Institut
Ruder
Boskovié

K

él BioloSkiodsjek

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET

METODOLOGIJA PROVODENJA
MONITORINGA PRIORITETNIH TVARI U BIOTI
POVRSINSKIH KOPNENIH VODA

Zagreb, rujan 2018.



INSTITUT RUPER BOSKOVIC

Bijenicka cesta 56
10000 Zagreb
Hrvatska

BIOLOSKI ODSJEK
PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
SVEUCILISTE U ZAGREBU

Rooseveltov trg 6
10000 Zagreb
Hrvatska

METODOLOGIJA PROVODENJA
MONITORINGA PRIORITETNIH TVARI U BIOTI
POVRSINSKIH KOPNENIH VODA

Voditelj studije: Za konzorcij:
Ravnatelj
Institut Ruder Boskovié¢

Dr. sc. Vlatka Filipovi¢ Mariji¢ Dr. sc. David Matthew Smith

Zagreb, rujan 2018.



Metodologiju izradili:

Dr. sc. Nevenka Mikac
Dr. sc. Vlatka Filipovi¢ Mariji¢
Zavod za istrazivanje mora i okoli$a, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb

Dr. sc. Perica Mustafié¢
Dr. sc. Jasna Lajtner
Bioloski odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu



SADRZAJ

POJMOVNIK STRUCNIH IZRAZA | KRATICA

1. UvOD

2. CILJEVI DONOSENJA SKVO ZA BIOTU I NACIN DEFINIRANJA
SKVobiota

3. PREPORUKE ZA PROVODENJA MONITORINGA BIOTE U OKVIRU
EUROPSKE DIREKTIVE O VODAMA

3.1. Osmisljavanje programa uzorkovanja

3.2. Odabir vrste monitoringa (pasivni ili aktivni biomonitoring)

3.2.1. Preporuke za provodenje pasivnog biomonitoringa

3.3. Obrada i prikaz rezultata

3.3.1. Normalizacija na sadrzaj masti i suhe tvari

3.3.2. Utjecaj trofickog nivoa na ocjenu sukladnosti sa SKVOpjota

3.3.3. Opis primjene pasivnih uzorkivaca kao alternativa monitoringu

prioritetnih tvari u bioti

4. PROBLEM USKLADIVANJA REZULTATA MONITORINGA BIOTE
SA SKVOyiota ZA NEKE PRIORITETNE TVARI

5. IZBOR VRSTA RIBA ZA ODREDIVANIJE PRIORITETNIH TVARI U
POVRSINSKIM KOPNENIMA VODAMA

5.1. Ugrozenost i zastita odabranih vrsta riba

5.2. Ekologija odabranih vrsta riba

5.3. Trofic¢ki nivo odabranih vrsta riba

6. Izbor beskraljeznjaka za odredivanje prioritetnih tvari u povrSinskim
kopnenim vodama

6.1.Problemi pri uzorkovanju beskraljesnjaka u nekim povrsinskim kopnenim
vodama u okviru preliminarnog monitoring tijekom 2017. godine

7. ZAKLJUCAK

8. LITERATURA

9. PRILOZI

9.1. Naputak za uzorkovanje i pripremu uzoraka riba za provodenje monitoringa

u povrsinskim kopnenim vodama

9.1.1. Vrstariba, preporucena duzina i starost te period uzorkovanja

9.1.2. Nacin uzorkovanja riba

9.1.3. Obrada i priprema uzoraka riba za analizu

9.2. Naputak za uzorkovanje i pripremu uzoraka skoljkasa za provodenje
monitoringa biote u povrsinskim kopnenim vodama

9.2.1. Uzorkovanje i priprema uzoraka Skoljkasa

9.2.2. Uzorkovanje i priprema uzoraka rakusaca

N

© ©O© o o o1 O

10
11

12

13

15
16
19

19

20

21
22
25

25

25
27
27

29

30
30



POJMOVNIK STRUCNIH IZRAZA I KRATICA

Aktivni biomonitoring — izlaganje uzgajanih organizama tijekom odredenog perioda na
lokaciji od interesa

