17 12,41 - 371,40 Klasa Il
Skoj 376,08 7,83 —2220,44 Klasa Il
Malostonski  Kanal 267,67 80,74 — 769,69 Klasa Il
zaljev Usko
Banja 231,83 17,11 — 485,89 Klasa Il
Bistrina 508,66 123,48 —1048,05 Klasa Il
Mali Ston 185,46 8,69 — 1150,92 Klasa Il

Usporedba istrazivanih podrucja pokazuje da su pojedina¢ni maseni udjeli iznad praga od 1 000
ng/kg, koji oznaCava granicu visokog stupnja oneciS¢enja, utvrdeni na dvjema postajama u
Malostonskom zaljevu i na jednoj postaji u podrucju uséa rijeke Neretve. U Malostonskom zaljevu

takvi su maseni udjeli utvrdeni na postajama Bistrina (1048,05 pg/kg suhe mase) i Mali Ston
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(1150,92 ng/kg suhe mase), dok je na podrucju uséa rijeke Neretve najvisi maseni udio izmjeren
na postaji Skoj (2220,44 pg/kg suhe mase). Na postajama Plo¢e, Blace, Kanal Usko i Banja nisu

utvrdeni maseni udjeli iznad 1 000 pg/kg suhe mase.

Sezonska raspodjela pokazuje da prosjecni sezonski maseni udjeli Z15PAH ni na jednom podrucju
nisu prelazili prag od 1 000 pg/kg suhe mase. Prosjeni maseni udio za jesensko razdoblje na
podrucju usca rijeke Neretve pripadao je klasi I, dok su prosjecni maseni udjeli za preostale sezone
u istrazivanim podrué¢jima pripadali klasi 11 (tablica 31 i slika 109). Pojedina¢ni maseni udjeli iznad
praga visokog stupnja oneciS¢enja utvrdeni su ljeti i u jesen. Na podrucju uséa rijeke Neretve takav
je maseni udio utvrden ljeti na postaji Skoj (2220,44 pg/kg suhe mase). U Malostonskom zaljevu
maseni udjeli iznad 1000 pg/kg suhe mase utvrdeni su u jesen na postaji Bistrina (1048,05 pg/kg

suhe mase) 1 ljeti na postaji Mali Ston (1150,92 pg/kg suhe mase). Zimi nisu utvrdeni maseni udjeli

iznad 1000 pg/kg suhe mase.
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Slika 109. Maseni udjeli X15PAH (ng/kg suhe mase) u sedimentu po sezonama na istrazivanim

podru¢jima. Crvena isprekidana linija oznacava gornju granicu klase II prema Baumard i sur.

(1998).
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Tablica 31. Rasponi, prosjecni maseni udjeli X15PAH (pg/kg suhe mase) te razred oneciSéenja

prema Baumard i sur. (1998) po sezonama na istrazivanim podru¢jima.

Podrudje Sezona  Raspon masenih Prosje¢ni maseni Razred oneli$é¢enja
udjela X15PAH udio X15PAH
Us¢e rijeke Neretve Zima 494 — 371,40 135,46 Klasa Il
Prolje¢e 7,83 — 833,22 243 56 Klasa Il
Ljeto 21,30 — 2220,44 280,03 Klasa Il
Jesen 11,06 — 148,37 56,95 Klasa |
Malostonski zaljev Zima 20,45 - 769,69 250,84 Klasa Il
Prolje¢e 8,69 — 815,96 305,40 Klasa Il
Ljeto 17,11 - 1150,92 330,00 Klasa Il
Jesen 116,36 — 1048,05 323,38 Klasa Il

4.12. Morski biotoksini

4.12.1. Toksikoloski profil i prostorno-vremenska raspodijela

Rezultati analize lipofilnih i hidrofilnih biotoksina pokazali su da su u uzorcima dagnji utvrdeni
iskljucivo ciklicki imini 1 YTX, dok ostale skupine lipofilnih toksina (OA/DTX, PTX 1 AZA) te
hidrofilni toksini (PSP i DA) nisu utvrdeni ni u jednom analiziranom uzorku. Unutar skupine
ciklickih imina analizirana je prisutnost 14 SPX (SPX A, B, C, D, G, H, I, SPX 1, izo-SPX 1, 13-
desmetil SPX D, 13,19-didesmetil SPX C, 27-hidroksi-13,19-didesmetil SPX C, 27-hidroksi-13-
desmetil SPX C i 20-metil SPX G), sedam GYM (GYM A, 12-metil GYM A, GYM B, 12-metil
GYM B, 16-desmetil GYM D, GYM C i GYM E) i osam PnTX analoga (PnTX A, B, C, D, E, F,
G 1 H). Profil biotoksina u prirodnim i uzgojnim dagnjama obiljeZila je naj¢es¢a pojavnost GYM

A, SPX 11 YTX, koji su utvrdeni u najve¢em broju uzoraka.

Tijekom istrazivanog razdoblja GYM A pokazivao je relativno ujednacenu prostornu raspodjelu i
uzak interkvartilni raspon, bez izraZenih razlika medu postajama. Toksin GYM A izmjeren je iznad
GD-a (0,09 ng/kg) u 83 od ukupno 84 analizirana uzorka (98,81 %), dok je u 82 uzorka (97,62 %)
bio iznad GK-a (0,29 pg/kg). Najvisi maseni udjeli GYM A tijekom 2022. godine izmjereni su na
postaji Skoj (12,36 pg/kg), dok su tijekom 2023. godine najvisi maseni udjeli zabiljeZeni na postaji
Mali Ston (39,28 ng/kg). Za razliku od GYM A, SPX 1 pokazao je izraZenije prostorne razlike i
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Siri raspon masenih udjela medu postajama. Toksin SPX 1 bio je prisutan u 76 od ukupno 84 uzorka
(90,47 %) pri masenim udjelima iznad GD-a (0,11 pg/kg), dok je u 63 uzorka (75,00 %) izmjeren
iznad GK-a (0,33 pg/kg). Tijekom 2022. godine najvisi maseni udjeli SPX 1 izmjereni su na postaji
Ploce (8,34 ng/kg), dok su tijekom 2023. godine najvisi maseni udjeli zabiljeZeni na postaji Mali
Ston (13,79 pg/kg). Uz cikli¢ke imine, u uzorcima je izmjeren i YTX, koji je bio prisutan u 73 od
ukupno 84 uzorka (86,90 %) pri masenim udjelima iznad GD-a (0,003 mg/kg), dok je u 57 uzoraka
(67,86 %) izmjeren iznad GK-a (0,01 mg/kg). U odnosu na GYM A i SPX 1, YTX je pokazao
najizrazenije prostorne razlike. Tijekom 2022. godine najvis$i maseni udjeli YTX-a izmjereni su na
postajama Bistrina (0,43 mg/kg) i Mali Ston (0,30 mg/kg), dok su poviSeni maseni udjeli
zabiljezeni i1 na postajama Kanal Usko i Ploce (do 0,26 mg/kg). Tijekom 2023. godine visi maseni
udjeli YTX-a ¢esce su utvrdeni na postajama izvan uzgajaliSta, ponajprije na postajama Plo¢e (do
0,20 mg/kg) i Skoj (do 0,12 mg/kg). Uz najzastupljenije toksine, izmjereni su i 13-desmetil SPX
D u 3,00 % uzoraka (raspon 1,98 — 3,55 ug/kg), PnTX G u 41,00 % uzoraka (raspon 1,56 — 9,77
ng/kg) te spoj koji odgovara izomeru GYM A, utvrden u 35,00 % uzoraka, ali bez mogucnosti

kvantifikacije zbog nedostatka analitickog standarda.

Sezonska raspodjela ciklickih imina pokazala je najvise masene udjele GYM A tijekom proljetnog
1 ljetnog razdoblja, dok su nizi maseni udjeli uglavnom zabiljezeni tijekom zime. Za SPX 1 nije
utvrdena jasno izraZena sezonska raspodjela. Sli¢nu sezonsku dinamiku pokazao je 1 YTX, s viSim
masenim udjelima tijekom proljeca i ljeta te nizim masenim udjelima tijekom zimskog razdoblja.
Toksini PnTX G i 13-desmetil SPX D takoder su pokazali vise masene udjele tijekom toplijeg

dijela godine.

Pouzdana statisticka procjena bila je moguca samo za GYM A, SPX 1 i YTX, budu¢i da su ti
spojevi bili zastupljeni u dostatnom broju uzoraka i1 pri masenim udjelima koji su omogucili
pouzdanu kvantifikaciju. Za ostale utvrdene analoge broj pozitivnih uzoraka bio je nedostatan za
provedbu statisticke analize. Stoga su prostorne i sezonske promjene tih spojeva opisane

deskriptivno, bez mogucénosti potvrde statisticke znacajnosti.

Primjena statisticke metode PERMANOVA za GYM A, SPX 1 i YTX pokazala je statisticki
znadajne razlike izmedu sezona (F = 10,97; p = 1 x 10~#). Parne usporedbe pokazale su znacajne
razlike izmedu zime i proljeéa (p = 6,0 x 10~%), zime i ljeta (p = 6,0 x 107%), zime i jeseni (p = 1,8

x 107%), proljeca i ljeta (p = 7,8 x 107°) te ljeta i jeseni (p = 2,2 x 10-2). Nadalje, primjena metode
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PERMANOVA prema tipu populacije pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku izmedu prirodnih i

uzgojnih populacija dagnji (F =9,43; p=1 x 1074).

Kako bi se utvrdili spojevi koji najviSe pridonose uocenim razlikama, provedena je analiza

SIMPER. Rezultati analize SIMPER pokazali su da razlikama u profilu utvrdenih biotoksina

izmedu zime 1 proljeca te zime i ljeta najviSe pridonose promjene u masenim udjelima YTX-a.

Razlike izmedu zime i jeseni najve¢im su dijelom povezane s promjenama u masenim udjelima

GYM A. Razlikama izmedu proljeca 1 ljeta podjednako su pridonijeli GYM A, SPX 11 YTX, dok

je razlikama izmedu ljeta i jeseni najvise pridonio YTX. Razlici izmedu proljeca i jeseni najvise je

pridonio SPX 1 (slika 110).
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Rezultati analize SIMPER takoder su pokazali da razlikama izmedu prirodnih i uzgojnih populacija
dagnji najviSe pridonose visi maseni udjeli SPX 1 u prirodnim populacijama dagnji (slika 111).

O Prirodna populacija dagnji (podrucje uSca rijeke Neretve)

O Uzgojna populacija dagnji (podrucje Malostonskog zaljeva)
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Slika 111. Relativne razlike u masenim udjelima utvrdenih biotoksina izmedu prirodnih i uzgojnih

populacija dagnji.

4.12.2. Odnosi izmedu ciklickih imina, PAH-ova i metala u tkivu dagnji

pearmanova korelacijska analiza masenih udjela GYM A, SPX 1 i YTX-a s masenim udjelima
PAH-ova i metala u tkivu dagnji pokazala je malobrojne statisti¢ki znacajne korelacije izmedu
promatranih skupina spojeva (slika 112). Statisticki znacajna negativna korelacija utvrdena je
izmedu YTX-aiBbF-a(p=-0,47; p=1,78 x 107%), kao i izmedu YTX-a i Fe-a (p=-043;,p=1,72
x 102). Za GYM A i SPX 1 nisu utvrdene statisticki znacajne korelacije s analiziranim PAH-ovima
I metalima.
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Slika 112. Spearmanova korelacijska matrica izmedu utvrdenih biotoksina, PAH-ova i metala u

dagnjama.

Kako bi se dodatno procijenile razlike u raspodjeli masenih udjela izmedu promatranih skupina
spojeva, proveden je Kruskal-Wallisov test. Rezultati testa pokazali su da nema statisticki
znacajnih razlika izmedu masenih udjela utvrdenih biotoksina i PAH-ova (H = 7,61; p = 0,96), kao

ni izmedu masenih udjela biotoksina i metala (H = 1,00; p = 1,00).
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5. RASPRAVA

5.1. Fizikalno-kemijske znacajke sedimenta

Fizikalna 1 kemijska svojstva sedimenta imaju vaznu ulogu u raspodjeli, akumulaciji, mobilnosti i
biodostupnosti onecis¢ujuéih tvari. Fizikalni ¢imbenici ponajprije uklju¢uju sastav sedimenta
prema veli¢ini zrna te povrSinska svojstva Cestica, koja utje¢u na moguénost vezanja onecisc¢ujucih
tvari. Uz njih, na ponaSanje onec¢iS¢ujucih tvari moze utjecati i mineralni sastav sedimenta, kao i
kemijski ¢imbenici, medu kojima se isti¢u kapacitet izmjene kationa, pH-vrijednost, redoks-
potencijal te procesi adsorpcije 1 vezanja za razliCite faze sedimenta, poput karbonata, organske
tvari te oksida Fe i Mn (Eggleton i Thomas, 2004; Pavoni i sur., 2021; Vane i sur., 2020). Mobilnost
metala dodatno ovisi o njihovu kemijskom obliku te uvjetima u sedimentu. U ovom istrazivanju
razmatrani su sastav sedimenta prema veli¢ini zrna te udjeli organske tvari i karbonata, ¢ime se

omogucuje jasnije tumacenje raspodjele i akumulacije metala i PAH-ova u sedimentu i dagnjama.

5.1.1. Sastav sedimenta prema velicini zrna

Razlike u udjelima veli¢inskih frakcija izmedu podrucja uséa rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva
(slika 113) upuéuju na razlike u transportu i talozenju sedimenta, koje se mogu povezati s
hidrodinamic¢kim uvjetima, intenzitetom rije¢nog donosa sedimenta i morfoloskim znacajkama
podrugja (Giglio i sur., 2020; Molinaroli i sur., 2014). Raspodjela veli¢ine zrna vaZzan je ¢cimbenik
koji utjeCe na vezanje i akumulaciju oneciS¢ujuc¢ih tvari u sedimentu te na njihovu prostornu
raspodjelu u priobalnim sustavima (Birch i Olmos, 2008; Caeiro i sur., 2005; Pavoni i sur., 2021).
Prostorne razlike potvrdene su PERMANOVA analizom, koja je pokazala statisticki znacajnu

razliku u sastavu sedimenta prema veli¢ini zrna izmedu dvaju istraZzivanih podrugja.
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Slika 113. Prostorna raspodjela prosje¢nih udjela veli¢inskih frakcija (§ljunak, pijesak, prah i glina)

te parametara Mz, Md i So u povrSinskim sedimentima.

Prema Folkovoj (1954.) klasifikaciji analizirani povrSinski sedimenti svrstani su u nekoliko tipova.
U podrucju usca rijeke Neretve sedimenti su uglavnom klasificirani kao muljeviti pijesci, Sto znaci
da u njihovu sastavu prevladava pijesak, uz prisutnost sitnozrnatih frakcija, odnosno praha i gline.
Iznimka je postaja Skoj, na kojoj se izmjenjuju muljeviti pijesak i pjeskoviti mulj. Za razliku od
postaje Ploce, gdje u veéini uzoraka prevladava pijesak, na postaji Skoj udio sitnozrnatih frakcija,

osobito praha, povremeno postaje dovoljno visok da sediment prelazi iz muljevitog pijeska u
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pjeskoviti mulj. Takve razlike medu postajama mogu se povezati s transportom sedimenta i
promjenama u udjelima veli¢inskih frakcija od uséa rijeke Neretve, kroz Neretvanski kanal, prema
Jadranskom moru (Giglio i sur., 2020). U tom podruc¢ju vazan je rije¢ni, odnosno terigeni donos
materijala, koji uz mijesanje slatke i morske vode moze utjecati na transport, flokulaciju i
raspodjelu sitnozrnatog sedimenta u podrucju uséa (Burchard i sur., 2017; Giglio i sur., 2020;

Mhashhash i sur., 2018).

Nasuprot tome, sedimenti Malostonskog zaljeva pokazuju visi udio sitnozrnatih frakcija i slabiju
sortiranost, Sto je u skladu s talozenjem sedimenta u mirnijim dijelovima poluzatvorenih obalnih
sustava (Molinaroli i sur., 2014; Zonta i sur., 2018). U skladu s time, sedimenti na postajama Kanal
Usko, Banja i Bistrina klasificirani su kao $ljunkoviti muljevi, u kojima prevladavaju prah 1 glina,
uz prisutnost §ljunka. Prisutnost §ljunka u ovim sedimentima ne treba tumaciti kao pokazatelj jaceg
strujanja, nego ponajprije kao doprinos biogenog karbonatnog detritusa, odnosno ostataka ljustura
i kuéica organizama koji zive u Malostonskom zaljevu. Prema ranijim istraZivanjima
isto¢nojadranskih sedimenata, krupnije frakcije Cesto su povezane s biogenim karbonatnim
ostatcima, dok sitnozrnata frakcija moze sadrzavati mjeSavinu karbonatnih i terigenih Cestica
(Pikelj i sur., 2016, 2022). Takav se biogeni materijal s viemenom moze usitnjavati te pridonositi
pjescanoj frakciji sedimenta. Stoga se $ljunkovito-muljeviti pijesak na postaji Mali Ston moze
tumaciti kao posljedica istodobne prisutnosti biogenog krupnozrnatog materijala i sitnozrnatog
sedimenta. Time se Malostonski zaljev razlikuje od podrucja uséa Neretve, gdje je veca uloga
rije¢nog, odnosno terigenog donosa sedimenta. Sire promatrano, prostorna raspodjela sastava
sedimenta prema veli€ini zrna u skladu je s istrazivanjima koja isti¢u vaznost polozaja postaja,
biogenog doprinosa i uvjeta taloZenja u oblikovanju udjela pojedinih veli¢inskih frakcija sedimenta

(Bogner i Matijevié¢, 2016; Zonta i sur., 2018).

U skladu s navedenim razlikama medu postajama, Spearmanova korelacijska analiza provedena na
svim analiziranim uzorcima pokazala je povezanost veliinskih frakcija sedimenta s parametrima
Mz, Md i So. Pijesak je bio pozitivno povezan s parametrima Mz i Md, dok su prah i glina s njima
bili negativno povezani. Takav odnos upucuje na razlikovanje pjeskovitijih uzoraka od
sitnozrnatijih, odnosno muljevitijih sedimenata. Visi udjeli §ljunka 1 gline povezani su s vi§im So,

Sto upucuje na slabiju sortiranost sedimenta i izrazenije razlike u veli¢ini zrna. Slabija sortiranost

216



posebno dolazi do izrazaja na postaji Mali Ston, gdje se, kako je prethodno navedeno, mijesaju

krupniji biogeni materijal i sitnozrnati sediment.