BaP = benzo(a)piren

CF = kondicijski faktor (engl. condition factor)

Flu = fluoranten

HBCDD - heksabromociklododekan

HCB — heksaklorbenzen

HCBD - heksaklorbutadien

Hg — ziva

LDPE - polietilen niske gustoce (engl. low density polyethylene)
ODV - okvirna direktiva o vodama

PAH — poliaromatki ugljikovodici

Pasivni biomonitoring — uzorkovanje nativnih organizama
PBDE — polibromirani difenileteri

PDMS — polidimetilsiloksan

PFOS — perfluorooktansulfonska kiselina

SKVOpiotasekrov — standard kakvoce za biotu kad je cilj zaStita organizama na vrhu
trofickog lanca od sekundarnog trovanja

SKVOpiota,ljud.zdrav — Standard kakvoce za biotu kad je cilj zastita ljudskog zdravlja
SKVO - standard kakvoc¢e vodnog okolisa

SKVOpjota — standard kakvoce okoliSa za biotu

SPMD - polupropusne membrane (engl. semipermeable membrane device)

TBT - tributil kositar (engl. - tributyltin)

TE — toksi¢ni ekvivalent

TL — troficki nivo (engl. trophical level)

TMF - faktor trofickog obogacenja (engl. trophic magnification factor)

8N — omijer stabilnih izotopa dusika



1. uvoD

U Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 73/13, 151/14, 78/15 i 61/16) propisani su
standardi kakvoce vodnog okoliSa (SKVO) za odredene pokazatelje u bioti i ocjena
kemijskog stanja voda s obzirom na njih, a u skladu s Okvirnom direktivom o vodama
Europske unije 2000/60/EZ (EC 2000), Direktivom 2008/105/EZ o standardima kakvoce
okolisa (EC 2008) i Direktivom 2013/39/EU (EU 2013) o izmjeni direktiva 2000/60/EZ i
2008/105/EZ u odnosu na prioritetne tvari u podrucju vodne politike. U Direktivi iz 2008.
su bili propisani SKVO =za biotu, kao i za vodu, za zivu, heksaklorbenzen i
heksaklorbutadien, a u Direktivi iz 2013. godine uvedeni su SKVO za biotu za fluoranten,
poliaromatske ugljikovodike i bromirane difeniletere s liste prioritetnih tvari iz 2008.
godine te za sljedece nove prioritetne tvari — dikofol, perfluorooktan sulfonsku kiselinu i
njezine derivate, dioksine i spojeve poput dioksina, heksabromociklododekan te heptaklor i
heptaklorepoksid. Propisani SKVO se odnose na ribu, osim u slu¢aju poliaromatskih
ugljikovodika i fluorantena, ¢iji standardi se odnose na rakove i mekusce.

Postojanje hrvatske regulative o ocjeni kemijskog stanja voda na osnovu mjerenja
koncentracija prioritetnih tvari u bioti omogucava koriStenje biote u monitoringu vodnih
tijela i ocjeni njihovog kemijskog stanja. U svrhu razvoja uskladene strategije monitoringa
voda u okviru Okvirne direktive o vodama (2000/60/EC), 2014. godine objavljen je
Dokument Europske komisije br. 32 ,,O monitoringu biote (primjena SKVO za biotu) u
okviru Europske direktive o vodama“ (EC 2014a), u kome se navode preporuke za
provodenje monitoringa biote u drzavama clanicama Evropske unije pa prema tome sluzi
kao baza za donosenje metodologije provodenja monitoringa biote u Hrvatskoj. Preporuke
za provodenje metodologije uzorkovanja i analiza te provedbe preliminarnog monitoringa
prioritetnih tvari u bioti propisuju se ovom Metodologijom sukladno Dokumentu Europske
komisije br. 32 ,,O monitoringu biote (primjena SKVO za biotu) u okviru Europske
direktive 0 vodama® te postoje¢im hrvatskim dokumentima o provodenju monitoringa u
Okvirnoj direktivi o vodama te dostupnim vodenim organizmima u ve¢ definiranim
vodnim tijelima u Hrvatskoj u kojima se sustavno istraZivanje povrsinskih voda provodi od
2012. godine.