Navedene odnose podupire PCA analiza (slika 114). Na komponenti PC1 pozitivna optere¢enja
imaju pijesak (0,44), Mz (0,47) i Md (0,48), dok prah (-0,35) i glina (-0,44) imaju negativna
opterecenja. Time PC1 prikazuje glavnu razliku u sastavu sedimenta prema veliini zrna, od
pjeskovitijih prema sitnozrnatijim sedimentima. Komponenta PC2 najvise je povezana sa §ljunkom
(0,66) 1 So (0,65), Sto upucuje na povezanost krupnije frakcije sa slabijom sortiranosti sedimenta.
Prema modelu slomljene palice (slika 50), samo su prve dvije komponente imale svojstvene
vrijednosti vise od ocekivanih te su zadrzane za interpretaciju. One zajedno objasnjavaju 78,89 %

ukupne varijabilnosti podataka.
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Slika 114. Biplot analize glavnih komponenti koji prikazuje medusobne odnose izmedu varijabli
sastava povrsinskog sedimenta prema veli¢ini zrna u podrucju us¢a rijeke Neretve i Malostonskog

zaljeva: Sljunak, pijesak, prah, glina, Md, Mz i So (PC1 — PC2).

Uocene sezonske razlike u udjelima veli¢inskih frakcija upucuju na promjenjivost sastava
povrsinskog sedimenta, ali ih treba tumaciti zajedno s lokalnom prostornom neujednaceno$¢u
sedimenta na pojedinim postajama. U podruc¢ju usca rijeke Neretve najvece razlike zabiljezene su
izmedu zimskog i proljetnog razdoblja, pri ¢emu se u prolje¢e smanjuje udio pijeska, a povecava
udio praha. Takve promjene mogu biti povezane s rijecnim donosom, mijeSanjem slatke 1 morske

vode te lokalnim uvjetima talozenja, koji utjecu na raspodjelu sedimenta prema veli€ini zrna. U
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uvjetima izrazenijeg strujanja krupnije se Cestice CeSCe taloze blize us¢u, dok se sitnozrnati
materijal moze prenositi dalje i taloziti u mirnijim dijelovima sustava (Burchard i sur., 2017; Giglio
i sur., 2020). Ta se promjenjivost oCituje i na pojedinim postajama. Na postaji Plo¢e pijesak
prevladava tijekom zime, ljeta i jeseni, dok se u prolje¢e biljezi porast udjela praha. Na postaji
Blace zimi i u jesen prevladava pijesak, u proljece prah, a ljeti su udjeli pijeska i praha priblizno
podjednaki, uz blagu prevlast praha. Na postaji Skoj u proljeée i tijekom veceg dijela ljeta
prevladava prah, zimi su udjeli pijeska i1 praha priblizno podjednaki, dok jesenski uzorci pokazuju

medugodisnje razlike, od pjeskovitog sedimenta do sedimenta u kojem prevladava prah.

U Malostonskom zaljevu sezonske su promjene slabije izraZzene nego u podruc¢ju uséa Neretve, §to
je u skladu s mirnijim uvjetima taloZenja u poluzatvorenom zaljevu. Na postajama Kanal Usko 1
Bistrina tijekom cijele godine prevladavaju sitnozrnate frakcije, uz manje promjene u udjelima
gline i pijeska. Na postaji Banja u vecini sezona prevladava sitnozrnati sediment, dok se u proljece
biljezi povisen udio Sljunka. Na postaji Mali Ston promjene u udjelima pijeska, praha i gline mogu
se povezati s prethodno opisanim mijeSanjem biogenog karbonatnog detritusa i sitnozrnatog
sedimenta. Iako sezonske razlike upuéuju na odredenu promjenjivost sastava sedimenta prema
veli¢ini zrna, PERMANOVA analiza nije pokazala statisticki znacajan ucinak sezone. Stoga se
sezona moze smatrati ¢imbenikom koji pridonosi promjenama unutar pojedinih postaja, ali ne
objaSnjava glavne razlike u sastavu sedimenta. IzraZenije razlike utvrdene su medu postajama i
izmedu istrazivanih podrucja, Sto upucuje na vazniju ulogu poloZaja postaja, lokalnih uvjeta

talozenja 1 hidrodinamickih znacajki pojedinog podrucja.
5.1.2. Udio organske tvari i karbonata u odnosu na veli¢inu zrna sedimenta

Sastav povrsinskog sedimenta statisticki se znacajno razlikuje izmedu podrucja uséa rijeke Neretve
1 Malostonskog zaljeva, pri ¢emu su udjeli organske tvari u podrucju uséa rijeke Neretve niZi nego
u Malostonskom zaljevu, dok su prosjecni udjeli karbonata izmedu podrucja usporedivi (slika 115).
Nizi udjeli organske tvari u podrucju usca rijeke Neretve mogu se povezati s izraZenijim
hidrodinamic¢kim utjecajem, odnosno djelovanjem struja i valova, koji mogu poticati resuspenziju
sitnozrnatih Cestica te otezavati njihovo talozenje 1 zadrzavanje u sedimentu (Giglio 1 sur., 2020;
Jurina 1 sur., 2015). U tom je podruc¢ju sediment velikim dijelom povezan s rije¢nim, odnosno

terigenim donosom materijala s kopna i njegovom raspodjelom kroz Neretvanski kanal prema
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Jadranskom moru (Giglio i sur., 2020; Jurina i sur., 2015). Nasuprot tome, u Malostonskom zaljevu
visi udjeli praha i gline povezani su s ve¢im zadrzavanjem organske tvari, buduci da sitnozrnate

frakcije zbog vece specificne povrsine 1 sposobnosti adsorpcije pogoduju vezanju organske tvari u

sedimentu (Pedrosa-Pamies i sur., 2015; Xu i sur., 2021; Zhao i sur., 2023).

Raspodjela karbonata u analiziranim uzorcima povezana je sa sastavom sedimenta prema veli¢ini
zrna, ali 1 s podrijetlom pojedinih frakcija. Visi udjeli karbonata u krupnijim frakcijama mogu se
povezati s prisutnoscu ostataka ljustura i1 kucica organizama, dok se u sitnozrnatijem, muljevitom
sedimentu udio karbonata moze smanjivati zbog viseg udjela drugih mineralnih, ukljucujuéi
terigene Cestice (Nait-Hammou i sur., 2025; Pikelj i sur., 2016, 2022). Zato usporedivi prosjecni
udjeli karbonata izmedu dvaju podrucja ne upuéuju nuzno na jednako podrijetlo karbonatne
frakcije: u podruéju uscéa rijeke Neretve vazniji je litogeni, odnosno terigeni donos s kopna, dok je
u Malostonskom zaljevu pijesak u vecoj mjeri biogenog podrijetla, nastao usitnjavanjem

karbonatnih ostataka organizama (Pikelj i sur., 2016, 2022).

Na postaji Plo¢e nizi udjeli organske tvari i visi udjeli karbonata u skladu su s prevladavanjem
pjeskovite frakcije sedimenta, dok su na postaji Skoj visi udjeli organske tvari i nizi udjeli
karbonata povezani s visim udjelom praha. Postaja Blace pokazuje prijelazna obiljezja izmedu
postaja Plo¢e i Skoj. U Malostonskom zaljevu postaje Kanal Usko, Banja i Bistrina obiljeZene su
viSim udjelima organske tvari u sitnozrnatijem sedimentu, dok se postaja Mali Ston izdvaja viSim
udjelima karbonata, $to se moze povezati s ve¢im doprinosom biogenog karbonatnog materijala u

pjescanoj i Sljunkovitoj frakciji sedimenta.
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Slika 115. Prostorna raspodjela prosjecnih udjela organske tvari i karbonata u povrSinskim

sedimentima.
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Povezanost udjela velic¢inskih frakcija s udjelima organske tvari i karbonata potvrdena je
korelacijskom analizom, pri ¢emu su prah i glina povezani s organskom tvari, a pijesak s

karbonatima. Navedene odnose dodatno prikazuje PCA analiza (slika 116).

oAty Mz

PC1
Slika 116. Biplot analize glavnih komponenti koji prikazuje medusobne odnose izmedu varijabli
sastava povrsinskog sedimenta prema veli¢ini zrna u podrucju uscéa rijeke Neretve i Malostonskog

zaljeva: §ljunak, pijesak, prah, glina, Md, Mz i So te udjela organske tvari i karbonata (PC1 — PC2).

Budu¢i da su sezonske promjene u udjelima veli¢inskih frakcija opisane u prethodnom poglavlju,
ovdje su razmatrane samo u odnosu na raspodjelu organske tvari i karbonata. UCinak sezone nije
bio statisticki znacajan, ali su na pojedinim postajama uo¢ene promjene u udjelima organske tvari
1 karbonata koje prate promjene sastava sedimenta prema veli€ini zrna. To je osobito vidljivo na
postaji Skoj, gdje povecanje udjela sitnozrnatih frakcija prati porast udjela organske tvari i
smanjenje udjela karbonata, te na postaji Mali Ston, gdje promjene udjela karbonata prate promjene

u udjelima pjescane i Sljunkovite frakcije bogate biogenim karbonatnim ostatcima.

5.2. Prostorno-sezonska raspodjela metala

5.2.1. Skoljkasi

U ovom istraZivanju utvrdene su razlike u masenim udjelima analiziranih metala izmedu prirodnih
populacija dagnji s podrucja us€a rijeke Neretve 1 uzgojnih populacija iz Malostonskog zaljeva,
kao 1 medu postajama unutar pojedinih podruc¢ja. NajizraZenija razlika izmedu istraZivanih

podrug¢ja utvrdena je za Cr, €iji sumaseni udjeli bili vis$i u uzorcima s podrucja uséa rijeke Neretve.
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Na tom se podrucju posebno izdvaja postaja Plo¢e, na kojoj su utvrdeni vi$i maseni udjeli Cr nego

na postajama Blace i Skoj.

Visi maseni udjeli Cr, Mn, Ni, Fe 1 Cuu dagnjama s podrucja usé¢a rijeke Neretve mogu se povezati
s izrazenijim rijecnim donosom i viSom koncentracijom suspendirane tvari u vodenom stupcu. U
estuarijskim podrucjima promjene dotoka rijeke, saliniteta, flokulacija, taloZenje i resuspenzija
utjecu na raspodjelu metala izmedu otopljenih oblika, koloida i suspendiranih ¢estica (Mosley 1
Liss, 2020; Turner, 1996; Turner i Millward, 2002). Metali poput Cr, Mn, Ni, Fe i Cu Cesto su
povezani s mineralnim ¢esticama te oksidima i hidroksidima Fe i Mn, koji imaju vaznu ulogu u
njihovu prijenosu kroz vodeni stupac (Marcinek i sur., 2022; Turner i Millward, 2002). Budu¢i da
se dagnje hrane filtriranjem vode, metali se u njihovu tkivu mogu akumulirati iz otopljenih oblika
preko epitela Skrga, ali 1 zadrzavanjem suspendiranih Cestica na koje su metali vezani (Casas 1
Bacher, 2006; Griscom i sur., 2004; Rainbow, 2002). Stoga se visi maseni udjeli Cr, Mn, Ni, Fe 1
Cu u prirodnim populacijama dagnji s podru¢ja uséa rijeke Neretve mogu povezati s vecom
izloZzenos$¢u suspendiranoj tvari rijenog podrijetla i metalima vezanima za te ¢estice (Marcinek 1

sur., 2022; Turner i Millward, 2002).

Visi maseni udjeli Zn, Cd, Pb i Hg u uzorcima uzgojnih populacija dagnji iz Malostonskog zaljeva
mogu se povezati s druk¢ijim okoliSnim uvjetima, ve¢im zadrzavanjem sitnozrnatog materijala 1
organske tvari te razlikama u biodostupnosti metala. U poluzatvorenom obalnom sustavu, kao $to
je Malostonski zaljev, na raspodjelu metala mogu utjecati podmorski izvori slatke vode, izmjena
vode s otvorenim morem, sastav suspendiranog materijala i udio organske tvari (Eggleton i
Thomas, 2004). Osim okoliSnih ¢imbenika, na akumulaciju metala u tkivu dagnji mogu utjecati
rast, dostupnost hrane, filtracijska aktivnost i reproduktivni ciklus (Fattorini i sur., 2008; Regoli i
Orlando, 1994; Rouane-Hacene i sur., 2015). U uzgojnim podrué¢jima veca dostupnost hrane moze
potaknuti filtracijsku aktivnost dagnji, ¢ime se povecava njihov kontakt sa suspendiranim
Cesticama, organskom tvari i otopljenim oblicima metala. Takvi uvjeti mogu pridonijeti razlikama

u akumulaciji metala u tkivu dagnji.

Budu¢i da su usporedivane prirodne populacije s podrucja uséa rijeke Neretve i uzgojne populacije
iz Malostonskog zaljeva, razlike u masenim udjelima metala ne mogu se pripisati iskljucivo
okolisnim uvjetima ni isklju¢ivo na¢inu uzgoja, nego vjerojatno odrazavaju njihov zajednicki
utjecaj.
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Statisticki znacajne razlike izmedu prirodnih 1 uzgojnih populacija dagnji potvrdene su
PERMANOVA analizom, dok je SIMPER analiza pokazala da razlikama izmedu istrazivanih
skupina najviSe doprinose Zn, Cd, Cr, Mn i Ni (slika 59). Navedeni rezultati pokazuju da se
istrazivane skupine ne razlikuju samo prema pojedinacnom metalu, nego prema ukupnom sastavu

analiziranih metala u tkivu dagnji.

Sezonska raspodjela masenih udjela metala razlikovala se ovisno o metalu. Najvisi srednji maseni
udjeli Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cd 1 Hg utvrdeni su zimi, dok su najvisi srednji maseni udjeli Cr i Cu
utvrdeni u jesen. Najnizi srednji maseni udjeli Cr, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb 1 Hg utvrdeni su ljeti, a najnizi
srednji maseni udjeli Cu i Cd u proljece. Visi maseni udjeli metala tijekom hladnijeg dijela godine
mogu biti povezani s intenzivnijim mijeSanjem vodenog stupca i resuspenzijom sedimenta, §to
povecava koncentraciju suspendirane tvari i dostupnost metala vezanih za Cestice. Nasuprot tome,
ljetna stratifikacija smanjuje vertikalnu izmjenu vode i prijenos suspendirane tvari iz dubljih
slojeva, $to moze pridonijeti nizim masenim udjelima metala u tkivu dagnji (Harmesa i sur., 2024;
Turner i Millward, 2002). U proljetnom razdoblju vodeni stupac prelazi iz zimskog dobro
izmijeSanog u stabilnije stratificirano stanje, pri ¢emu raspodjela metala moze ovisiti o kombinaciji
fizikalnih i bioloskih ¢imbenika. Proljetno cvjetanje fitoplanktona povecava udjele organske tvari
u vodenom stupcu i moze potaknuti vezanje metala za Cestice te njihovo uklanjanje iz vodene faze
sedimentacijom. Istodobno, rast organizama i promjene povezane s reproduktivnim ciklusom
mogu dovesti do razrjedenja masenih udjela metala u tkivu dagnji. Ti procesi mogu pridonijeti
nizim masenim udjelima Cu i Cd utvrdenima u proljetnom razdoblju (Fattorini i sur., 2008; Knopf

i sur., 2020; Mufoz-Farifia i sur., 2025; Rainbow, 2002; Raspor i sur., 2004).

Analiza PERMANOVA potvrdila je statisti¢ki znacajne sezonske razlike izmedu zime 1 ljeta,
proljeca i ljeta te ljeta i jeseni. Prema SIMPER analizi, razlikama izmedu zime i ljeta najvise su
doprinosili Fe, Hg, Mn, Pb i Ni, pri ¢emu su njihovi maseni udjeli bili visi zimi. Razlikama izmedu
proljeca i ljeta najvise su doprinosili Mn, Fe, Cr, Zn i Hg, s vi§Sim masenim udjelima u proljece,
dok su razlikama izmedu ljeta i jeseni najvise doprinosili Cu, Cr, Pb, Fe i Cd, s vi§im masenim

udjelima u jesen (slika 60).

Rezultati PCA analize dodatno prikazuju glavne smjerove varijabilnosti masenih udjela metala u

dagnjama (slika 117). Najvisa pozitivna opterecenja na PC1 utvrdena su za Fe, Ni, Pb, Mn i Cd.

.....
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zimi, a nizi ljeti, PC1 se moze povezati sa sezonskim promjenama masenih udjela metala. Samo je
PC1 zadovoljila kriterij modela slomljene palice (slika 61), zbog cega predstavlja glavnu
komponentu relevantnu za interpretaciju rezultata. Komponenta PC2 pokazala je pozitivno
opterecenje za Cr te negativna opterec¢enja za Zn, Pb, Cd 1 Hg. Suprotan raspored Cr u odnosu na
Zn, Pb, Cd i Hg odgovara razlikama izmedu istrazivanih skupina, pri ¢emu su maseni udjeli Cr bili
visi u uzorcima s podrucja usca rijeke Neretve, dok su maseni udjeli Zn, Pb, Cd i Hg bili visi u
uzorcima iz Malostonskog zaljeva. Budu¢i da PC2 nije zadovoljila kriterij modela slomljene palice
(slika 61), njezine rezultate treba razmatrati samo kao dodatnu informaciju.

3.00+
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-1.50+
-2.254 Zn
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PC2

PC1
Slika 117. Biplot analize glavnih komponenti koji prikazuje medusobne odnose masenih udjela
metala u mekom tkivu prirodnih populacija dagnji iz podrucja us€a rijeke Neretve 1 uzgojnih

populacija dagnji iz Malostonskog zaljeva (PC1 — PC2).

5.2.2. Sediment

U ovom istrazivanju utvrdeni su vis$i maseni udjeli svih analiziranih metala u Malostonskom
zaljevu, osim Cd-a, ¢iji su maseni udjeli bili neznatno visi u podrucju uséa rijeke Neretve (slika
118). Neznatno visi maseni udjeli Cd-a u podrucju uSca rijeke Neretve mogu se povezati s njegovim
specificnim geokemijskim ponaSanjem. Kadmij se u sedimentu ¢esto pojavljuje u slabije vezanim
oblicima, ukljuc¢ujué¢i izmjenjivu i karbonatnu frakciju, zbog cega moze biti pokretljiviji i
1979). Nasuprot tome, vi$i maseni udjeli ostalih analiziranih metala u Malostonskom zaljevu mogu

se povezati s ve¢om zastupljenoScu sitnozrnatih frakcija, organskom tvari te prisutno$¢u Fe i Mn
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oksida, koji povecavaju kapacitet vezanja metala u sedimentu (Alloway, 2012; Du Laing i sur.,

2008; Mosalem i sur., 2024; Tessier i sur., 1979; Vodyanitskii i Vlasov, 2021).

Sitnozrnate Cestice, zbog vece specificne povrsine 1 veceg broja reaktivnih adsorpcijskih mjesta,

ucinkovitije vezu metale od krupnijih frakcija sedimenta. Tomu dodatno mogu pridonijeti Fe i Mn

oksidi te organska tvar, koji sudjeluju u vezanju metala i povecavaju reaktivnost povrSine Cestica
(Hu i sur., 2024; Klink i sur., 2019; Lion i sur., 1982; Varol, 2011; Wang i sur., 2025). Prostornoj

raspodjeli metala pridonose i1 hidrodinamicke znacajke okoliSa. Zasti¢eniji uvjeti u dijelovima

Malostonskog zaljeva mogu pogodovati talozenju i zadrzavanju sitnozrnatog materijala, $to stvara

povoljne uvjete za akumulaciju metala u sedimentu (Horowitz, 1991; Luoma i Rainbow, 2008).

Nasuprot tome, krupnozrnatiji i bolje sortirani sediment, s viSim udjelom pijeska i §ljunka te

karbonatnog biogenog materijala, ima manju povrSinu dostupnu za vezanje metala. Takvi uvjeti

mogu pridonijeti nizim masenim udjelima metala na postajama s izrazenijom pjeS¢anom i

Sljunkovitom frakcijom (Horowitz, 1991; Marin i Vah, 2024; Pavoni i sur., 2021; Que i sur., 2024).
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Slika 118. Prostorna raspodjela prosje¢nih masenih udjela metala Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Cd, Cr, Ni

1 Hg u povrSinskim sedimentima.

Razlike u masenim udjelima metala medu postajama dodatno upuéuju na povezanost njihove
raspodjele sa sastavom sedimenta prema veli¢ini zrna. U Malostonskom zaljevu vis$i maseni udjeli
Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg utvrdeni su na postajama Kanal Usko, Banja i Bistrina, koje
obiljezava veca zastupljenost sitnozrnatih frakcija, dok se postaja Mali Ston izdvaja nizim masenim
udjelima veéine analiziranih metala. U podruéju uiéa rijeke Neretve postaja Skoj, koju obiljezavaju
prijelazna svojstva sedimenta i povremeno visi udio praha, izdvaja se viSim masenim udjelima Ni

i Pb. U zimskom razdoblju na toj su postaji utvrdeni i vi§i maseni udjeli Cu, Zn i Hg u odnosu na

225



postaje Ploce i Blace te visi maseni udjeli Cr, Fe i Cd u odnosu na postaju Ploce. U ljetnom
razdoblju na postaji Skoj utvrdeni su visi maseni udjeli svih analiziranih metala u odnosu na postaju
Ploce te visi maseni udjeli Cr, Cu, Fe, Zn, Ni, Pb i Cd u odnosu na postaju Blace (Horowitz, 1991;
Pavoni i sur., 2021).

Iako sezonske razlike nisu bile statisticki znacajne, promjene srednjih masenih udjela metala
tijekom godine mogu se povezati s promjenama u sastavu povrsinskog sedimenta prema veli¢ini
zrna. U hladnijem dijelu godine intenzivnije mijeSanje vodenog stupca i resuspenzija sedimenta
mogu utjecati na preraspodjelu sitnozrnatog materijala, dok stabilniji uvjeti u toplijem dijelu godine
mogu pogodovati njegovu talozenju i zadrzavanju u povrsinskom sedimentu. Buduéi da su metali
snaznije vezani uz prah i glinu nego uz pijesak, povecanje udjela sitnozrnatih frakcija moze
pridonijeti viSim masenim udjelima metala, dok povecanje udjela pijeska moze imati suprotan

u¢inak (Horowitz, 1991; Oujidi i sur., 2021).

Rezultati multivarijatnih analiza potvrduju prostorne razlike u raspodjeli metala, dok sezonske
razlike nisu bile statisticki znacajne. To upucuje na to da su razlike u sastavu sedimenta prema
veli€ini zrna 1 hidrodinamic¢kim uvjetima izmedu istrazivanih podrucja vaznije za raspodjelu metala
od sezonskih promjena tijekom godine. Analiza SIMPER pokazala je da razlikama izmedu
istrazivanih podrucja najviSe doprinose Mn, Ni, Pb, Zn, Cd 1 Cu. Svi analizirani metali pokazali su
pozitivna optere¢enja na komponenti PC1, pri ¢emu su najviSa opterecenja utvrdena za Fe, Zn, Pb,
Ni, Cu i Mn (slika 119). Takav raspored opterecenja u skladu je s prethodno opisanom prostornom
raspodjelom metala, odnosno s vi§im masenim udjelima vecine analiziranih metala u sedimentima
Malostonskog zaljeva. Nisko opterecenje Cd-a na komponenti PC1 i vrlo visoko pozitivno
opterecenje na komponenti PC2 upucuju na njegovo izdvajanje od ostalih metala, $to se moze
povezati s drukéijim geokemijskim ponasanjem u sedimentu (Alloway, 2012; Du Laing i sur.,
2008).
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Slika 119. Biplot analize glavnih komponenti koji prikazuje medusobne odnose masenih udjela

metala u povrSinskom sedimentu iz podrucja uscéa rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva (PC1 —

PC2).

5.3. Utjecaj fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta na ukupni sadrzaj metala u

dagnjama i sedimentu

Rezultati Spearmanove korelacijske analize 1 multivarijatnih metoda upucuju na to da su maseni
udjeli metala u povrSinskom sedimentu povezani sa sastavom sedimenta prema veli€ini zrna i
udjelom organske tvari. To je u skladu s prostornom i sezonskom raspodjelom metala opisanom u
poglavlju 4.2.2. Pozitivne korelacije s udjelima praha i organske tvari utvrdene su za sve
analizirane metale osim Cd-a, dok su pozitivne korelacije s udjelom gline utvrdene za Fe, Mn, Zn,
Ni, Pb, Cu 1 Hg. SnaZzne medusobne korelacije Fe, Mn, Zn, Ni 1 Pb dodatno upucuju na njihovu
zajednicku akumulaciju u sedimentu bogatom sitnozrnatim cesticama 1 organskom tvari

(Kwasigroch i sur., 2023; Zhang i sur., 2014).

Za razliku od navedenih metala, Cd nije pokazao statisticki znacajne korelacije sa sitnozrnatim
frakcijama, organskom tvari ni karbonatima, nego samo s Cu. To upucuje na njegovo drukcije
geokemijsko ponasanje u sedimentu (El-Saadani i sur., 2022). Negativne korelacije analiziranih
metala, osim Cd-a, s udjelima pijeska i karbonata upucuju na nize masene udjele metala u
krupnozrnatim i karbonatnim sedimentima. Metali Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cu i Hg bili su negativno

korelirani s parametrima Mz i Md, dok je Cr pokazao statisticki znacajnu negativnu korelaciju
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samo s parametrom Md. Izostanak statisticki znacajnih korelacija s parametrom So i frakcijom

Sljunka upucuje na njihov manji doprinos raspodjeli metala u sedimentu.

Rezultati PLS i RDA analize podupiru navedene odnose. Na osi RDAL svi analizirani metali,
frakcije praha i gline, organska tvar te parametar So imali su pozitivne projekcije, dok su pijesak,
karbonati te parametri Mz 1 Md imali negativne projekcije. Buduéi da parametar So nije pokazao
statisti¢ki znacajne korelacije s metalima i imao je vrlo malo opterecenje u PLS analizi (slika 70),
njegov je doprinos raspodjeli metala u sedimentu vjerojatno malen. Medu metalima je Cd imao
najkraéu pozitivnu projekciju, §to dodatno upucuje na njegovu slabiju povezanost sa sitnozrnatim
frakcijama sedimenta i organskom tvari u odnosu na ostale analizirane metale (slika 120). Krom
se izdvajao najizraZzenijom negativnom projekcijom na osi RDA2 (slika 120), $to upucuje na
druk¢iji obrazac njegove raspodjele u odnosu na ostale analizirane metale. Takav polozaj Cr
pokazuje da njegova raspodjela nije bila usko povezana s organskom tvari, prahom i glinom, nego
je vjerojatno bila odredena drugim c¢imbenicima koji nisu bili obuhvaéeni prikazanim

sedimentoloskim parametrima.
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Slika 120. Biplot redundancijske analize koji prikazuje povezanost metala s fizikalno-kemijskim

znacajkama povrSinskog sedimenta.
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Za razliku od izrazenih povezanosti utvrdenih u sedimentu, maseni udjeli metala u dagnjama bili
su znatno slabije povezani sa sastavom sedimenta prema veli€ini zrna te udjelima organske tvari i
karbonata. Takav rezultat upucuje na to da sastav povrsinskog sedimenta nije bio glavni ¢cimbenik
koji je odredivao akumulaciju metala u dagnjama. Budu¢i da dagnje metale ponajprije unose
filtracijom suspendiranih Cestica i otopljenih oblika iz vodenog stupca, njihovi maseni udjeli vise
odrazavaju trenuta¢nu i bioloski dostupnu frakciju metala u vodi nego ukupno opterecenje
sedimenta. Stoga se povezanost izmedu sedimenta i dagnji moze o¢ekivati samo u uvjetima u
kojima metali iz sedimenta prelaze u vodeni stupac i postaju dostupni za unos filtracijom.
Statisticki znaCajne korelacije izmedu masenih udjela metala u dagnjama i veli¢inskih frakcija
sedimenta nisu utvrdene za veéinu metala. Iznimke su bili Zn i Pb, koji su pokazali pozitivne
korelacije s udjelom S$ljunka. Nijedan metal nije pokazao statisticki znacajnu korelaciju s udjelima

organske tvari ili karbonata u sedimentu.

Redundancijska analiza pokazala je statistiCki znac¢ajan ukupni model, ali je objasnjeni udio
varijance bio razmjerno malen, dok PLS analiza nije pokazala statisticku znacajnost. Ti rezultati
potvrduju da ukupni maseni udio metala u sedimentu ne odrazava nuzno bioraspolozivi udio metala

za dagnje (Miranda i sur., 2021; Zhang i sur., 2014).

Medusobne korelacije metala u dagnjama upucuju na moguce sli¢nosti u njihovim izvorima,
bioraspolozivosti i procesima akumulacije u tkivu. Posebno se izdvaja skupina Fe, Mn 1 Ni, ¢iji su
maseni udjeli bili medusobno pozitivno povezani. Maseni udjeli Ni bili su pozitivno povezani i s
masenim udjelima Cu, Pb i Cd. Pozitivne korelacije utvrdene su izmedu Pb i Cu, Fe, Zn, Ni, Cd 1
Hg te izmedu Cd i1 Zn, N1 1 Pb. Za Cu su utvrdene pozitivne korelacije s Mn, Ni 1 Pb, za Cr samo s
Fe, a za Hg s Fe i Pb. Takvi odnosi ne mogu se objasniti isklju¢ivo analiziranim znacajkama

sedimenta, nego vjerojatno ovise i o kemijskoj dostupnosti metala u okolisu te bioloskim procesima

akumulacije, raspodjele i regulacije u tkivu dagniji.
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5.4. Omjeri metala normalizirani na Fe kao pokazatelji raspodjele metala i

geokemijskih procesa u sedimentima

Omjeri metala normalizirani na Fe pokazali su razlike u relativnoj raspodjeli metala izmedu
Malostonskog zaljeva i podru¢ja usca rijeke Neretve, koje upucuju na razlicite uvjete taloZenja,
zadrzavanja 1 vezanja metala u povrSinskom sedimentu. Najve¢i doprinos razlikama izmedu
istrazivanih podrucja imao je omjer Ni/Fe, koji je bio visi u Malostonskom zaljevu. Visi omjeri
Pb/Fe i Zn/Fe takoder su utvrdeni u Malostonskom zaljevu, ali je njihov pojedinac¢ni doprinos
razlikama bio manji od doprinosa omjera Ni/Fe. Navedeni omjeri mogu se povezati s viSim
udjelom sitnozrnatih frakcija i organske tvari u sedimentu Malostonskog zaljeva. Dodatan izvor
organske tvari i sitnijih Cestica moze biti talozenje materijala povezanog s uzgojem Skoljkasa.
Skoljkasi filtriraju suspendirane ¢estice iz vode, pri ¢emu se dio &estica probavlja i izluduje kao
fekalni peleti, dok se neprobavljene ili odbacene Cestice izluCuju kao pseudofeces. Ti se materijali
taloze na morsko dno 1 mogu povecati udio organske tvari i sitnijih Cestica u povrSinskom
sedimentu. Organska tvar, Fe- i Mn-oksidi te sitnozrnate frakcije sedimenta vazni su za vezanje
metala, pa takvi uvjeti mogu pridonijeti zadrzavanju Ni, Pb i Zn u sedimentu Malostonskog zaljeva

(Chen i sur., 2024; Geng i sur., 2024).

U podrucju usca rijeke Neretve, u odnosu na Malostonski zaljev, utvrdeni su visi omjeri Cr/Fe,
Cu/Fe 1 Hg/Fe. Ti se omjeri mogu povezati s rije¢nim donosom suspendirane tvari i razlikama u
sastavu sedimenta prema veli¢ini zrna. Visi omjer Cr/Fe na postaji Plo¢e moze se povezati s
donosom c¢estica s kopna koje sadrze Cr, a ne s izravnim vezanjem Cr-a za pje$canu frakciju. Visi
omjeri Cu/Fe 1 Hg/Fe u podrucju us¢a rijeke Neretve upucuju na drukcije uvjete talozenja i
zadrZavanja suspendiranih Cestica, osobito sitnijih frakcija i organske tvari koje mogu sudjelovati

u vezanju Cu-a i Hg-a (Geng i sur., 2024; Lu i sur., 2025).

Sli¢ni srednji omjeri Fe/Mn izmedu Malostonskog zaljeva 1 podrucja uSca rijeke Neretve pokazuju
da se odnos Fe i Mn u povrSinskom sedimentu nije izrazito razlikovao izmedu istrazivanih
podrucja. Budu¢i da Fe- i Mn-oksidi mogu sudjelovati u vezanju metala, takav rezultat upucuje na
to da omjer Fe/Mn nije bio glavni pokazatelj razlika izmedu podrucja. Sli¢ni srednji omjeri Cd/Fe
pokazuju da se relativna raspodjela Cd-a u odnosu na Fe nije izrazito razlikovala izmedu

Malostonskog zaljeva i podrucja usca rijeke Neretve (Geng i sur., 2024; Homoky i sur., 2016).
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Razlike izmedu podrucja dodatno su se ocitovale u razlikama medu postajama, pri ¢emu su se
izdvojeni omjeri mijenjali ovisno o sezoni. U podrucju uséa rijeke Neretve zimi su najvece razlike
utvrdene izmedu postaja Ploge i Skoj. Na postaji Skoj bili su visi omjeri Ni/Fe, Cu/Fe i Pb/Fe, dok
je na postaji Ploce bio visi omjer Cr/Fe. Takva zimska raspodjela moze se povezati s rijeCnim
donosom tijekom razdoblja izrazenijih oborina, kada se u podrucje us¢a pojacano prenosi
suspendirana tvar s kopna. Zbog polozaja blize uscu, visi omjer Cr/Fe na postaji Plo¢e moze
upucivati na jaci utjecaj donesenih Cestica koje sadrze Cr. Suprotno tome, visi omjeri Ni/Fe, Cu/Fe
i Pb/Fe na postaji Skoj mogu upucivati na zadrzavanje sitnijih suspendiranih estica i organske
tvari uz koje se ti metali mogu vezati u povrSinskom sedimentu. U proljece su najvece razlike za
Cd/Fe i Cu/Fe utvrdene izmedu postaja Blace i Skoj. Omjer Cd/Fe bio je visi na postaji Skoj, dok
je omjer Cu/Fe bio vi$i na postaji Blace. Za Fe/Mn najveca razlika utvrdena je izmedu postaja
Ploce i Skoj, s vi§im omjerom na postaji Plo¢e. Takva proljetna raspodjela moZe se povezati s
istodobnim donosom rije¢nog materijala i talozenjem sitnijih ¢estica, ali i s promjenama u udjelu
organske tvari u povriinskom sedimentu. Vi§i Cd/Fe na postaji Skoj moZe upuéivati na lokalne
uvjete koji pogoduju zadrzavanju Cd-a u sedimentu, dok viSi Cu/Fe na postaji Blace moze
odrazavati drukcije uvjete taloZenja sitnozrnatog i organskom tvari obogacenog materijala. Visi
omjer Fe/Mn na postaji Plo¢e upucuje na relativno vecu zastupljenost Fe-a u odnosu na Mn u
proljetnom sedimentu te postaje, Sto moze odraZavati lokalne razlike u donosima 1 taloZenju
suspendiranih Cestica. Ljeti je omjer Hg/Fe bio visi na postaji Blace nego na postajama Ploce i
Skoj, dok je omjer Cu/Fe bio visi na postaji Skoj nego na postaji Ploge. Ta raspodjela moze se
povezati s lokalnim zadrzavanjem sitnozrnatog materijala i organske tvari na postajama Blace i
Skoj, gdje uvjeti talozenja mogu pogodovati vezanju Hg-a i Cu-a u povrinskom sedimentu. Bududéi
da su omjeri Hg/Fe i Cu/Fe na postaji Ploce bili niZi, ta se postaja ljeti nije izdvajala kao podrucje
izrazenijeg zadrzavanja Hg-a i Cu-a u sedimentu. U jesen su izmedu postaja Ploce i Blace najvece
razlike utvrdene za Cd/Fe 1 Cr/Fe, pri €emu su oba omjera bila viSa na postaji Plo¢e. Izmedu postaja
Blace i Skoj najveée razlike utvrdene su za Cd/Fe i Hg/Fe, s vi§im omjerima na postaji Skoj.
Jesenska raspodjela pokazuje dva razlicita utjecaja: na postaji Ploce visi omjeri Cd/Fe i Cr/Fe mogu
se povezati s rije¢nim donosom i poloZajem blize uiéu, dok na postaji Skoj visi omjeri Cd/Fe i
Hg/Fe upucuju na zadrzavanje sitnijih Cestica i organske tvari, $to moze pogodovati vezanju Cd-a