2. CILJEVI DONOSENJA SKVO ZA BIOTU I NACIN DEFINIRANJA
SKVobiota\

Standardi kakvoce igraju vaznu ulogu u gospodarenju vodama, prije svega u ocjeni stanja i
klasificiranju vodnih tijela te identificiranju rizika od oneciS¢enja kao 1 za provedbu mjera
za smanjenje onecis¢enja odnosno kontrolu emisija. Uskladenost sa standardima kakvoce
podrazumijeva zastitu vodenih ekosustava od moguceg negativnog ucinka kemikalija, kao
1 zaStitu ljudskog zdravlja od negativnog ucinka vode za pice ili hrane koja potjece iz
vodenih ekosustava. Prema tome, standardi kvalitete okoli$a za biotu doneseni su s ciljem
zastite slatkovodnih 1 morskih sustava od neZeljenih uc¢inaka koje Stetne tvari mogu imati
na vodene organizme i Covjeka putem prehrane vodenim organizmima.



U definiranju SKVO za biotu nekoliko ciljeva zastite uzeto je u obzir:

1) zastita pelagickih i benti¢kih zajednica u povrSinskim kopnenim vodama, zaStita
predatora u navedenim ekosustavima te zastita ljudskog zdravlja od Stetnog ucinka
konzumacijom hrane (posebno vodenih organizama poput riba, mekusaca, rakova,
ribljih ulja 1 sl.) oneciS¢ene razli¢itim kemikalijama. Standard se oznaCava sa
SKVobiota,ljud.zdrav.

2) zaStita od akumulacije kemijskih tvari u hranidbenom lancu, $to se osobito odnosi
na organizme na vrhu hranidbenog lanca poput ptica i sisavaca, kod kojih postoji
rizik od sekundarnog trovanja putem konzumacije plijena zagadenog opasnim
tvarima. Standard se oznacava sa SKV Opjota, sek.trov.

Tvari koje treba ispitivati u bioti propisane su Uredbom o standardu kakvoc¢e voda (NN
73/13, 151/14, 78/15 i 61/16) te su trenutno u Europi i Hrvatskoj SKVO za biotu definirani
za 11 prioritetnih tvari koje su navedene u Tablici 2.1., a utvrdene su na osnovu
ekotoksikoloskih testova o toksi¢nim ucincima navedenih tvari na istrazivane organizme,
uzimajuci u obzir i odgovarajuéi faktor procjene rizika.

Tablica 2.1. Popis prioritetnih tvari za koje su definirani SKVVO za biotu.

ndar
Utvrdena Sta d,a d
Kao kakvoce za
Broj Naziv prioritetne tvari CAS broj EU broj _ biotu
prioritetna
(SKVOpiota)
opasna tvar
(ug/kg m.t.)
(5) Polibromirani difenileteri | 32534-91-9 X 0,0085
(15) Fluoranten 206-44-0 205-912-4 30
(16) Heksaklorbenzen 118-74-1 204-273-9 X 10
an Heksaklorobutadien 87-68-3 201-765-5 X 55
(21) Ziva i njezini spojevi 7439-97-6 231-106-7 X 20
(28) Benzo(a)piren 50-32-8 200-028-5 X 5
(34) Dikofol 115-32-3 204-082-0 X 33
Perfluoroktansulfonska
35 o 1763-23-1 | 217-179-8 9.1
(35) kiselina (PFOS) X
(37) Dioksini i spojevi poput ) ) « 0,0065
dioksina (zbroj TE)
Heksabromociklododekan | 25637-99-
(43) (HBCDD) 43194-55-6 ' X 167
Heptaklor i 76-44-8 200-962-3
(44) heptaklorepoksid /1024-57-3 | /213-831-0 X 00067