I Hg-a u povrsinskom sedimentu.
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U Malostonskom zaljevu razlike medu postajama bile su najizrazenije na postaji Mali Ston, dok su
postaje Kanal Usko, Banja i Bistrina pokazale medusobno sli¢nije omjere. Zimi su na postaji Mali
Ston utvrdeni visi omjeri Cd/Fe, Hg/Fe 1 Cu/Fe te nizi omjer Fe/Mn. Najvece razlike za Cd/Fe,
Fe/Mn i Cu/Fe utvrdene su u odnosu na postaju Kanal Usko, dok je za Hg/Fe najveca razlika
utvrdena u odnosu na postaju Banja. Takva zimska raspodjela moze se povezati s polozajem Malog
Stona u unutarnjem dijelu zaljeva, gdje slabija izmjena vode i1 zadrzavanje sitnijeg materijala mogu
pogodovati nakupljanju organske tvari i vezanju Cd-a, Hg-a i Cu-a. Nizi omjer Fe/Mn na postaji
Mali Ston upucuje na relativno manju zastupljenost Fe-a u odnosu na Mn u povrSinskom
sedimentu, Sto se moze odraziti i na vezanje drugih metala. U prolje¢e se postaja Mali Ston
izdvajala viSim omjerima Cd/Fe, Hg/Fe, Cu/Fe 1 Zn/Fe te nizim omjerom Fe/Mn. Najvece razlike
za Cd/Fe, Cu/Fe i Zn/Fe utvrdene su u odnosu na postaju Kanal Usko, a za Hg/Fe 1 Fe/Mn u odnosu
na postaju Bistrina. Proljetno izdvajanje Malog Stona moZe se povezati s poveéanim unosom
organske tvari u sediment, ukljucujuci talozenje fekalnih peleta i pseudofecesa iz uzgoja Skoljkasa,
ali i s taloZzenjem sitnijih Cestica tijekom razdoblja poveéane bioloske aktivnosti (Chen i sur., 2024).
Takvi uvjeti mogu pogodovati vezanju Cd-a, Hg-a, Cu-a i Zn-a u povrsinskom sedimentu, pri cemu
se Cd 1 Hg mogu zadrZavati u slabije topljivim oblicima (Galasso i sur., 2025; Kumar i sur., 2022).
Ljeti su razlike u Malostonskom zaljevu bile slabije izrazene, a najveéa je utvrdena za Cd/Fe. To
upucuje na to da se tijekom ljeta omjeri ve¢ine metala medu postajama ujednacavaju, dok Cd/Fe
ostaje osjetljiv na lokalne uvjete u sedimentu. U jesen su na postaji Mali Ston zabiljeZeni viSi omjeri
Cd/Fe 1 Hg/Fe te niZi omjer Fe/Mn u odnosu na ostale postaje zaljeva. Jesenska raspodjela moze
se povezati sa zadrzavanjem organske tvari 1 sitnijih ¢estica u unutarnjem dijelu zaljeva nakon
proljetno-ljetnog razdoblja bioloske aktivnosti i talozenja. Zbog toga se Mali Ston izdvaja kao
postaja na kojoj se lokalni uvjeti taloZenja, udio organske tvari i odnos Fe i Mn najjasnije
odrazavaju u omjerima Cd/Fe, Hg/Fe i Cu/Fe (Galasso i sur., 2025; Geng i sur., 2024; Hsieh 1
Bugna, 2025).

Korelacijska analiza (slika 74) dodatno upucuje na razlike u geokemijskom ponasanju metala 1
njihovu povezanost sa svojstvima sedimenta. Pozitivna korelacija Ni/Fe sa Zn/Fe i Pb/Fe moze
upucivati na sli¢ne procese zadrZavanja tih metala u sedimentu. Pozitivne korelacije Cd/Fe s Cu/Fe
I Hg/Fe te negativna korelacija Cd/Fe s Fe/Mn mogu biti povezane s geokemijskim uvjetima koji
utjecu na vezanje Cd-a, Cu-a i Hg-a. Negativne korelacije omjera Cr/Fe s omjerima Ni/Fe i Pb/Fe

upucuju na to da se Cr u sedimentu rasporeduje drukc¢ije od Ni 1 Pb. Pozitivna korelacija omjera
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Cr/Fe s omjerom Hg/Fe pokazuje da se dio prostorne varijabilnosti Cr-a i Hg-a preklapa. Pozitivna
korelacija omjera Cu/Fe s omjerom Hg/Fe moze upucivati na sli¢ne procese vezanja Cu-a i Hg-a u
sedimentu. Pozitivna korelacija Cu/Fe s Hg/Fe moze upudivati na sli¢nije procese njihova vezanja

u sedimentu.

Multivarijatne analize potvrdile su statisticki znacajne razlike izmedu Malostonskog zaljeva i
podrucja usca rijeke Neretve. Analiza SIMPER (slika 75) pokazala je da je najveci doprinos
razlikama imao omjer Ni/Fe, dok je najmanji doprinos imao omjer Cd/Fe. Omjeri Ni/Fe, Pb/Fe,
Cr/Fe, Zn/Fe, Cu/Fe 1 Hg/Fe zajedno su najvise pridonijeli razlikama izmedu podrucja. Statisticki
znacajne sezonske razlike nisu utvrdene, Sto upucuje na to da je raspodjela omjera metala
normaliziranih na Fe bila snaznije povezana s lokalnim sedimentoloskim i geokemijskim uvjetima

nego sa sezonskim promjenama.

5.5. Prostorno-sezonska raspodjela PAH-ova

55.1. Skoljkasi

Rezultati pokazuju da u ukupnoj raspodjeli masenih udjela PAH-ova u mekom tkivu dagnji
prevladavaju Naph, Flt, Phe, DahA i Pyr. Veca zastupljenost Naph i Phe moze se povezati s
njihovom ve¢om topljivos¢u u vodi u odnosu na PAH-ove s ve¢im brojem aromatskih prstenova,
atime i s vecom dostupnoséu u otopljenoj fazi. Spojevi Flt i Pyr imaju prijelazna svojstva te mogu
biti dostupni dagnjama iz otopljene faze, ali i preko suspendirane i organske tvari koju dagnje
zadrzavaju tijekom filtracije. Izrazito hidrofoban spoj DahA slabije je topljiv u vodi te se lakse
veze uz suspendiranu 1 organsku tvar u vodenom stupcu, §to moze objasniti njegovu zastupljenost
u tkivu dagnji, osobito u uzorcima iz Malostonskog zaljeva, u kojima su za DahA utvrdeni ve¢i
maseni udjeli nego u uzorcima s podruc¢ja uséa rijeke Neretve (De Giovanni i sur., 2022; Von

Hellfeld i sur., 2022).

U uzorcima s podruéja uséa rijeke Neretve utvrdeni su visi maseni udjeli veéine kvantificiranih
PAH-ova, ukljucuju¢i Naph, Flt, Phe, Pyr, Flu, Ant, BaA, Chr, BkF, BaP i BbF. Takva raspodjela
mozZe biti povezana s rijenim unosom u podrucje us¢a. Rijeka u more donosi otopljene spojeve,
suspendiranu tvar i organsku tvar, pa moze utjecati na prostornu raspodjelu PAH-ova u vodenom

stupcu i njihovu dostupnost dagnjama tijekom filtracije. U podruc¢ju mijesanja slatke i morske vode
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promjene saliniteta, talozenje suspendirane tvari i udio organske tvari dodatno utje€u na prijenos

PAH-ova i njihovo zadrzavanje u obalnom sustavu (Baumard i sur., 1998; Guo i sur., 2007).

Nasuprot tome, U uzorcima iz Malostonskog zaljeva utvrdeni su vi$i maseni udjeli DahA, BghiP 1
IcdP. Njihova veéa zastupljenost moze se povezati s hidrografskim znac¢ajkama zaljeva, ukljucujuci
dotok slatke vode iz priobalnih i podmorskih izvora, izrazene promjene i Cestu stratifikaciju
saliniteta te izmjenu vode izmedu zaljeva i Neretvanskog kanala (Buljan i sur., 1973; KrSini¢ i sur.,
2016). Takvi uvjeti mogu pogodovati zadrzavanju suspendirane 1 organske tvari u vodenom stupcu

te druk¢ijoj raspodjeli hidrofobnijih PAH-0va u odnosu na podrucje uséa rijeke Neretve.

Analiza PERMANOVA pokazala je statisticki znacajne razlike u raspodjeli masenih udjela PAH-
ova izmedu dagnji iz prirodnih populacija s podrucja usca rijeke Neretve i uzgojnih populacija iz
Malostonskog zaljeva. Analiza SIMPER pokazala je da razlikama izmedu istrazivanih skupina
najviSe doprinose Pyr, Flt, BaA, BaP, Ant, BbF, BkF i Chr, pri ¢emu su za navedene spojeve
utvrdeni visi maseni udjeli u dagnjama iz prirodnih populacija s podruéja usc¢a rijeke Neretve (slika
77). Navedeni spojevi ve¢inom imaju Cetiri ili pet aromatskih prstenova, zbog ¢ega su slabije
topljivi u vodi i skloniji vezanju uz organsku i suspendiranu tvar. Njihova veca zastupljenost u
dagnjama s podru¢ja uS¢a upuéuje na vaznost rijenog unosa i prijenosa PAH-ova preko

suspendirane i organske tvari.

Sezonska raspodjela pokazala je da je najvisi srednji maseni udio Naph utvrden u proljetnom
razdoblju. Najvisi srednji maseni udjeli Flu, Phe, DahA, BghiP 1 IcdP utvrdeni su zimi, dok su za
Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, Flt i BbF najvisi srednji maseni udjeli utvrdeni u jesenskom
razdoblju. lako su opisno utvrdene sezonske promjene pojedinih PAH-ova, analizom
PERMANOVA nisu potvrdene statisticki znacajne razlike izmedu sezona. Time se potvrduje da je
prostorna razlika izmedu uscéa rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva izrazenija od sezonske

promjenjivosti.

Analiza glavnih komponenti provedena je radi dodatnog ispitivanja medusobnih odnosa i
zajednicke promjenjivosti PAH-ova (slika 121). lzdvojene su dvije glavne komponente koje
zajedno objasnjavaju 75,49 % ukupne varijance. Komponenta PC1 obiljezena je visokim
pozitivnim optere¢enjima Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, BbF i Flt. Navedenu skupinu ve¢inom
¢ine PAH-ovi s Cetiri i pet aromatskih prstenova, uz Ant kao spoj s tri aromatska prstena. Njihovo

zajednicko izdvajanje na PC1 pokazuje da se ti spojevi u uzorcima ponasaju slicno: uzorci s viSim
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masenim udjelima jednoga od tih spojeva uglavnom imaju i viSe masene udjele ostalih spojeva iz
iste skupine.Komponenta PC2 obiljezena je pozitivnim optereéenjima Naph, Flu, Phe, DahA,
BghiP i lcdP. Izdvajanje tih spojeva na PC2 pokazuje da se njihovi maseni udjeli ne mijenjaju na
isti na¢in kao maseni udjeli spojeva povezanih s PC1. Takva raspodjela moze odrazavati razlike u

fizikalno-kemijskim svojstvima, topljivosti, hidrofobnosti i na¢inu prijenosa u vodenom stupcu.
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Slika 121. Biplot analize glavnih komponenti koji prikazuje medusobne odnose masenih udjela
kvantificiranih PAH-ova (Naph, Flu, Phe, Ant, FIt, Pyr, BaA, Chr, BbF, BKF, BaP, DahA, BghiP i
IcdP) u mekom tkivu prirodnih populacija dagnji iz podru¢ja uséa rijeke Neretve i uzgojnih

populacija dagnji iz Malostonskog zaljeva (PC1 — PC2).

5.5.2. Sediment

Prostorna raspodjela PAH-ova u sedimentu upucuje na razlike izmedu Malostonskog zaljeva i
podrucja usca rijeke Neretve, pri cemu su maseni udjeli ve¢ine PAH-ova, osim Ace, bili visi u
Malostonskom zaljevu (slika 122). U ukupnoj raspodjeli prevladavali su HMW PAH-ovi, medu
kojima su se izdvajali BbF, FIt, Pyr, IcdP i DahA, dok se medu LMW PAH-ovima izdvajao Phe.
U odnosu na LMW PAH-ove, HMW PAH-ovi imaju nizu topljivost u vodi, ve¢u hidrofobnost i
izrazeniju sklonost vezanju uz organsku tvar, suspendiranu tvar i sediment s vi§im udjelom praha
1 gline. Takva svojstva pridonose njihovu nakupljanju i duljem zadrZavanju u povrSinskom sloju
sedimenta (Duran i Cravo-Laureau, 2016; Marini i Frapiccini, 2012; Frapiccini i sur., 2024; Skic i

sur., 2023). Sli¢ni prostorni obrasci zabiljezeni su i u drugim obalnim dijelovima Jadranskog i
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Sredozemnog mora (Acquavita i sur., 2014; Bajt, 2022; Mandi¢ i Pavela Vranci¢, 2017; Mandi¢ i
sur., 2018; Montuori i sur., 2016).

Visi maseni udjeli PAH-ova u Malostonskom zaljevu mogu se povezati s lokalnim
hidrodinamickim uvjetima, donosom suspendirane i organske tvari te sastavom veli¢ine zrna
sedimenta. Povezanost izmedu sastava sedimenta i masenih udjela PAH-ova osobito je vidljiva na
postaji Bistrina, gdje prevladava prah, a maseni udjeli ve¢ine PAH-ova, osobito Flt, Pyr, BaP, BbF,
BKF i IcdP, bili su vi$i nego na ostalim postajama Malostonskog zaljeva. Nasuprot tome, na postaji
Banja izdvojili su se Ace i Naph, $to upucuje na drukéiju raspodjelu LMW PAH-ova u odnosu na
HMW PAH-ove.

Na podrucju uséa rijeke Neretve raspodjela PAH-ova takoder prati lokalne znacajke sedimenta i
hidrodinamicke uvjete. Postaja Skoj izdvojila se vi§im masenim udjelima ve¢ine PAH-0va, 0sobito
BaA, Phe, Ant, IcdP, Flt, Pyr, DahA, BghiP, BKF, Chr, BaP i BbF, §to je u skladu s ve¢im udjelom
praha na toj postaji. Na postaji Blace izdvojili su se Naph, Ace i Flu, dok na postaji Ploce
prevladava pjeS¢ana veliinska frakcija, uz koju se hidrofobni organski spojevi slabije vezu. Takva
raspodjela u skladu je s ranijim istraZivanjima Neretvanskog kanala, prema kojima lokalni
hidroloski uvjeti odreduju prijenos i taloZenje sedimenta. Sitnozrnati sediment nakuplja se u blizini
usca te u srediSnjem i sjeveroistocnom dijelu kanala, dok struje iz otvorenog Jadrana mogu odnositi

sitniji sediment iz izloZenijih dijelova akvatorija (Giglio i sur., 2020).
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Slika 122. Prostorna raspodjela prosje¢nih masenih udjela PAH-ova — Naph, Ace, Flu, Phe, Ant,
Flt, Pyr, BaA, Chr, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP, IcdP, £15PAH, ZHMW PAH-ova i LMW
PAH-ova u sedimentu.
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Sezonska raspodjela nije upucivala na jedinstven obrazac za sve PAH-ove, nego na razli¢ito
ponasanje laksih i hidrofobnijih spojeva. Najvisi srednji maseni udjeli Naph i1 Flu utvrdeni su zimi,
Sto se moze povezati s veCom topljivos¢u LMW PAH-ova, ve¢im zimskim donosom kopnenog
materijala i slabijom razgradnjom pri nizoj temperaturi. Ljeti su najvisi srednji maseni udjeli
utvrdeni za Ace, Phe, Ant, Pyr, BaA, DahA, Flt i IcdP. Takva raspodjela upucuje na izrazeniji
utjecaj lokalnih izvora, poja¢anog taloZenja organske tvari i sezonskih promjena u vodenom stupcu,
koje mogu utjecati na prijenos PAH-ova prema sedimentu. U proljetnom razdoblju najvisi srednji
maseni udjeli utvrdeni su za Chr, BkF, BaP, BghiP i BbF, odnosno za spojeve koji se snaznije vezu
uz organsku tvar i sitnozrnati sediment. Najnizi maseni udjeli veéine kvantificiranih PAH-ova
utvrdeni su u jesenskom i zimskom razdoblju, dok je za DahA najnizi srednji maseni udio utvrden

u proljetnom razdoblju.

Multivarijatna analiza PERMANOVA potvrdila je statisti¢ki znacajne razlike izmedu podrucja
Malostonskog zaljeva i usc¢a rijeke Neretve, dok sezonske razlike nisu bile statisticki znacajne.
Time se potvrduje da je prostorna razlika izmedu istrazivanih podrucja izrazenija od sezonskih
promjena u raspodjeli PAH-ova u sedimentu. Prema analizi SIMPER, prostornim razlikama najvise
doprinose BghiP, BaP, Pyr, Flt, lcdP, BKF, Chr i BaA. Svi navedeni spojevi pripadaju skupini
HMW PAH-ova, §to je u skladu s njihovom ve¢om zastupljenoséu u sedimentu Malostonskog

zaljeva i s prevlas¢cu HMW PAH-ova u ukupnoj raspodijeli PAH-ova u sedimentu.

Analiza glavnih komponenti (slika 123) pokazala je da je prema kriteriju modela slomljene palice
samo komponenta PC1 zadrzana za interpretaciju. Na komponenti PC1 svi kvantificirani PAH-ovi
imaju pozitivna opterec¢enja, pri ¢emu su najvisa opterecenja utvrdena za HMW PAH-ove. Buduc¢i
da su medu spojevima s najvis§im optereCenjima na PC1 bili istt HMW PAH-ovi koji su prema
analizi SIMPER najviSe doprinosili razlikama izmedu podrucja, rezultati PCA podupiru zakljucak
da prostornu razliku u sedimentu ponajprije oblikuju HMW PAH-ovi. Komponenta PC2 nije
zadovoljila kriterij modela slomljene palice za uklju¢ivanje u interpretaciju, ali se na njoj izdvajaju

Ace i Naph, $to upucuje na drukciju raspodjelu LMW PAH-ova u odnosu na HMW PAH-ove.
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Slika 123. Biplot analize glavnih komponenti koji prikazuje medusobne odnose masenih udjela
kvantificiranih PAH-ova (Naph, Ace, Flu, Phe, Ant, Flt, Pyr, BaA, Chr, BbF, BkF, BaP, DahA,
BghiP i IcdP) u povrSinskom sedimentu iz podrucja usca rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva

(PC1 - PC2).

5.6. Utjecaj fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta na ukupni sadrzaj PAH-ova u

Skoljkasima i sedimentu

Rezultati statistickih analiza za sediment upucuju na znacajnu povezanost fizikalno-kemijskih
znacajki sedimenta s raspodjelom PAH-ova u sedimentu juZznog Jadrana. Sastav sedimenta prema
veli¢ini zrna 1 udio organske tvari izdvojili su se kao znacajke sedimenta najsnaznije povezane s
masenim udjelima PAH-ova, $to je u skladu s ranijim istrazivanjima provedenima u obalnim
podru¢jima Sredozemnog mora i drugim priobalnim sustavima (Baumard i sur., 1998; Hatzianestis

i sur., 2020; Magi i sur., 2002; Vane i sur., 2020).