TE- toksi¢ni ekvivalenti prema ¢imbenicima toksi¢ne ekvivalencije

S obzirom da su standardi propisani za vodu u vrlo niskom koncentracijskom podrucju za
pojedine prioritetne tvari i dostupnim analitickim tehnikama tesko ih je odredivati u vodi,
pa su iz tog razloga i propisani standardi i za biotu.
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Izbor vrste organizama u kojima ¢e se provesti analiza prioritetnih tvari ovisi o potencijalu
pojedinih prioritetnih tvari za biomagnifikaciju u prehrambenom lancu. S obzirom da je
vecéina prioritetnih tvari podlozna biomagnifikaciji definirano je da se one analiziraju u
ribama koje su na viSem trofickom nivou. Izuzetak su PAH-ovi (poliaromatski
ugljikovodici), kao $to su fluoranten i benzo(a)piren, koji se jaCe akumuliraju u
beskraljeznjacima, zbog Cinjenice da se ti spojevi metaboliziraju u ribama. Zbog toga je
predvideno da se analize PAH-0va rade u organizmima na nizem trofickom nivou te je
definirano da se oni analiziraju u rakovima ili $koljkaSima (Tablica 2.2). Analiza u ribama
predvidena je u dvije razliCite vrste tkiva, ovisno radi li se o zastiti od sekundarnog
trovanja ili zastiti ljudskog zdravlja pa je za zastitu predatora koji konzumiraju cijelu ribu
potrebna analiza cijele ribe, a za zaStitu zdravlja ¢ovjeka (kad se konzumira ociS¢ena riba)
je potrebna analiza misi¢nog tkiva ribe. U Tablici 2.2. je za svaku prioritetnu tvar za koju
je definiran SKVOy;oa naveden cilj zastite, vrsta organizma definirana za analizu, kao i tip
tkiva koji treba analizirati kod riba.

Tablica 2.2. Vrsta organizama, cilj zastite i vrsta ribljeg tkiva za analizu za svaku pojedinu
prioritetnu tvar za koju je definirana vrijednost SKVOpiota

Broj Naziv prioritetne tvari Vrsta organizma Cilj zastite Tkivo za analizu
(5) | Polibromirani difenileteri Ribe Ljudsko zdravlje Misi¢ ribe
. . Uk k
(15) Fluoranten Rakovi i skoljkasi |  Ljudsko zdravlje “'i’lr(‘i‘\’/g‘e 0
(16) Heksaklorbenzen Ribe Ljudsko zdravlje Misi¢ ribe
a7 Heksaklorobutadien Ribe Sekundarno trovanje Cijelariba
(21) Ziva i njezini spojevi Ribe Sekundarno trovanje Cijela riba
. .. o . . k k
(28) Benzo(a)piren Rakovi i Skoljkasi Ljudsko zdravlje v upt)lr:i?/?e 0
(34) Dikofol Ribe Sekundarno trovanje Cijelariba
Perfluoroktansulfonska . . . e r
(35) kiselina (PFOS) Ribe Ljudsko zdravlje Misi¢ ribe
e . . Misi¢ ribe ili
(37) Dioksini I spo_jew poput Rl?e’ rgkczyl ! Ljudsko zdravlje ukupno meko
dioksina Skoljkasi )
tkivo
(43) Heksabr(?*rrllaocgl[l)(s)dodekan Ribe Sekundarno trovanje Cijelariba
(44) hep'::ﬁf:gggllsi . Ribe Ljudsko zdravlje Misi¢ ribe

Vazno je naglasiti kako vecina prioritetnih tvari nije raspodijeljena jednoliko u tkivima
riba, nego se, ovisno o njihovim kemijskim svojstvima, viSe akumuliraju u masnim tkivima
(hidrofobni organski spojevi) ili u miSicnom tkivu i utrobnim organima (metali). Prema
tome, u riba se ovisno o cilju zastite (ljudsko zdravlje ili sekundarno trovanje) razlikuju
vrijednosti standarda kakvoce, na temelju ¢injenice da se u jednom slucaju odnose na
analizu cijele ribe, a u drugom na analizu miSi¢nog tkiva kao $to je prikazano u Tablici 2.3.



Tablica 2.3. Standardi kakvoée (SKVOpioa) za dva razlicita cilja zastite, ljudsko zdravlje

ili sekundarno trovanje.

- - P . SKVobiota,l'ud.zdrav. SKVobiota,sek.trov.
Broj Naziv prioritetne tvari ug/kg I’:l.t. ug/kg Mt
(5) Polibromirani difenileteri (PBDE) 0,0085 44
(15) Fluoranten (Flu) 30 11522
(16) Heksaklorbenzen (HCB) 10 16,7
17) Heksaklorobutadien (HCBD) 12,2 55
(21) Ziva i njezini spojevi (Hg) 500 20
(28) Benzo(a)piren (BaP) 5 Nema podataka
(34) Dikofol 134 33

Perfluoroktansulfonska kiselina

(35) (PEOS) 9,1 33
(37) Dioksini i spojevi poput dioksina 0,0065 (zbroj TE) 0,0012 (zbroj TE)
(43) | Heksabromociklododekan (HBCDD) 6100 167
(44) Heptaklor i heptaklorepoksid 0,0067 33

Zbog izrazito velikih razlika u SKVOy;oa za dva razlicita cilja zastite, posebice za PBDE,
fluoranten i heptaklor/heptaklorepoksid, koriStenjem samo jedne vrste tkiva za analizu svih
prioritetnih tvari (Sto bi bilo prakti¢no s aspekta provodenja monitoringa) onemogucava se
relevantna ocjena kemijskog stanja putem koriStenja SKVOyioa za ciljeve kako su
definirani u regulativi. Ako bi se analizirao samo miSi¢ riba generalno bi se podcijenio
rizik za predatore kao i za ljude koji konzumiraju cijelu ribu, a kod analize cijele ribe
dolazilo bi do precjenjivanja rizika za ljudsko zdravlje za vecinu spojeva (naroCito za
PBDE, HCB, PFOS, dioksine 1 heptaklor/hepraklorepoksid), s izuzetkom Zive 1 njezinih
spojeva ¢ije su koncentracije visSe u misSi¢u. Moguce je odrediti konverzijski faktor izmedu
koncentracije spojeva u cijeloj ribi i one u misicu, ali s obzirom na veéi broj vrsta koji se
obi¢no u monitoringu koristi, odredivanje takvog faktora traZilo bi zahtjevna dodatna
istrazivanja. Takoder je moguce koristiti normalizaciju na sadrzaj lipida, ali taj pristup je
takoder zahtjevan 1 moze rezultirati velikim greSkama ako normalizacija nije ispravno
provedena. Zbog svega navedenog predlazemo da se ocjena kemijskog stanja putem
biomonitornga provodi na nacin da se za prioritetne tvari za koje je cilj zaStita od
sekundarnog trovanja analizira cijela riba, a za one za koje je cilj zastita ljudskog zdravlja
analizira miSi¢no tkivo.