Spearmanova korelacijska analiza pokazala je statisticki znaCajne pozitivne korelacije unutar
skupine HMW PAH-ova. Znacajne korelacije utvrdene su i izmedu LMW PAH-ova Flu, Phe i Ant
te HMW PAH-ova. Spoj DahA bio je pozitivno koreliran s Phe, Pyr, BaP i IcdP. Takva raspodjela
moze se povezati sa slicnim fizikalno-kemijskim svojstvima i sliénim ponasanjem tih spojeva u

okolisu.
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S obzirom na sastav sedimenta prema veliini zrna, BaP, Flt i Pyr bili su statisticki znacajno
negativno korelirani s udjelom pijeska, dok su BaP i Pyr bili pozitivno korelirani s udjelom praha.
Pozitivne korelacije s udjelom gline utvrdene su za Phe, Flt 1 DahA. Udio organske tvari bio je
pozitivno koreliran s Phe, Pyr, BaP, BghiP i IcdP. Karbonati su pokazali negativne korelacije s
Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr, BkF, BaP, BghiP, FIt, BbF i IcdP. Parametar Mz bio je negativno
koreliran s Phe, Pyr, BaP, Flt i DahA, a parametar Md s Phe, BaP, IcdP, Ant i DahA. Parametar So
nije pokazao statisti¢ki znacajne korelacije ni s jednim PAH-om. Ovakva raspodjela korelacija
pokazuje da su visi maseni udjeli PAH-ova, osobito HMW PAH-ova, povezani sa sedimentom
bogatijim prahom, glinom i organskom tvari. Prah i glina imaju ve¢u dodirnu povrsinu i viSe mjesta
za vezanje hidrofobnih aromatskih spojeva, pa mogu pridonijeti njihovu nakupljanju u sedimentu
(Vane 1 sur., 2020). Vaznu ulogu ima i organska tvar jer se hidrofobni spojevi lakSe vezu uz
organsku fazu sedimenta. Zadrzavanju PAH-ova pridonosi vezanje uz huminske tvari i stabilnije
sastavnice organskog ugljika, poput crnog ugljika prisutnog u sedimentu (Baran i sur., 2021;
Ukalska-Jaruga i sur., 2019). Suprotno tome, negativna povezanost PAH-ova s udjelom pijeska i
karbonata upucuje na slabije zadrzavanje PAH-ova u sedimentu s visim udjelom pijeska i

karbonatne komponente.

Analize PLS i RDA poduprle su nalaze Spearmanove korelacijske analize. Prva komponenta PLS
analize bila je statisticki znaCajna 1 objasnila je 98,2 % ukupne kovarijance. Ukupni model RDA
analize takoder je bio statisticki znacajan. U objema analizama svi kvantificirani PAH-ovi bili su
usmjereni prema prahu, glini i organskoj tvari, dok su pijesak, karbonati te parametri Mz i Md bili
usmjereni suprotno (slika 124). Time se potvrduje da su prah, glina i organska tvar u ovom skupu

podataka znacajke sedimenta najsnaznije povezane s raspodjelom PAH-ova.
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Slika 124. Biplot prikaz redundancijske analize koji prikazuje odnos izmedu PAH-ova, sastava

sedimenta prema veli€ini zrna te udjela organske tvari i karbonata.

lako su unutar skupine HMW PAH-ova u dagnjama utvrdene statisticki znacajne medusobne
korelacije, Spearmanova analiza nije pokazala znacajnu povezanost izmedu PAH-ova u dagnjama
i fizikalno-kemijskih znacajki sedimenta. Multivarijatne analize RDA i PLS takoder nisu potvrdile
znacajnu povezanost izmedu tih skupova podataka. To upucuje na to da se maseni udjeli PAH-ova
u dagnjama ne mogu izravno objasniti zna¢ajkama sedimenta ni masenim udjelima PAH-ova u
sedimentu. Njihova raspodjela ovisi i o bioraspolozZivosti spojeva, fizioloskim procesima u
Skoljkasima te dostupnosti PAH-ova u vodenom stupcu i suspendiranoj tvari (Baumard i sur., 1998;
Meador i sur., 1995).

5.7.  Odnos izmedu metala i PAH-ova u sedimentu i skoljkasima

Odnosi izmedu metala i PAH-ova u ovom istrazivanju razlikovali su se izmedu sedimenta i dagnji.
U sedimentu su utvrdene statisti¢ki zna¢ajne pozitivne korelacije izmedu metala i HMW PAH-ova,
dok je povezanost LMW PAH-ova s metalima bila ograni¢ena na Phe i Ant. U dagnjama je
utvrdena samo jedna statisticki znacajna korelacija izmedu PAH-ova i metala, i to izmedu BbF i

Mn. Takav nalaz pokazuje da sediment i tkivo dagnji ne odraZavaju iste odnose izmedu metala i
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PAH-ova. U sedimentu na raspodjelu metala i PAH-ova ponajprije utjeCu taloZenje i sorpcija te
znacajke sedimenta, osobito udio organske tvari i sastav prema veli¢ini zrna, odnosno udjeli praha
i gline. Na masene udjele u dagnjama utjeCu bioraspolozivost spojeva, unos iz otopljene faze te
unos suspendirane tvari filtracijom. Pri filtraciji su vazni dostupnost i sastav suspendiranog
materijala, osobito fitoplanktona i organske tvari, jer se metali i PAH-ovi mogu unositi zajedno s
tim materijalom (Luoma i Rainbow, 2008; Yakan i sur., 2017).

U sedimentu su statisticki znacajne korelacije izmedu LMW PAH-ova i metala utvrdene za Phe i
Ant. Spoj Phe bio je povezan s Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Ni i Hg, a spoj Ant s Fe, Zn, Cu, Pb i Ni.
Spojevi Naph, Ace i Flu nisu pokazali statisticki znacajne korelacije ni s jednim analiziranim
metalom. Takva raspodjela korelacija moze se povezati s veCom topljivoscéu i hlapljivoséu LMW
PAH-ova te njihovom slabijom sklono$¢u vezanju uz sediment u odnosu na HMW PAH-ove
(Tobiszewski i Namies$nik, 2012; Yunker i sur., 2002). Izrazeniju povezanost s metalima u
sedimentu pokazali su HMW PAH-ovi. Spojevi Pyr i BaA bili su povezani s Fe, Mn, Zn, Cu, Pb,
Ni i Hg, dok su Chr i BaP, uz navedene metale, bili povezani i s Cr. Spojevi BbF, BghiP, Flt i IcdP
bili su povezani s Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Cr, Ni i Hg, a BKF s Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Ni i Hg. Spoj DahA
izdvojio se povezano$¢u samo s Pb, dok Cd nije bio povezan ni s jednim analiziranim PAH-om.
Takva raspodjela upucuje na to da se metali i HMW PAH-ovi u sedimentu nakupljaju u uzorcima
bogatijima prahom, glinom i organskom tvari. To je u skladu s pozitivnim korelacijama PAH-ova
s prahom, glinom i organskom tvari te s njihovim negativnim korelacijama s pijeskom i
karbonatima. Metali se u takvim uzorcima mogu vezati na povrSine minerala gline, organsku tvar
te okside i hidrokside Fe i Mn, dok se HMW PAH-ovi zbog vece hidrofobnosti lakSe vezu uz

organsku tvar i sediment s visim udjelom praha i gline (Eggleton i Thomas, 2004).

Multivarijatne analize potvrdile su rezultate Spearmanove korelacijske analize za sediment.
Analiza PLS pokazala je da su HMW PAH-ovi i analizirani metali imali pozitivna opterecenja na
prvoj komponenti, koja je obuhvatila 99,65 % ukupne kovarijance. Medu LMW PAH-ovima Phe
1 Ant imali su umjerena pozitivna opterecenja, dok su Naph, Ace i1 Flu imali niska opterecenja.
Analiza RDA pokazala je da metali objasnjavaju 57,35 % ukupne varijance PAH-ova u sedimentu,
pri ¢emu su Pb, Ni i Zn imali najizraZeniji doprinos na osi RDAT1 (slika 125). Podudarnost rezultata
Spearmanove korelacijske analize te PLS i RDA analiza upucuje na to da se metali i HMW PAH-

ovi u sedimentu taloze i1 zadrzavaju na slian nacin. Takva povezanost moze nastati zbog
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istodobnog unosa iz kopnenih, luckih i urbanih izvora te izvora povezanih s izgaranjem, kao i zbog
naknadnog vezanja metala i HMW PAH-ova uz organsku tvar, minerale gline te okside i hidrokside
Fe i Mn u sedimentu (Birch i Olmos, 2008; Eggleton i Thomas, 2004).
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Slika 125. Prikaz RDA analize odnosa izmedu metala i PAH-ova u sedimentu.

U dagnjama je odnos izmedu metala i PAH-ova bio znatno slabiji nego u sedimentu. lako je ukupni
model RDA analize za dagnje bio statisticki znacajan, prve dvije osi objasnile su male udjele
ukupne varijance PAH-ova: prva os 15,60 %, a druga dodatnih 8,01 %. Analiza PLS nije potvrdila
statisticki znacajnu povezanost izmedu metala i PAH-ova u dagnjama jer nijedna komponenta nije
bila statisticki znacajna. Stoga rezultati Spearmanove korelacijske analize te RDA 1 PLS analiza

pokazuju da je povezanost metala i PAH-ova u dagnjama slabija nego u sedimentu.

Razlika izmedu sedimenta 1 dagnji moze se objasniti procesima koji odreduju raspodjelu 1
zadrzavanje oneciS¢ujucih tvari u sedimentu 1 organizmu. U dagnjama se nakon unosa odvijaju
fizioloski i biokemijski procesi koji mijenjaju odnose izmedu metala i PAH-ova. Metali se mogu
vezati na MT-e, osobito Cd, Cu, Ni i Zn, §to utjeCe na njihovo zadrzavanje i detoksikaciju u tkivima
dagnji (Luoma i Rainbow, 2008; Mourgaud i sur., 2002). Policiklicki aromatski ugljikovodici
mogu prolaziti metabolicku pretvorbu djelovanjem enzima faze 1 i Il. Enzimi faze | sudjeluju u

oksidaciji PAH-ova, pri ¢emu nastaju reaktivniji metaboliti, a enzimi faze Il u njihovoj konjugaciji,
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¢ime se olakSava uklanjanje iz organizma (Trisciani i sur., 2012). Zbog toga istodobna prisutnost
metala i PAH-ova u okolisu ne mora dovesti do njihove statisti¢ki znacajne povezanosti u tkivu

dagniji.

5.8. Odredivanje porijekla PAH-ova u sedimentu primjenom dijagnostickih

omjera

Dijagnosticki omjeri PAH-ova u povrsinskim sedimentima upucuju na dominantnu zastupljenost
pirogenih pokazatelja, uz prisutnost petrogenog doprinosa. Pirogeno podrijetlo obuhvac¢a PAH-ove
nastale nepotpunim izgaranjem nafte, naftnih derivata, ugljena i biomase, dok petrogeno podrijetlo
obuhva¢a PAH-ove iz sirove nafte i naftnih derivata, a moze biti povezano i s prirodnim
dijagenetskim procesima u sedimentu (Tobiszewski i Namie$nik, 2012; Yunker i sur., 2002).
Omijeri  FIt/(FIt+Pyr), BaA/(BaA+Chr), IcdP/(lcdP+BghiP), Ant/(Ant+Phe), Phe/Ant i
YLMW/ZHMW koristeni su kao pokazatelji izvora PAH-ova. Omijeri FIt/(FIt+Pyr) > 0,5,
BaA/(BaA+Chr) > 0,35, lcdP/(IcdP+BghiP) > 0,5, Ant/(Ant+Phe) > 0,1, Phe/Ant < 10 i
SLMW/EHMW < 1 upucuju na pirogeni doprinos, dok omjeri koji odstupaju od tih pirogenih
kriterija upucuju na petrogeni doprinos ili mjeSovite izvore (Budzinski i sur., 1997; Tobiszewski i
Namies$nik, 2012; Yunker 1 sur., 2002). Rasponi svih dijagnostickih omjera obuhvacaju podrucja
karakteristi¢na za oba tipa izvora, S§to potvrduje mjeSovito podrijetlo PAH-ova. Dijagnosticki
omijeri interpretirani su kao pokazatelji podrijetla PAH-ova, a ne kao jednozna¢an dokaz izvora,
jer na njih mogu utjecati razlike u podloznosti pojedinih PAH-ova razgradnji, prijenosu, vezanju
za organsku tvar i Cestice te taloZenju u sedimentu (Yunker i sur., 2002; Tobiszewski i Namie$nik,

2012).

U Malostonskom zaljevu dijagnosticki omjeri upucuju na izraZeniji pirogeni signal na postajama
Bistrina, Banja 1 Kanal Usko, $to je u skladu s viSim prosjecnim pirogenim udjelima na tim
postajama, osobito na postaji Bistrina. Sedimente tih postaja obiljezavaju visi udjeli praskaste
frakcije 1 organske tvari, §to pogoduje zadrzavanju HMW PAH-ova u sedimentu jer se oni zbog
hidrofobnih svojstava vezu uz organsku tvar i1 estice sedimenta. Na postaji Mali Ston vi$i omjeri
Phe/Ant i XLMW/ZHMW u odnosu na ostale postaje Malostonskog zaljeva upucuju na lokalno
izrazeniji petrogeni doprinos, ali ne iskljucuju pirogeni izvor. Takva raspodjela moze se povezati s

vecom heterogenos¢u sedimenta prema veli€ini zrna na toj postaji.
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U podrucju usca rijeke Neretve dijagnosticki omjeri takoder upucuju na mjesovito podrijetlo PAH-
ova. Na postaji Ploce utvrden je najnizi prosjecni pirogeni udio medu postajama usca rijeke
Neretve, §to upuéuje na relativno izrazeniji petrogeni doprinos u odnosu na postaje Blace i Skoj.
Takva raspodjela moze se povezati s polozajem postaje Ploce u podrucju izrazenijeg antropogenog
utjecaja, osobito pomorskog prometa i luckih aktivnosti, koji mogu pridonijeti unosu naftnih
derivata i goriva u sediment. Na postajama Blace i Skoj visi udio pirogenih pokazatelja upuéuje na
izrazeniji doprinos PAH-ova nastalih izgaranjem fosilnih goriva i biomase. S obzirom na
estuarijsko obiljezje podrucja, rijecni unos suspendiranih Cestica i njihovo talozenje takoder mogu

pridonijeti akumulaciji PAH-ova u sedimentu.

Prostorne razlike izmedu istrazivanih podruc¢ja potvrdene su PERMANOVA analizom. Rezultati
SIMPER analize pokazuju da najve¢i doprinos tim razlikama imaju omjeri Ant/(Ant+Phe),
BaA/(BaA+Chr) 1 FlIt/(Flt+Pyr). U podrucju uséa rijeke Neretve visi omjeri Ant/(Ant+Phe) 1
BaA/(BaA+Chr) upucuju na izraZenije pirogeno podrijetlo PAH-ova, dok viSi omjer
SLMW/ZHMW upucuje na prisutnost petrogenog doprinosa. U Malostonskom zaljevu visi omjeri
Flt/(Flt+Pyr) 1 IcdP/(IcdP+BghiP) potvrduju pirogeno podrijetlo, dok visi omjeri Phe/Ant 1
S2LMW/ZEHMW upuéuju na prisutnost petrogenih pokazatelja. Navedeni rezultati pokazuju da
prostorne razlike proizlaze iz razliCite zastupljenosti pirogenih i petrogenih pokazatelja medu

podruc¢jima 1 postajama.

Sezonske promjene dijagnostickih omjera PAH-ova upucéuju na promjenjivost tijekom godine bez
jasno izrazenog sezonskog obrasca. Statisticka obrada metodom PERMANOVA pokazala je
statisti¢ki znacajne razlike izmedu ljetnog i jesenskog razdoblja, a SIMPER analiza izdvojila je
omjere BaA/(BaA+Chr), lcdP/(IcdP+BghiP) i FIt/(FIt+Pyr) kao glavne doprinositelje tim
razlikama. U oba podrucja tijekom cijele godine prevladavaju pirogeni pokazatelji, uz lokalno i

sezonski promjenjiv petrogeni doprinos.

U Malostonskom zaljevu tijekom godine izraZenije se mijenja odnos pirogenih i petrogenih
pokazatelja. U zimskom razdoblju visi omjeri Phe/Ant 1 ELMW/EHMW upucuju na izrazeniji
petrogeni doprinos, dok u ljetnom razdoblju na takav doprinos ponajprije upucuje omjer Phe/Ant.
Takva raspodjela moZe se povezati s lokalnim antropogenim aktivnostima, ukljucujuci pomorski
promet, ali 1 s manjom izmjenom vodenih masa u zatvorenijim dijelovima zaljeva, §to moze
pogodovati duljem zadrzavanju PAH-ova u sedimentu. U proljetnom razdoblju visi omjeri
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Ant/(Ant+Phe), Phe/Ant i ZLMW/ZHMW upucuju na istodobnu prisutnost pirogenih i petrogenih
izvora. To se moze povezati s pojaCanim unosom suspendiranog materijala, resuspenzijom
sedimenta i promjenama u vezanju PAH-ova za Cestice sitnozrnate frakcije i organsku tvar. U
jesenskom razdoblju visi omjeri BaA/(BaA+Chr) 1 IcdP/(IcdP+BghiP) upucuju na izrazeniji
pirogeni doprinos, $to je u skladu s mogu¢im veéim utjecajem atmosferskog talozenja PAH-ova
nastalih izgaranjem fosilnih goriva i biomase. Sezonske promjene u Malostonskom zaljevu stoga
ne upucuju na jedinstven izvor PAH-0va, nego na izmjenu pirogenih i petrogenih doprinosa, pri
¢emu se petrogeni doprinos jace oCituje na postaji Mali Ston, a pirogeni doprinos na postajama

Bistrina, Banja i Kanal Usko.