< PREPORUKE ZA PROVODENJA MONITORINGA BIOTE U OKVIRU
EUROPSKE DIREKTIVE O VODAMA

3.1. OsmiSljavanje programa uzorkovanja

Sustavno istrazivanje ekoloSkog i kemijskog stanja slatkovodnih ekosustava u Republici
Hrvatskoj, prema zahtjevima Okvirne direktive o vodama (ODV) 2000/60/EC (EC, 2000)
koji su preneseni u hrvatsko zakonodavstvo, organizira se na nafin da se moZe ocijeniti
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ekolosko 1 kemijsko stanje unutar razmatranog vodnog tijela. Uzorkovanje biote moze se
provoditi unutar nadzornog, operativnog ili istrazivackog monitoringa, medutim najcesce
se provodi unutar nadzornog monitoringa. U Dokumentu br. 32 (EC, 2014a) preporuceno
je da se za uskladivanje sa SKVOpioa uzorkovanje provodi najmanje jednom godisnje,
osim ako se stru¢no ne donese prijedlog neke druge frekvencije uzorkovanja. Isti
dokument za monitoring vremenskih trendova preporuca uzorkovanje biote najmanje
jednom u tri godine. Iz prakti¢nih razloga trebalo bi razmotriti moguénost kombiniranja
uzorkovanje biote za kemijski monitoring sa uzorkovanjem biote za ekoloSki monitoring,
¢ime se osigurava smanjenje troSkova, kao i kompletna bioloska karakterizacija biote koja
se Kkoristi u kemijskom monitoringu. Potreban broj uzoraka biote koji bi omogucio
pouzdanu ocjenu dobivenih rezultata s obzirom na definirane SKVO za biotu ovisi 0
ocekivanoj (mjerenoj) varijabilnosti koncentracije izmedu uzoraka i zadanom nivou
pouzdanosti kod procjene da li izmjerena koncentracija prelazi zadani SKVOpjgta.
Varijabilnost koncentracija na pojedinoj lokaciji trebala bi se utvrditi analizom veceg broja
individualnih uzoraka biote za S§to bi bio potreban dodatni istrazivacki monitoring. S
obzirom da su sredstva za takve svrhe obi¢no ograni¢ena, smatra se da kombinirani uzorci
biote koji sadrze viSe individualnih uzoraka daju dovoljno dobru procjenu srednje
koncentracije pojedine prioritetne tvari u bioti na odredenoj lokaciji, premda je tim
pristupom izgubljen podatak o varijabilnosti koncentracija.

U preporukama navedenim u Dokumentu br. 32 (EC, 2014a) spominje se i moguénost
procjene stupnja zagadenja podrucja u kojem treba provoditi monitoring na osnovu
prethodih mjerenja provedenih u vodi ili sedimentu te uvodenja monitoringa biote samo u
vodnim tijelima gdje je zagadenje utvrdeno. Medutim, kako su koncentracije tvari u vodi
podlozne velikim varijacijama, a za vec¢inu prioritetnih tvari nema pouzdanih podataka o
bioakumulacijskim faktorima, iz koncentracija u vodi nije moguée pouzdano procijeniti
akumulaciju u zive organizme. Takoder se spominje moguce koriStenje pasivnih
uzorkivaca (koji se mogu koristiti i za vodu 1 za sediment) za procjenu udjela tvari koji je
biodostupan. Koristenje pasivnih uzorkiva¢a omogucava procjenu bioakumulacije
hidrofobnih organskih tvari samo u organizme na najnizem stupnju trofickog lanca.

3.2.  Odabir vrste monitoringa (pasivni ili aktivni biomonitoring)

Prilikom monitoringa biote mogu se Koristiti dva pristupa, pasivni monitoring
(uzorkovanje nativnih organizama) i aktivni monitoring (koriStenje uzgajanih organizama
koji se izlazu na postajama gdje nije moguce uzorkovati nativne organizme). Svaki od dva
pristupa biomonitoringu ima prednosti i ogranic¢enja, kao $to je ukratko navedeno u Tablici
3.2.1.



Tablica 3.2.1. Prednosti i ograni¢enja pasivnog i aktivnog biomonitoringa.

Pasivni biomonitoring

(koriStenje nativnih organizama)

Aktivni biomonitoring
(koriStenje uzgajanih organizama)

e Jednostavno provodenje
uzorkovanja

e Moguca ocjena dugorocnog
zagadenja

Prednosti

e Najcesce koristen, postoji
metodologija
e Relevantan za lokalnu ekologiju

Ogranicen broj vrsta organizama

Mogu¢ izbor mjesta i vremena
uzorkovanja

Poznato vrijeme izlozenosti zagadenju
Moguca kontrola biotickih parametara
(ista veli¢ina, spol, starost)