U podruc¢ju uséa rijeke Neretve sezonska raspodjela dijagnostickih omjera takoder upucuje na
mjeSovito podrijetlo PAH-ova, ali s ujednacenijom zastupljeno$¢u pirogenih pokazatelja tijekom
godine u odnosu na Malostonski zaljev. U zimskom razdoblju visi omjeri Ant/(Ant+Phe) i
BaA/(BaA+Chr) upucéuju na povecan pirogeni doprinos, $to se moze povezati s emisijama PAH-
ova nastalih izgaranjem goriva za grijanje i prometom, uz rije¢ni unos PAH-ova vezanih uz
suspendirane Cestice. U proljetnom 1 ljetnom razdoblju visi omjeri BaA/(BaA+Chr),
IcdP/(IcdP+BghiP) i Flt/(Flt+Pyr) upucuju na poviSen udio pirogenih PAH-ova, S§to se moze
povezati s rije¢nim donosom sitnozrnatog suspendiranog materijala, na koji se PAH-ovi vezu te s
atmosferskim taloZenjem produkata izgaranja. Petrogeni doprinos u podrucju usca rijeke Neretve
nije jednako izraZen u svim sezonama. Sezonski srednji omjeri XLMW/ZHMW manji su od 1, §to
upucuje na prevlast HMW PAH-ova, dok viSi omjeri Phe/Ant pokazuju petrogeni doprinos u
proljetnom i ljetnom razdoblju. Taj doprinos najizrazeniji je na postaji Plo¢e. Na postajama Blace
i Skoj veéi udio pirogenih pokazatelja upuéuje na izrazeniji doprinos PAH-ova nastalih izgaranjem

fosilnih goriva i biomase.

5.9. Odredivanje porijekla PAH-ova primjenom PCA analize

Rezultati PCA analize dijagnostickih omjera PAH-ova u povrsinskim sedimentima pokazuju da je
prema modelu slomljene palice za daljnju interpretaciju zadrzana samo komponenta PC1 (slika
97). Komponenta PC1 opisuje razlike u dijagnostickim omjerima PAH-ova izmedu analiziranih
uzoraka. Pozitivna optere¢enja omjera Phe/Ant i ELMW/EXHMW, uz negativna optere¢enja omjera
Ant/(Ant + Phe), BaA/(BaA + Chr) i Flt/(FIt + Pyr), upucuju na doprinos petrogenih izvora PAH-

ova, odnosno na prisutnost nafte i naftnih derivate (slika 126). Istodobno, pozitivno optereéenje
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omjera IcdP/(IcdP + BghiP) upuéuje na prisutnost PAH-ova nastalih procesima izgaranja (slika
126). Dobiveni rezultati stoga ukazuju na mjeSovito podrijetlo PAH-ova u sedimentu, uz doprinos

petrogenih i pirogenih izvora (Saraga i sur., 2024; Yunker i sur., 2002).

Pirogeni PAH-ovi najéeS$¢e su povezani s Cesticama nastalima izgaranjem, osobito s Cesticama
bogatim cadom, Sto pridonosi njihovu prijenosu kroz vodeni stupac, talozenju i zadrzavanju u
sedimentu. Petrogeni PAH-ovi potjecu iz nafte i naftnih derivata te mogu dospjeti u morski okolis$
izlijevanjem nafte, pomorskim prometom i drugim antropogenim aktivnostima. Petrogeni PAH-
ovi opéenito su bioraspoloziviji od pirogenih PAH-0va, jer vezanje pirogenih PAH-ova uz Cestice

bogate cadom moze smanjiti njihovu bioraspolozivost i pridonijeti njihovu duljem zadrzavanju u

sedimentu (Thorsen i sur., 2004; Yunker i sur., 2002).

3.75-
3.00- Flt/(Flt+Pyr)
220847 /(BaA+Ch)
1.50
0.75

PC2

PC1
Slika 126. Biplot analize glavnih komponenti koji prikazuje medusobne odnose dijagnosti¢kih
omjera PAH-ova u povrsinskom sedimentu iz podruc¢ja usc¢a rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva
(PC1 - PC2).

5.10. Procjena ekotoksikoloskog rizika

Procjena ekotoksikoloskog rizika u ovom istraZivanju temeljila se na usporedbi izmjerenih masenih
udjela oneciS¢ujucih tvari s relevantnim referentnim i zakonskim pragovima definiranima u
vazeCem zakonodavstvu 1 medunarodnim smjernicama. Takav pristup omogucéuje procjenu

potencijalnog utjecaja oneciS¢ujucih tvari na sigurnost hrane te na ekolosko stanje morskog
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okolisa. U slucaju Skoljkasa procjena je provedena u odnosu na najvise dopustene vrijednosti
propisane zakonodavstvom EU, dok je za sedimente procjena temeljena na ekotoksikoloskim
pragovima koji definiraju razine pri kojima su bioloski ucinci rijetki, moguéi ili vjerojatni.
Usporedbom izmjerenih vrijednosti s navedenim pragovima omogucéena je interpretacija stupnja

oneciscenja te klasifikacija potencijalnog ekotoksikoloskog rizika istrazivanog podrucja.

5.10.1. Metali u skoljkasima

Dobiveni rezultati pokazuju da je odstupanje od pozadinske razine bilo najcesce za Hg (59,52 %
uzoraka), zatim za Cd (45,24 % uzoraka), a najrjede za Pb (9,52 % uzoraka). Buduci da kriterij
BAC ne oznacava prag Stetnih bioloskih ucinaka, takvo odstupanje treba tumaciti kao pokazatelj
opterecenja iznad pozadinske razine, a ne kao dokaz Stetnoga ucinka na dagnje. Izvori Hg, Cd i Pb
mogu biti povezani s prirodnim geokemijskim znac¢ajkama podrudja te s antropogenim unosima iz
naselja uz obalu, luckih aktivnosti, prometa, oborinskoga otjecanja i resuspenzije sedimenta (ICES,
2023; OSPAR, 2009, 2023).

Udio uzoraka s masenim udjelima jednakima ili viSima od kriterija BAC bio je visi u
Malostonskom zaljevu nego u podruéju uscéa rijeke Neretve za sva tri analizirana metala. Takav
odnos moze se povezati s hidrodinamickim i sedimentoloskim znac¢ajkama Malostonskog zaljeva.
Slabija izmjena vodenih masa, dulje zadrZavanje vode 1 sitnozrnati sediment bogat organskom tvari
pogoduju zadrzavanju Cestica na koje se metali vezu. Buduc¢i da se dagnje hrane filtracijom vode,
dulje zadrZavanje tih Cestica moZe povecati dostupnost metala za unos u meko tkivo. U podrucju
uSca rijeke Neretve niZi udio takvih uzoraka moZe se povezati s dotokom slatke vode, mijeSanjem
vodenog stupca i prijenosom suspendirane tvari prema otvorenijem moru. Takvi uvjeti mogu
skratiti vrijeme zadrZavanja Cestica u podru¢ju dostupnom dagnjama te smanjiti zadrZavanje metala

u sedimentu i1 njihov unos u $koljkase (Eggleton i Thomas, 2004).

Maseni udjeli jednaki ili visi od kriterija BAC za Cd 1 Hg zabiljezeni su na svim istrazivanim
postajama, dok su za Pb utvrdeni na postajama Ploce, Kanal Usko, Bistrina i Mali Ston. Razlike
medu metalima mogu se povezati s njihovim ponaSanjem u morskom okoliSu. Zbog vece
pokretljivosti Cd se u manjoj mjeri zadrZzava u sedimentu nego Pb i Hg te moZe biti dostupniji
dagnjama tijekom filtracije vode. Olovo se izraZenije veze na Cestice 1 sediment, pa se njegovi visi

maseni udjeli u bioti ¢es¢e povezuju s lokalnim izvorima unosa, ukljucujuéi lucke aktivnosti,
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promet i oborinsko otjecanje. Metali isprani s prometnica, parkiralista i luckih povr$ina mogu se
unositi u obalno more, vezati na suspendirane &estice i taloziti u sedimentu. Ziva se takoder veze
na organsku tvar, sitnozrnate Cestice i sediment, a pri promjeni okoli$nih uvjeta moze dospjeti iz
sedimenta u vodeni stupac i postati dostupna dagnjama (Miranda i sur., 2021; OSPAR, 2023;
Spence i sur., 2023).

Sezonske razlike pokazuju da su maseni udjeli metala u dagnjama povezani s okolisnim i bioloskim
¢imbenicima. Udio uzoraka s masenim udjelima jednakima ili vi§ima od kriterija BAC bio je
najvisi zimi za Hg i Cd. Takva sezonska raspodjela moze se povezati s intenzivnijim mijeSanjem
vodenog stupca i ponovnim dospijevanjem sitnozrnate frakcije sedimenta u vodeni stupac, $to
moze povecati dostupnost metala vezanih uz sitne Cestice. Tijekom proljeca i ljeta nizi maseni
udjeli metala u tkivu mogu biti posljedica brzega rasta, promjena indeksa kondicije i reproduktivne
aktivnosti SkoljkaSa. U takvim uvjetima povecanje mase mekog tkiva moZze dovesti do bioloSkog
razrjedenja metala, odnosno do nizih masenih udjela u tkivu iako je unos metala i dalje mogu¢

(Gémez-Delgado i sur., 2022).

Usporedba s drugim podruc¢jima Jadranskog i Sredozemnog mora pokazuje da se rezultati ovog
istrazivanja uklapaju u raspone zabiljezene u obalnim podru¢jima s niskim i umjerenim
antropogenim optere¢enjem. Ranija istrazivanja u Malostonskom zaljevu 1 drugim dijelovima
isto¢ne obale Jadrana takoder su pokazala niske i umjerene masene udjele Cd, Pb i Hg u dagnjama,
Sto potvrduje prisutnost tih metala u obalnom okoliSu, ali ne upucuje na visoko opterecenje
istrazivanih podrucja (BilandZi¢ i sur., 2010; Kljakovi¢-GaSpi¢ i sur., 2007). U usporedbi s
antropogeno opterecenijim podru¢jima Sredozemlja, u kojima su u dagnjama zabiljezeni visi
maseni udjeli metala, rezultati ovog istrazivanja pokazuju odstupanje Hg, Cd i Pb od pozadinske
razine u dijelu uzoraka, ali ne upucuju na oneci$¢enje usporedivo s opterec¢enijim sredozemnim

podru¢jima (Spada i sur., 2013; Stankovic i sur., 2011).

5.10.2. Metali u sedimentu
Usporedba masenih udjela metala u sedimentima s donjim pragovima ucinka (TEL i ERL) 1
gornjim pragovima ucinka (PEL i ERM) pokazuje da su Cr i Ni metali s najizrazenijim

prekoracenjima donjih pragova ucinka u istrazivanim uzorcima. Prekoracenja TEL 1 ERL pragova

za Cr 1 N1 upucuju na povecanu mogucénost pojave Stetnih bioloskih uc¢inaka, osobito u uzorcima u
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kojima su maseni udjeli prelazili ERL prag. Prekora¢enje ERL praga za Cu utvrdeno je samo u
jednom uzorku, dok za Zn, Pb, Cd i Hg nisu zabiljeZena prekoracenja ERL praga. Prekoracenja
gornjih pragova ucinka, odnosno PEL i ERM pragova, utvrdena su iskljucivo za Ni, §to upucéuje
na to da se upravo ovaj metal izdvaja kao najvazniji pokazatelj potencijalnog ekotoksikoloskog

rizika u istrazivanim sedimentima (Long i sur., 1995; MacDonald i sur., 1996).

U Malostonskom zaljevu utvrdena je veca ucestalost prekoracenja TEL i ERL pragova za Cr i Ni
u odnosu na podrucje usca rijeke Neretve, Sto se moze povezati s hidrodinamickim i
sedimentoloskim obiljezjima istrazivanih podruc¢ja. Slabija izmjena vode, izraZenije talozenje
sitnozrnatog materijala i dulje zadrzavanje suspendiranih Cestica mogu pridonijeti akumulaciji
metala u sedimentu. Na postajama Kanal Usko, Banja i Bistrina zabiljezena su ucestala
prekorac¢enja TEL 1 ERL pragova za Cr i Ni te PEL 1 ERM pragova za Ni, dok su na postaji Mali
Ston prekoracenja bila manje ucestala. U podrucju usca rijeke Neretve prekorac¢enja TEL i ERL
pragova za Cr i Ni takoder su utvrdena na svim postajama, ali su prekoracenja PEL praga za Ni

bila rjeda, a prekoradenja ERM praga zabiljezena su samo na postaji Skoj.

Za Cu, Zn, Pb i Hg prekoracdenja su bila znatno rjeda, a uglavnom su zabiljezena samo za TEL
prag. Prekoracenja TEL praga za Cu utvrdena su na postajama Kanal Usko i Banja te na svim
postajama u podrucju usca rijeke Neretve, pri ¢emu je prekoracenje ERL praga za Cu zabiljezeno
samo u jednom uzorku, na postaji Ploce. Za Zn je prekoracenje TEL praga utvrdeno samo na postaji
Kanal Usko, za Pb na postajama Kanal Usko i Bistrina, a za Hg na postaji Blace. Za Cd nisu
utvrdena prekoracenja nijednog praga ucinka. Dobiveni rezultati usporedivi su s istraZivanjima
obalnih i estuarijskih sedimenata Sredozemlja i Jadrana, prema kojima su poviseni maseni udjeli
Cr-a i Ni-a Cesto povezani s geokemijskim sastavom izvoriSnog materijala, sitnozrnatim
sedimentima 1 lokalnim hidrodinamickim uvjetima, uz mogu¢i doprinos lokalnih antropogenih
izvora (Birch i Olmos, 2008; El Zrelli i sur., 2015; Spagnoli i sur., 2021; Stankovi¢ i Jovi¢, 2011;
Thabet i sur., 2024).

Sezonska raspodjela pokazuje da su prekoracenja TEL praga za Cr, Cu 1 Ni utvrdena tijekom svih
sezona, dok su prekoracenja ERL praga za Cr 1 Ni takoder zabiljeZena tijekom cijelog istraZivanog
razdoblja. Prekoracenje ERL praga za Cu utvrdeno je samo u proljetnom razdoblju. Za Zn su
prekoracenja TEL praga zabiljeZena samo u proljece, za Pb u proljece i jesen, a za Hg tijekom ljeta.
Prekoracenja PEL 1 ERM pragova bila su vezana isklju¢ivo uz Ni, pri ¢emu je najveca ucestalost
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prekoracenja PEL praga utvrdena u proljece, a ERM praga u jesen. Buduc¢i da se prekoracenja za
Cr i Ni javljaju tijekom svih sezona, rezultati upucuju na to da su maseni udjeli tih metala
vjerojatnije povezani s dugoro¢nijim procesima taloZenja, zadrzavanja i akumulacije u sedimentu

nego s kratkotrajnim sezonskim promjenama.

5.10.3. PAH-ovi u skoljkasima

Usporedba masenih udjela PAH-ova u dagnjama s OSPAR-ovim kriterijima BAC i EAC pokazuje
razlicit stupanj opterecenja PAH-ovima u istrazivanim podrucjima. Prekoracenja kriterija BAC
utvrdena su za Phe, Flt, Pyr, BaA, Chr, BaP, BghiP i IcdP, $to pokazuje da su ti PAH-ovi u
dagnjama bili prisutni iznad pozadinskih razina. Takav rezultat upuéuje na antropogeni doprinos
opterecenju PAH-ovima u oba istrazivana podruc¢ja. Za Flt, Pyr, BaA 1 BghiP utvrdena su 1
prekoracenja kriterija EAC, $to pokazuje da su maseni udjeli tih spojeva dosegnuli razinu pri kojoj
se, prema OSPAR-ovim kriterijima, ne moze iskljuciti moguénost kroni¢nih Stetnih ucinaka na

morske organizme.

U Malostonskom zaljevu prekoracenja kriterija BAC utvrdena su na svim istraZivanim postajama
za sve PAH-ove za koje je taj kriterij dostupan. Postaje Bistrina i Kanal Usko izdvojile su se
najces¢im prekoracenjima kriterija BAC, dok su prekoracenja kriterija EAC bila najizrazenija na
postaji Bistrina. Na postaji Mali Ston prekoracenja kriterija BAC 1 EAC zabiljezena su u
najmanjem broju uzoraka u odnosu na ostale postaje Malostonskog zaljeva, $to upucéuje na nize
opterecenje PAH-ovima na toj postaji. U podruc¢ju uséa rijeke Neretve prekoracenja kriterija BAC
takoder su utvrdena na svim postajama, ali su bila manje ucestala nego u Malostonskom zaljevu.
Na postajama Blace i Skoj prekora¢enja su bila prisutna u veéem broju uzoraka nego na postaji
Ploce, §to upucuje na izrazenije nakupljanje PAH-ova u dagnjama na tim postajama. Prekora¢enja
kriterija EAC u podrucju us¢a rijeke Neretve utvrdena su na svim postajama za Flt, Pyr i BaA, dok

su za BghiP zabiljeZena samo na postaji Skoj.

Prostorne razlike u prekoracenjima kriterija BAC 1 EAC mogu se povezati s lokalnim
hidrodinamic¢kim uvjetima, koji utjecu na zadrZavanje suspendiranih Cestica i dostupnost PAH-ova
dagnjama tijekom filtracije vode. U podrucjima sa slabijom izmjenom vode i duljim zadrzavanjem
Cestica povecava se mogucnost unosa PAH-ova vezanih na organsku tvar. To je osobito vazno za

HMW PAH-ove, poput Flt 1 Pyr, koji se zbog izraZenije hidrofobnosti jace veZu na Cestice 1
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organsku tvar. Budu¢i da su dagnje filtratorski organizmi, takav nacin vezanja moze pridonijeti
nakupljanju tih spojeva u tkivu $koljkasa. Na ukupne masene udjele PAH-ova u dagnjama dodatno
mogu utjecati brzina filtracije 1 fiziolosko stanje jedinki (Hatzianestis i sur., 2020; Ranjbar

Jafarabadi i sur., 2017; Vane i sur., 2020).

Sezonska raspodjela prekoracenja pokazuje da su kriteriji BAC za Phe, Flt, Pyr, BaA, Chr, BaP,
BghiP i IcdP prekoraceni tijekom svih sezona, $to upucuje na prisutnost PAH-ova iznad
pozadinskih razina tijekom cijeloga istrazivanog razdoblja. Prekoracenja kriterija EAC za Flt, Pyr,
BaA i BghiP zabiljezena su u svim sezonama, $to dodatno upucuje na moguci ekoloski rizik

povezan s tim PAH-ovima tijekom istrazivanog razdoblja.

5.10.4. PAH-ovi u sedimentu

Usporedba masenih udjela PAH-ova u sedimentima s ekotoksikolo§kim pragovima pokazuje da su
sedimenti Malostonskog zaljeva i podrucja usc¢a rijeke Neretve pod antropogenim utjecajem, ali
bez dosezanja razina povezanih s ucestalom pojavom Stetnih uéinaka na benti¢ke organizme.
Prekoracenja BAC pragova utvrdena su za Naph, Phe, Ant, FIt, Pyr, BaA, Chr, BaP i IcdP u oba
istrazivana podrucja, Sto potvrduje odstupanje od pozadinskog stanja. Prekoracenje BAC praga za
BghiP zabiljezeno je samo u podrucju uséa rijeke Neretve. Budu¢i da BAC pragovi sluze za
procjenu odstupanja od pozadinskih razina, njihovo prekoracenje potvrduje antropogeni doprinos,
ali ne znaci nuZno prisutnost ekotoksikoloSkog rizika. Nasuprot tome, izostanak prekorac¢enja PEL
i ERM pragova pokazuje da maseni udjeli PAH-ova nisu dosegnuli razine pri kojima se o¢ekuje
ucestala pojava Stetnih bioloskih u¢inaka (CCME, 2002; Long i sur., 1995; OSPAR Commission,
2023; Webster i Fryer, 2022).

Prostorna raspodjela prekoratenja BAC pragova pokazuje jaCe optereCenje sedimenta u
Malostonskom zaljevu nego u podrucju uséa rijeke Neretve, osobito za HMW PAH-ove,
ukljucujuéi Flt, Pyr, BaA, Chr 1 BaP. Takav rezultat proizlazi iz razlika u sastavu sedimenta prema
veli¢ini zrna, udjelu organske tvari 1 hidrodinami¢kim uvjetima. Policiklicki aromatski
ugljikovodici su hidrofobni organski spojevi, a njihova sklonost vezanju na suspendirane Cestice,
prah, glinu i organsku tvar raste s porastom molekulske mase. Zbog toga se HMW PAH-ovi u
manjoj mjeri zadrzavaju u otopljenom obliku u vodenom stupcu, a u vecoj se mjeri prenose prema

sedimentu zajedno sa sitnim Cesticama i organskom tvari. Sedimenti bogatiji prahom, glinom i
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organskom tvari imaju vecu sposobnost vezanja i zadrzavanja PAH-ova, dok pjes$cani sedimenti
slabije zadrzavaju hidrofobne organske spojeve (Baran i sur., 2021; Eldos i sur., 2022; Lloyd i sur.,

2024).

Malostonski zaljev, kao zatvoreniji sustav s povoljnijim uvjetima talozenja sitnih Cestica,
omogucuje nakupljanje PAH-ova u sedimentu jer se ti spojevi vezu na sitne Cestice 1 organsku tvar.
Unutar zaljeva postaja Bistrina izdvojila se najve¢im brojem prekoracenja BAC pragova za HMW
PAH-ove, §to pokazuje da su na toj postaji najizraZeniji uvjeti za talozenje 1 zadrzavanje Cestica
bogatih organskom tvari i hidrofobnim organskim spojevima. Takav raspored upucuje i na lokalni
unos PAH-ova povezan s obalnim aktivnostima, prometom plovila, izgaranjem goriva i donosom
Cestica iz okolnog podrucja. Kao glavne putove unosa PAH-ova u morski okoli§ OSPAR navodi
atmosfersko talozenje, oborinsko ispiranje s kopna, industrijske ispuste i izlijevanja nafte, dok
istrazivanja obalnih sustava potvrduju da organski ugljik, sitne Cestice i1 resuspenzija odreduju
raspodjelu PAH-ova u sedimentu (Lloyd i sur., 2024; OSPAR Commission, 2023; Webster i Fryer,
2022). Nasuprot Bistrini, postaja Mali Ston imala je rjeda prekoracenja BAC pragova, §to pokazuje

slabije nakupljanje PAH-ova u sedimentu u tom dijelu zaljeva.

U podrucju usca rijeke Neretve prekoracenja BAC pragova bila su rjeda i prostorno neujednacena.
Postaje Blace i Skoj izdvojile su se ve¢im brojem prekoragenja od postaje Ploce, §to pokazuje da
raspodjela PAH-ova ovisi o lokalnom taloZenju suspendiranog materijala i poloZaju postaje u
odnosu na izvore PAH-ova i donos Cestica na koje se ti spojevi vezu. Us¢e rijeke Neretve obiljezeno
je jacom hidrodinamikom i viS§im udjelom pijeska, pa se PAH-ovi slabije zadrZavaju u sedimentu
1 lakSe rasprSuju unutar sustava. Zato manji broj prekoracenja u ovom podrucju ne znaci izostanak
unosa PAH-ova, nego slabiju sposobnost sedimenta da ih veZe i dugotrajnije zadrzi. Takav obrazac
odgovara nalazima za obalne 1 estuarijske sustave u kojima sastav sedimenta prema veli¢ini zrna,
organska tvar, resuspenzija i hidrodinamika odreduju prostornu raspodjelu PAH-ova u sedimentu
(Grmasha i sur., 2024; Lloyd i sur., 2024).

Prekoracenja TEL pragova potvrduju da se poveéana izlozenost PAH-ovima pojavljuje lokalno. U
oba podruc¢ja utvrdena su TEL prekoracenja za Ace, Phe, Flt, Pyr, BaA i DahA, dok je BaP
prekoracio TEL prag samo u Malostonskom zaljevu. U Malostonskom zaljevu TEL prekoracenja
bila su najizraZenija za DahA 1 Flt, osobito na postaji Bistrina. U podrucju uséa rijeke Neretve TEL
prekora¢enja bila su najizraZzenija na postaji Skoj, gdje su utvrdena za Ace, Phe, Flt, Pyr, BaA i
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DahA. Na postaji Blace prekoracenja su utvrdena za Ace i DahA, a na postaji PloCe samo za DahA.
Takva raspodjela upucuje na lokalne razlike u taloZenju sitnog suspendiranog materijala i organske

tvari, jer se na takve ¢estice PAH-ovi vezu 1 zajedno s njima prelaze u povrSinski sediment.

Prekoracenja ERL pragova utvrdena su samo za Ace, BaA i DahA. U Malostonskom zaljevu
zabiljezena su za Ace na postaji Banja i za DahA na postaji Mali Ston, dok su u podrucju uséa
rijeke Neretve utvrdena za Ace na postajama Blace i Skoj te za BaA i DahA na postaji Skoj. Buduéi
da ERL prag oznacava razinu iznad koje se kod bentickih organizama mogu pojaviti Stetni ucinci,
utvrdena prekoracenja upucuju na lokalno povisen ekoloski rizik, ali ne i na optere¢enje koje
zahvaca cijelo istrazivano podrucje. [zostanak prekoracenja PEL i ERM pragova dodatno potvrduje
da maseni udjeli PAH-ova nisu dosegnuli razine povezane s ¢estom pojavom $tetnih u¢inaka (Long

i sur., 1995; OSPAR Commission, 2023; Webster i Fryer, 2022).

Sezonska raspodjela prekoracenja pokazuje da su PAH-ovi prisutni u sedimentu tijekom cijele
godine. Za Phe, Ant, FIt, Pyr, BaA, Chr i BaP BAC pragovi bili su prekoraceni u svim sezonama,
Sto upucuje na trajan unos i zadrzavanje tih spojeva u povrSinskom sedimentu. Najizrazenija
prekoracenja utvrdena su za Pyr, Flt i BaA, osobito u proljetnom i ljetnom razdoblju. Navedeni
spojevi imaju izraZzenu sklonost vezanju na suspendirane Cestice 1 organsku tvar, pa se njihov
prijenos prema sedimentu pojacava kada su koncentracije suspendiranog materijala i udio organske
tvari visi. Nakon talozenja sitnih Cestica, PAH-ovi se zadrzavaju u povrSinskom sedimentu, osobito
na postajama na kojima hidrodinamicki uvjeti pogoduju taloZenju, a ne ponovnom podizanju
Cestica u vodeni stupac. Takav proces objasnjava ¢eS¢a prekoracenja BAC pragova u proljetnom i

ljetnom razdoblju (Baran i sur., 2021; Grmasha i sur., 2024; Lloyd i sur., 2024).

Za razliku od Phe, Ant, FIt, Pyr, BaA, Chr i BaP, koji su prelazili BAC prag tijekom svih sezona,
Naph je prelazio BAC prag zimi, u proljece i ljeti, IcdP u proljece i ljeti, a BghiP samo ljeti. Takav
obrazac povezan je s razlikama u njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima. Naftalen pripada
slabije zadrzava u sedimentu, $to moZe objasniti izostanak prekoracenja BAC praga u jesenskom
razdoblju. Nasuprot tome, IcdP i BghiP pripadaju HMW PAH-ovima, koji imaju nizu topljivost,
vecu hidrofobnost i jacu sklonost vezanju na organsku tvar i Cestice sedimenta. Njihova
prekoracenja zato ovise o sezonama u kojima su izraZeniji donos suspendiranog materijala i

taloZenje Cestica na koje su PAH-ovi vezani. Prekoracenja za IcdP utvrdena su u proljece i ljeto, a

255



za BghiP samo ljeti, Sto pokazuje da se ti spojevi u sedimentu pojavljuju iznad BAC praga kada
sezonski uvjeti pogoduju njihovom prijenosu iz vodenog stupca i zadrzavanju u povrSinskom

sedimentu (Castillo-lIlabaca i sur., 2024; Eldos i sur., 2022; Grmasha i sur., 2024).

Sezonska raspodjela pokazuje da su prekoracenja TEL 1 ERL pragova bila najizrazenija ljeti.
Prekoracenja TEL pragova za Ace, Flt i DahA utvrdena su tijekom svih sezona, §to upucuje na
njihovo zadrzavanje u sedimentu tijekom cijele godine. Medu njima se izdvojio DahA, ¢ija
uzastopna prekoracenja upucuju na sporije uklanjanje iz povrSinskog sedimenta. Prekoracenja TEL
pragova za Phe 1 Pyr zabiljeZena su ljeti 1 u jesen, dok su za BaA i BaP utvrdena samo ljeti.
Prekoracenja ERL pragova za Ace zabiljezena su tijekom svih sezona, dok su za BaA i DahA
utvrdena samo ljeti. Takav sezonski obrazac pokazuje da se najizrazenija prekoracenja ne mogu
objasniti samo unosom PAH-ova, nego i uvjetima koji pogoduju njihovu zadrzavanju u
povrSinskom sedimentu. Ljeti vi$i udio organske tvari i viSa koncentracija suspendiranog
materijala mogu povecati vezanje hidrofobnih PAH-ova na cestice. Njihovim taloZenjem rastu
maseni udjeli PAH-ova u sedimentu, osobito HMW PAH-ova, pa se upravo u tom razdoblju

pojavljuju i prekora¢enja TEL i ERL pragova za BaA, BaP i DahA.

5.11. Stupanj onecisc¢enja sedimenta PAH-ovima

Prosjecni maseni udjeli PAH-ova u sedimentu pokazuju da se sediment na podruc¢ju usc¢a rijeke
Neretve 1 Malostonskog zaljeva, prema kriterijima navedenima u poglavlju 3.11., moZe svrstati u
nisko do umjereno onecis¢en sediment. Na postajama je prosje¢ni maseni udio X15PAH pripadao
klasi T na postaji Ploce, dok su prosje¢ni maseni udjeli na postajama Blace, Skoj, Kanal Usko,
Banja, Bistrina i Mali Ston pripadali klasi II, odnosno umjerenom stupnju onecis¢enja. Po
sezonama je prosjecni maseni udio za jesensko razdoblje na podrucju usc¢a rijeke Neretve pripadao

klasi I, dok su prosjec¢ni maseni udjeli za preostale sezone i1 podrucja pripadali klasi II.

Pojedinacni izmjereni maseni udjeli Z15PAH koji odgovaraju klasi 11, odnosno visokom stupnju
onetiséenja, utvrdeni su na postaji Skoj tijekom ljeta, na postaji Mali Ston tijekom ljeta i na postaji
Bistrina tijekom jeseni. Ti su maseni udjeli bili visi od 1000 pg/kg suhe mase, ali nizi od 5000
Mg/kg suhe mase, pa se mogu tumaciti kao povremena lokalna povecanja onecis¢enja PAH-ovima,

a ne kao opce stanje sedimenta na istraZzivanim podrucjima.
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Razlike u masenim udjelima PAH-ova u sedimentu istrazivanih podru¢ja mogu se povezati sa
sastavom sedimenta prema veli¢ini zrna, udjelima organske tvari i karbonata te hidrodinamickim
uvjetima koji odreduju donos i taloZenje suspendirane tvari. Zbog hidrofobnih svojstava PAH-ovi
se u vodenom stupcu vezu uz suspendiranu tvar, a njihovo je nakupljanje izrazenije u sedimentu s
visim udjelom praha, gline i organske tvari (Marini i Frapiccini, 2012; Wang i sur., 2017; Frapiccini
i sur., 2024). Na postaji Skoj visi maseni udjeli PAH-ova mogu se povezati s taloZenjem
sitnozrnatog sedimenta dopremljenog rijeénim tokovima. Nasuprot tome, niZi prosje¢ni maseni
udio X15PAH na postaji Plo¢e moze se povezati s viSim udjelom pijeska, koji slabije zadrzava
hidrofobne organske spojeve. U Malostonskom zaljevu poviseni maseni udjeli na postaji Bistrina

mogu se povezati s visim udjelom praha i organske tvari.

Pojedinacna povecanja masenih udjela PAH-ova tijekom ljeta mogu se povezati s pojacanim
antropogenim aktivnostima, osobito pomorskim i cestovnim prometom tijekom turisti¢ke sezone
(Mandi¢ 1 sur., 2023). Povecanje utvrdeno tijekom jeseni na postaji Bistrina moze se povezati s
donosom suspendirane tvari nakon oborina i njezinim talozenjem u sediment (Zoboli i sur., 2024).
Stoga se razlike u stupnju oneciS¢enja sedimenta PAH-ovima trebaju tumaciti u odnosu na

prostorne i sezonske znacajke istrazivanih postaja.

5.12. Toksikoloski profil i prostorno-vremenska raspodjela morskih biotoksina

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da profil biotoksina u dagnjama iz juZnog Jadrana
obiljezava Cesta pojavnost YTX-a te cikli¢kih imina, medu kojima su najzastupljeniji bili GYM A
1 SPX 1. Uz navedene spojeve, u manjem broju uzoraka 1 pri niZim masenim udjelima u odnosu na
GYM A i SPX 1 utvrdeni su PnTX G i 13-desmetil SPX D, kao i spoj koji odgovara izomeru GYM
A. Ostale skupine lipofilnih toksina (OA/DTX, PTX i AZA), kao i hidrofilni toksini (PSP i DA),
nisu utvrdene ni u jednom uzorku. Prisutnost YTX-a te najzastupljenijih ciklickih imina, GYM A
1 SPX 1, u skladu je s rezultatima istrazivanja provedenih u Jadranskom i Sredozemnom moru
(Hassoun i sur., 2020; Rambla-Alegre i sur., 2017). Toksini PnTX G i 13-desmetil SPX D
prethodno su zabiljeZeni u SkoljkaSima iz razli¢itth obalnih sustava, ukljuc¢ujuéi norveska,
francuska, tuniska, talijanska, katalonska 1 novozelandska podru¢ja (Finch 1 sur., 2024; Garcia-
Altares i sur., 2014; Hess i sur., 2013; Rambla-Alegre i sur., 2017; Rundberget i sur., 2011). Njihov
nalaz u dagnjama iz istrazivanog podrucja prosiruje podatke o pojavnosti tih spojeva u juznom
Jadranu. U usporedbi s nalazima opisanima u drugim obalnim sustavima, PnTX G i 13-desmetil
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SPX D u ovom su istrazivanju bili manje zastupljeni i utvrdeni pri nizim masenim udjelima. Takav
nalaz moze se povezati s oligotrofnim obiljezjima jadranskog priobalja, ogranicenom dostupnoscu
hranjivih tvari i manjom primarnom proizvodnjom, $to moze smanjiti ucestalost intenzivnih
cvjetanja toksicnih dinoflagelata i time ograniciti akumulaciju biotoksina u Skoljkasima (Hassoun

i sur., 2020; Rambla-Alegre i sur., 2017).

U prirodnim i uzgojnim populacijama dagnji potvrdena je prisutnost istih skupina toksina, ali su se
njihovi maseni udjeli razlikovali, §to je potvrdeno primjenom metode PERMANOVA, kojom su
utvrdene statistiCki znacajne razlike izmedu tih populacija. Visi maseni udjeli GYM A 1 YTX-a
¢eSce su zabiljezeni u uzgojnim populacijama Malostonskog zaljeva, dok je SPX 1 pokazao vise
masene udjele u prirodnim populacijama dagnji. Visi maseni udjeli GYM A i YTX-a u uzgojnim
populacijama mogu se povezati s uvjetima u uzgajaliStima, poput vece gustoce jedinki i stabilnijih
okolisnih uvjeta u vodenom stupcu, koji mogu pogodovati ve¢em unosu i zadrzavanju toksina u
tkivu dagnji tijekom filtracije (Duinker i sur., 2006; Liu i sur., 2022; Mafra i sur., 2008). Dodatno,
uzgojne jedinke Cesto imaju vecu tjelesnu masu i dulje razdoblje rasta u odnosu na prirodne
populacije, Sto moze omoguditi dulju izloZenost toksinima i njihovu ve¢u akumulaciju (Mafra 1
sur., 2008). Visi maseni udjeli SPX 1 u prirodnim populacijama dagnji mogu se povezati s lokalnim
razlikama u sastavu i sezonskoj dinamici toksi¢nih dinoflagelata te hidrodinamickim uvjetima koji
utjeCu na raspodjelu fitoplanktonske biomase u obalnom podrucju. Medutim, prisutnost istih
spojeva u prirodnim 1 uzgojnim populacijama dagnji pokazuje da su toksi¢ni dinoflagelati prisutni
u cijelom istraZivanom podrucju te da kretanje vodenih masa i prijenos fitoplanktonske biomase

omogucuju njihovu dostupnost dagnjama neovisno o tipu populacije.