Mogu¢ izbor vrste 1 podrijetla organizma
Moguca ponovljivost

Predvidljivost troskova i trajanja
uzorkovanja

e Ovisi o geografskoj
rasprostranjenosti vrste

e Pokretljivost i migracije vrsta

e Broj i vrsta jedinki moze varirati
medu lokacijama

e Nepoznato vrijeme izloZenosti
zagadenju

e Razlike u bioakumulaciji spojeva
ovise 0 vrsti

¢ Bioticki faktori (spol, starost,

Ogranicenja

veli¢ina) utjecu na rezultat
e Mogu¢i utjecaj na lokalnu
populaciju

Nije primjenjiv na sve vrste

Nacin uzgoja moze utjecati na izlozenost
i bioloske odgovore organizma
Ukazuje samo na kratkoro¢ni utjecaj
zagadenja

Pristup hrani/briga o organizmima

Ne postoji standardizirana metodologija
Primjenjuje se rijetko

Dobrobit Zivotinja

Kavezni uzgoj moze utjecati na
zdravstveno stanje organizma, a time i
bioakumulaciju

Nisu realni uvjeti izloZenosti, posebno
utjecaj sedimenta

Pasivni monitoring, tj. uzorkovanje nativnih vodenih organizama na odabranim lokacijama
je metoda koja se najc¢eS¢e koristi 1 za koju je razvijena standardna metodologija
biomonitoringa. Glavne prednosti te metode su da daje mogucnost ocjene dugorocnog
utjecaja zagadenja 1 da je primjenljiva (uz odgovarajuéi izbor vrsta) istovremeno na
velikom broju lokacija. Za razliku od pasivnog, aktivni monitoring (koriStenje uzgajanih
organizama) daje uvid samo u kratkorocne efekte zagadenja (vrijeme trajanja uzgoja),
ograniCen je na odabrane lokacije gdje se provodi uzgoj, kao i na mali broj vrsta koje se
mogu uzgajati. Zbog toga se aktivni monitoring preporuca samo na lokacijama gdje nije
moguce uzorkovanje nativnih organizama, a potrebno je provesti biomonitoring i ocijeniti

akumulaciju prioritetnih tvari u bioti.




3.2.1. Preporuke za provodenje pasivnog biomonitoringa

Pasivni monitoring ukljucuje uzorkovanje organizama koji obitavaju na izabranoj lokaciji
istrazivanja, a odabrane vrste organizama trebaju po mogucnosti zadovoljiti sljedece
kriterije:

e Rasprostranjenost i zastupljenost u podrucju istrazivanja

e Eurivalentne vrste (podnose velika kolebanja okolisnih ¢imbenika) koje su Siroko
rasprostranjene u zemlji u kojoj se provodi monitoring; iako je koriStenje razli¢itih
vrsta obi¢no neizbjezno, svakako treba teziti koriStenju Sto manjeg broja vrsta

e  Vezanost za podrucje (sedentarni organizmi koji odrazavaju lokalni stupanj zagadenja)

e Dugozivucée vrste koje omogucavaju bioakumulaciju zagadivala u duzem periodu (po
mogucnosti od 3 do 5 godina starosti za ribe)

e Veli¢ina jedinki koja omogucava prikupljanje dovoljne koli¢ine tkiva za analizu

e Nisu zasti¢ene vrste i njihovo uzorkovanje ne ugrozava sociockonomske interese

e Nalaze se na trofickom nivou koji odgovara cilju zastite (po mogu¢nosti TL = 3,5-4,5
zaribe)

Izbor odgovaraju¢ih vrsta donosi se na bazi postoje¢ih saznanja i nacionalnih baza
podataka o vrstama u podrucjima gdje se provodi monitoring, uzimajuéi u obzir gore
navedene kriterije. U Europi je nemoguée odabrati jednu vrstu koja bi se koristila u vise
zemalja s obzirom na velike klimatske razlike. Takoder se ¢esto unutar jednog rijecnog
sustava Kkoristi jedna vrsta u gornjem, brzinskom toku, a druga vrsta u donjem, mirnom
dijelu rijeke. NajceS¢e koristene vrste riba u biomonitoringu u Europskim rijekama su
pastrva, klen, mrena, grge¢ i deverika. Konacni izbor vrste obi¢no je kompromis izmedu
vrste koja zadovoljava vecinu potrebnih kriterija 1 vrste koju se realno moZe uzorkovati u
dovoljnom broju i na vecini lokacija na kojima se monitoring provodi.