Statisticki potvrdena sezonska raspodjela morskih biotoksina upuéuje na pojacanu akumulaciju
cikli¢kih imina 1 YTX-a tijekom proljetnog i ljetnog razdoblja, Sto se moZe povezati s povisenim
temperaturama mora 1 stabilnijim uvjetima u vodenom stupcu koji pogoduju razvoju toksi¢nih
dinoflagelata (Aubry i sur., 2003; Bacchiocchi i sur., 2020; Barreiro-Crespo i sur., 2023; Feki i
sur., 2012; Finch i sur., 2024; Hassoun i sur., 2020; Rundberget i sur., 2011).
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5.13. Odnosi izmedu ciklickih imina, PAH-ova i metala u tkivu dagnji

Korelacijska analiza masenih udjela biotoksina u tkivu dagnji (GYM A, SPX 11 YTX) s masenim
udjelima PAH-ova i metala provedena je radi ispitivanja mogucih veza izmedu pojave morskih
biotoksina i prisutnosti kemijskih onecis¢ivala u okolisu. Polaziste takve analize bila je
pretpostavka da poviSeni maseni udjeli metala i PAH-ova mogu odrazavati okoliSno opterecenje te
djelovati kao stresni ¢imbenici koji potencijalno utjeCu na uvjete akumulacije biotoksina u
dagnjama. Takav pristup temelji se na Cinjenici da su proizvodaci analiziranih biotoksina
dinoflagelati, ¢iji rast, metabolicka aktivnost i stvaranje toksina mogu biti pod utjecajem okoli$nih
¢imbenika, ukljucujuci dostupnost hranjivih tvari i metala. Prethodne ekoloske i eksperimentalne
studije pokazale su da metali poput Fe-a i Cu-a mogu utjecati na rast, fiziolosko stanje i toksi¢ni
potencijal dinoflagelata, pri ¢emu intenzitet ucinka ovisi o kombinaciji fizikalno-kemijskih i
bioloskih ¢imbenika u vodenom stupcu (Manic i sur., 2024; Ochoa-Esteso i sur., 2024; Walha i
sur., 2021). Slijedom toga, ispitivanje mogucih povezanosti izmedu biotoksina, metala i PAH-ova
u tkivu dagnji provedeno je kako bi se procijenilo odrazavaju li se ti procesi na razini njihove

akumulacije u dagnjama te mogu li se prepoznati zajednicki okoli$ni obrasci.

Spearmanova korelacijska analiza pokazala je mali broj statisticki znacajnih korelacija izmedu
biotoksina i analiziranih PAH-ova te metala. Statisticki znacajne negativne korelacije utvrdene su
samo za YTX, i to s BbF-om i Fe-om. Za GYM A i SPX 1 nisu utvrdene statisticki znacajne
korelacije s analiziranim PAH-ovima i metalima. Dodatno je proveden Kruskal-Wallisov test radi
procjene razlikuju li se raspodjele masenih udjela izmedu promatranih skupina spojeva. Rezultati
testa pokazali su da nema statisticki znacajnih razlika izmedu biotoksina i PAH-ova, kao ni izmedu
biotoksina i metala. Dobiveni rezultati upu¢uju na to da se varijabilnost masenih udjela biotoksina
u dagnjama ne moze jasno povezati s varijabilno§¢u masenih udjela PAH-ova i metala u

analiziranim uzorcima.
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6. ZAKLJUCAK

H1. Sedimentolo$ke i geokemijske znacajke povrsinskih sedimenata razlikuju se izmedu

podrucja usca rijeke Neretve i Malostonskog zaljeva.

Sedimenti podrucja us¢a rijeke Neretve obiljezeni su visim udjelom pijeska i nizim udjelom
organske tvari, dok sedimente Malostonskog zaljeva obiljezavaju visi udjeli praha i
organske tvari.

Prosjecni udjeli karbonata bili su ujednaceni izmedu istrazivanih podruc¢ja. Postaja Mali
Ston izdvojila se najvisSim prosjeénim udjelom karbonata, a postaja Banja najviSim

prosje¢nim udjelom organske tvari.

H2. Prostorne i sezonske razlike u fizikalno-kemijskim znacajkama sedimenta (raspodjela

veli¢ine zrna, udio karbonata i organske tvari) utje¢u na raspodjelu i zadrzavanje metala i

PAH-ova.

Povrsinski sedimenti Malostonskog zaljeva izdvojili su se vi§im masenim udjelima Cr, Cu,
Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg, dok je sediment podrucja uséa rijeke Neretve imao neznatno visi
maseni udio Cd. Takva raspodjela potvrduje prostornu razliku u akumulaciji analiziranih
metala izmedu istraZivanih podrucja.

Raspodjela Cr, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg bila je povezana sa sastavom sedimenta. Visi
maseni udjeli navedenih metala bili su povezani s viSim udjelima praha i organske tvari te
s nizim udjelima pijeska 1 karbonata. Statisti¢ki znacajna povezanost s glinom te
parametrima Mz 1 Md utvrdena je za Fe, Mn, Zn, Ni, Pb, Cu 1 Hg, dok se Cd izdvojio
izostankom statisticki znaCajne povezanosti s analiziranim fizikalno-kemijskim
znacajkama sedimenta.

Unutar Malostonskog zaljeva postaja Mali Ston izdvojila se nizim masenim udjelima Cr,
Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg u odnosu na postaje Kanal Usko, Banja i Bistrina. U podrucju
uséa rijeke Neretve postaja Skoj izdvojila se visim masenim udjelima Ni i Pb u odnosu na
postaje PlocCe 1 Blace.

Povrsinski sediment Malostonskog zaljeva imao je vise masene udjele PAH-ova Naph, Flu,

Phe, Ant, FIt, Pyr, BaA, Chr, BbF, BkF, BaP, DahA, BghiP i IcdP u odnosu na sediment
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podrucja uséa rijeke Neretve, dok je Ace bio visi u sedimentu podrucja usca rijeke Neretve.
Takva raspodjela potvrduje prostornu razliku u akumulaciji PAH-ova izmedu istrazivanih
podrucja.

U sedimentu su HMW PAH-ovi imali najizrazeniji doprinos ukupnoj raspodjeli PAH-ova,
osobito BbF, Flt, Pyr i IcdP. Visi maseni udjeli PAH-ova u sedimentu bili su povezani s
visim udjelima praha, gline i organske tvari te s nizim udjelima pijeska i1 karbonata, $to
potvrduje vaznost sitnozrnatih frakcija i organske tvari u zadrzavanju PAH-ova.
Povezanost izmedu metala i PAH-ova bila je izrazena u sedimentu. Maseni udjeli Fe, Mn,
Zn, Ni i Pb bili su medusobno snazno pozitivno povezani, a HMW PAH-ovi pokazali su
pozitivne povezanosti s Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Cr, Nii Hg. Maseni udio Cd nije bio statistic¢ki
znacajno povezan ni s jednim analiziranim PAH-om.

Sezonske razlike u raspodjeli analiziranih metala i PAH-ova nisu bile statistic¢ki znacajne.
Raspodjelu metala i PAH-ova u sedimentu vise odreduju prostorne sedimentoloske i
geokemijske znacajke nego sezonske promjene.

Fizikalno-kemijske znacajke sedimenta bile su vazne za raspodjelu metala i PAH-ova u
sedimentu, ali nisu izravno objasnile akumulaciju onec¢is¢ujuéih tvari u dagnjama. Maseni
udjeli PAH-ova u dagnjama nisu bili statisticki znaCajno povezani sa znacajkama
sedimenta, dok su kod metala u dagnjama znacajne povezanosti sa sedimentom utvrdene
samo za Zn i Pb. Odnos izmedu metala i PAH-ova u dagnjama bio je znatno manje izraZen

nego u sedimentu.

H3. Profil masenih udjela analiziranih metala i PAH-ova razlikuje se izmedu prirodnih i

uzgojnih populacija dagnji.

U uzgojnim populacijama dagnji iz Malostonskog zaljeva utvrdeni su vi§i maseni udjeli Zn,
Cd, Pb, Hg, DahA, BghiP i IcdP, dok su u prirodnim populacijama s podruéja usca rijeke
Neretve utvrdeni visi maseni udjeli Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Naph, Flu, Phe, Ant, Pyr, BaA, Chr,
BKF, BaP, Flt i BbF.

U Malostonskom zaljevu postaja Kanal Usko izdvojila se viSim masenim udjelom Cr te
vi§im masenim udjelima PAH-ova Ant, Pyr, BaA, Chr, BKF i BbF, dok se postaja Mali

Ston izdvojila viSim masenim udjelima DahA, BghiP 1 IcdP.
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e U podrucju usca rijeke Neretve postaja Ploce izdvojila se vi§im masenim udjelom Cr, dok
se postaja gkoj izdvojila vi§im masenim udjelima PAH-ova Pyr, BaA, Chr, BKF, BaP, Flt,
BbF i IcdP.

e Sezonska raspodjela metala u dagnjama pokazala je najviSe srednje masene udjele Fe, Mn,
Zn, Ni, Pb, Cd i Hg u zimskom razdoblju, a najviSe srednje masene udjele Cr i Cu u
jesenskom razdoblju. Najnizi srednji maseni udjeli Cr, Fe, Mn, Zn, Ni, Pb i Hg utvrdeni su
ljeti, dok su najnizi srednji maseni udjeli Cu i Cd utvrdeni u proljece. Sezonska raspodjela
PAH-ova pokazala je promjene masenih udjela pojedinacnih spojeva, ali sezonske razlike
za PAH-ove nisu bile statisticki znacajne.

e Multivarijatne analize potvrdile su statisti¢ki znacajne razlike izmedu prirodnih i uzgojnih
populacija dagnji za metale i PAH-ove, dok su statisti¢ki znaCajne sezonske razlike

potvrdene samo za metale.

H4. Stupanj oneciS¢enja sedimenta PAH-ovima, podrijetlo PAH-ova i geokemijska

raspodjela metala razlikuju se medu istrazivanim podrudjima, postajama i sezonama.

e Sedimenti istrazivanih postaja pripadali su niskom do umjerenom stupnju onecis¢enja
PAH-ovima, dok su na postajama Skoj, Bistrina i Mali Ston pojedinaéni maseni udjeli
PAH-ova prelazili prag visokog stupnja onecis¢enja.

e Dijagnosticki omjeri PAH-ova upucuju na mjeSovito podrijetlo PAH-ova u
povrsinskim sedimentima obaju istrazivanih podrucja, pri ¢emu su pirogeni pokazatelji
bili izrazeniji od petrogenih pokazatelja.

e Prostorne razlike u dijagnosti¢kim omjerima PAH-ova pokazale su razlicitu relativnu
zastupljenost pojedinih pirogenih i petrogenih pokazatelja. Omjeri Flt/(FIt+Pyr),
IcdP/(IcdP+BghiP) i Phe/Ant bili su visi u Malostonskom zaljevu, dok su omjeri
Ant/(Ant+Phe), BaA/(BaA+Chr) i ZLMW/ZEHMW bili visi u podrucju usca rijeke
Neretve.

e Omijeri metala normalizirani na Fe upuc¢uju na prostorne geokemijske razlike izmedu
istrazivanih podruc¢ja. Omjeri Ni/Fe, Zn/Fe 1 Pb/Fe bili su visi u Malostonskom zaljevu,
dok su omjeri Cr/Fe, Cu/Fe i Hg/Fe bili visi u podrucju usca rijeke Neretve. Omjeri

Cd/Fe i Fe/Mn bili su ujednaceni izmedu istrazivanih podrucja.
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Unutar Malostonskog zaljeva postaja Mali Ston izdvojila se visim omjerima Cd/Fe,
Cu/Fe 1 Hg/Fe u odnosu na postaje Kanal Usko, Banja i Bistrina. U podrucju usca rijeke
Neretve postaja Skoj izdvojila se vi§im omjerima Ni/Fe i Pb/Fe, dok se postaja Ploge
izdvojila vi§im omjerom Cr/Fe.

Sezonske razlike u masenim udjelima PAH-ova nisu bile statisticki znac¢ajne, dok su
dijagnosticki omjeri PAH-ova pokazali statisticki znacajnu razliku izmedu ljetnog i
jesenskog razdoblja. Tu su razliku najviSe odredivali omjeri BaA/(BaA+Chr),
IcdP/(IcdP+BghiP) i FIt/(Flt+Pyr).

H5. Maseni udjeli metala i PAH-ova u sedimentima i $koljkasima pokazuju prostorno-

vremensku varijabilnost koja je povezana s prirodnim i antropogenim utjecajima u

istraZzivanim podrudjima.

H6. Maseni udjeli PAH-ova i metala u sedimentima istraZivanog podrudja niZi su od

grani¢nih vrijednosti koji se primjenjuju za procjenu rizika od Stetnih ucinaka onec¢iséujuéih

tvari na morske organizme.

U dagnjama iz Malostonskog zaljeva utvrden je visi udio uzoraka s masenim udjelima
Cd, Pb 1 Hg jednakima ili viSima od kriterija BAC nego u podrucju us¢a rijeke Neretve.
To upucuje na izraZenije odstupanje masenih udjela tih metala od pozadinske razine u
dagnjama iz Malostonskog zaljeva. PrekoraCenja kriterija BAC za Phe, Flt, Pyr, BaA,
Chr, BaP, BghiP i IcdP u oba istraZzivana podruc¢ja upucuju na odstupanje masenih
udjela tih PAH-ova od pozadinskih razina i na njihovu dostupnost dagnjama tijekom
filtracije vode.

Na postajama Kanal Usko, Bistrina, Mali Ston i Plo¢e utvrdeni su maseni udjeli Pb
jednaki ili vi$i od kriterija BAC, §to upucuje na lokalno izraZenije odstupanje Pb od
pozadinske razine.

U dagnjama iz Malostonskog zaljeva utvrden je viSi udio uzoraka s prekoracenjem
kriterija BAC i EAC za PAH-ove nego u podruéju usca rijeke Neretve. Postaja Bistrina

vvvvv

nize optere¢enje PAH-ovima u odnosu na ostale postaje Malostonskog zaljeva.
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Prekoracenja kriterija BAC za Cd i Hg u dagnjama bila su najizrazenija tijekom
zimskog razdoblja, $to upucuje na sezonski izraZenije odstupanje tih metala od
pozadinske razine. Prekoracenja kriterija BAC i EAC za PAH-ove utvrdena su tijekom
svih sezona, §to upucéuje na prisutnost PAH-ova iznad pozadinskih razina tijekom
cijeloga istrazivanog razdoblja.

Prekoracenja kriterija EAC za Flt, Pyr, BaA i BghiP upu¢uju na moguci ekoloski rizik
povezan s tim PAH-ovima.

U sedimentima istrazivanih podrucja Cr i Ni izdvojili su se naj¢eS¢im prekoracenjima
kriterija TEL 1 ERL, dok je Ni bio jedini metal s prekora¢enjima kriterija PEL 1 ERM.
Budué¢i da su prekoracenja kriterija PEL i ERM utvrdena samo za Ni, najvisi
potencijalni ekotoksikoloski rizik za benticke organizme povezan je s tim metalom,
osobito u sedimentima Malostonskog zaljeva.

Sezonska raspodjela prekoracenja kriterija za metale u sedimentu pokazala je da su
kriteriji TEL za Cr, Cu 1 Ni prekoraeni tijekom svih sezona, dok su prekoracenja
kriterija TEL za Zn utvrdena samo u proljece, za Pb u proljece i jesen, a za Hg u ljeto.
Prekoracenja kriterija ERL za Cr i Ni utvrdena su tijekom svih sezona, dok je
prekoracenje kriterija ERL za Cu utvrdeno samo u proljece. Prekoracenja kriterija PEL
I ERM bila su vezana samo uz Ni i zabiljeZena su tijekom svih sezona.

U sedimentima su prekorac¢enja kriterija BAC utvrdena za Naph, Phe, Ant, Flt, Pyr,
BaA, Chr, BaP, BghiP i IcdP, §to upucuje na odstupanje masenih udjela tih PAH-ova
od pozadinskih razina. Malostonski zaljev pokazao je izrazenije optereéenje sedimenta
PAH-ovima od podru¢ja usca rijeke Neretve, pri ¢emu se postaja Bistrina izdvojila
najizrazenijim opterecenjem, a Mali Ston najnizim optereCenjem medu postajama
Malostonskog zaljeva.

Najizrazenija prekoracenja kriterija BAC u sedimentu utvrdena su za Pyr, Flt i BaA,
osobito tijekom proljetnog i ljetnog razdoblja.

Prekoracenja TEL pragova u sedimentu utvrdena su za Ace, Phe, Flt, Pyr, BaA, BaP 1
DahA, dok su prekoracenja ERL pragova utvrdena za Ace, BaA i DahA. Prekoracenja
PEL i ERM pragova za PAH-ove nisu utvrdena, $to upucuje na nizak rizik od Stetnih

ucinaka PAH-ova na benticke organizme.
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H7. Specifi¢an profil morskih biotoksina i njihovih metabolita u SkoljkaSima juZnog Jadrana

odrazava lokalne ekoloSke uvjete te pokazuje znacajne sezonske razlike u pojavnosti i

masenim udjelima.

U dagnjama istrazivanih podrucja utvrdena je prisutnost ciklickih imina i YTX-a, dok
OA/DTX, PTX, AZA, PSP i DA nisu detektirani ni u jednom analiziranom uzorku.
Toksikoloski profil dagnji karakterizirali su GYM A, SPX 11 YTX-a koji su bili prisutni
u najvisim masenim udjelima medu analiziranim toksinima. Uz navedene toksine
potvrdena je i prisutnost PnTX G, 13-desmetil SPX D te spoja koji odgovara izomeru
GYM A.

Razlike izmedu prirodnih 1 uzgojnih populacija dagnji najvise su bile povezane s viS§im
masenim udjelima SPX 1 u prirodnim populacijama dagnji.

Sezonska raspodjela pokazala je vise masene udjele GYM A i YTX-a tijekom
proljetnog 1 ljetnog razdoblja, dok su nizi maseni udjeli uglavnom utvrdeni tijekom
zime. Za SPX 1 nije utvrdena jasno izraZena sezonska raspodjela, dok su PnTX G i 13-
desmetil SPX D pokazali viSe masene udjele tijekom toplijeg dijela godine.
Multivarijantne analize potvrdile su statisticki znacajne sezonske razlike u profilu GYM
A, SPX 1 YTX-a te statisticki znacajne razlike izmedu prirodnih i uzgojnih populacija
dagnji. Za ostale utvrdene analoge broj pozitivnih uzoraka nije bio dostatan za potvrdu

statistiCke zna€ajnosti prostornih i sezonskih razlika.

H8. PoviSeni maseni udjeli metala i PAH-ova u morskom okoliSu u korelaciji su s poviSenim

masenim udjelima biotoksina i njihovih metabolita u §koljkaSima.

Za GYM A 1 SPX 1 nisu utvrdene statisticki znacajne korelacije s analiziranim PAH-
ovima i metalima, dok su za YTX utvrdene negativne korelacije s BbF-om i Fe-om.

Budu¢i da nije potvrdena pozitivna povezanost izmedu biotoksina, metala 1 PAH-ova,
raspodjelu biotoksina potrebno je tumaciti odvojeno od oneciS¢enja metalima i PAH-
ovima, ponajprije kroz sezonsku pojavu toksi¢nih fitoplanktonskih vrsta i okoliSne

uvjete u vodenom stupcu.
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