Niz bioloskih faktora utje¢e na akumulaciju tvari u organizme, kao $to su prehrana, nivo u
prehrambenom lancu, koli¢ina masti, veli¢ina i starost, spol, migracije i sezona. U riba je
jedan od najvaznijih faktora njihova veli¢ina, odnosno starost. Zbog toga bi bilo poZeljno
da se uzorkuju ribe unutar odredenih veli€inskih granica, tj. relativno definirane starosti te
da se iz veli€ine ribe procijeni njezina starost koriste¢i podatke o lokalnim populacijama u
nacionalnim bazama podataka. Ako postoji mogucnost, bilo bi poZeljno odrediti starost
ribe koristeci i otolite ili $krge. Preporucena starost riba za biomonitoring je 3-5 godina, ali
s obzirom da tu preporuku cesto nije moguce slijediti, potrebno je barem uvijek uzorkovati
istu vrstu riba u definiranom rasponu veli¢ine. Preporuca se odrediti i kondicijski faktor
(CF = engl. condition factor) riba prema Ratz and Lloret (2003): ukupna masa X totalna
duzina® (g cm3 x 100), za §to je potrebno odrediti totalnu duZinu i masu ribe, iako nije
pokazano da CF znatno utjee na akumulaciju zagadivala, osim u ekstremnim slucajevima
pothranjenosti riba. Premda spol moze utjecati na koncentraciju zagadivala, taj utjecaj je
mali te s obzirom na ¢injenicu da odredivanje spola nije jednostavno, nije potrebno odrediti
spol. Utjecaj sezone na koncentracije zagadivala u tkivu moZe biti znacajan zbog
reprodukcijskog ciklusa, posebno direktno prije i nakon mrijesta. Zbog toga je potrebno
izbjegavati uzorkovanje riba i §koljkasa direktno prije i nakon sezone mrijestenja.
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3.3. Obradai prikaz rezultata

3.3.1. Normalizacija na sadrZaj masti i suhe tvari

Normalizacija koncentracija zagadivala izmjerenih u bioti na sadrzaj masti ili suhe tvari
omogucava bolju usporedbu podataka u razli¢itim Europskim zemljama te pomaze kod
procjene bioakumulacijskog potencijala za pojedine vrste u usporedbi s koncentracijama
tih tvari u vodi. Premda normalizacija izmjerenih koncentracija na standardni sadrzaj masti
odnosno suhe tvari u bioti moze biti korisna pri usporedbi ocjene uskladenosti stanja u
razli¢itim Europskim zemljama, njezino koristenje se ne preporuca za ocjenu uskladenosti
u lokalnim sustavima, tj. u pojedinim zemljama.

Za hidrofobne prioritetne tvari koje imaju afinitet akumulacije u masnim tkivima riba
izmjerene koncentracije mogu biti normalizirane na prosje¢ni sadrzaj masti (EC, 2011).
Osnova za normalizaciju na sadrzaj masti je pretpostavka da je sadrZaj prioritetne tvari u
masti proporcionalan sadrZaju te tvari u cijelom organizmu. Za prioritetne tvari koje se ne
akumuliraju u masnom tkivu, kao $to je npr. ziva, normalizacija se moze provesti na
sadrzaj suhe tvari.

Vrijednosti sadrzaja masti i suhe tvari u ribama i $koljkasima na koje treba provesti
normalizaciju koncentracija tvari izmjerenu u mokrim tkivima preporu¢ene su na
europskom nivou. Za normalizaciju na sadrzaj masti koncentracije prioritetnih tvari
izmjerene u ribama se normaliziraju na 5 % masti (EC, 2011), dok se za Skoljkase
normaliziraju na 1 % masti. Za normalizaciju na suhu tezinu kod riba se koristi standardni
sadrzaj suhe tvari od 26 %, a kod skoljkasa 8,3 % (EFSA, 2009). Kakoa bi se provela
normalizacija potrebno je izmjeriti sadrzaj masti 1 suhe tvari u analiziranim uzorcima. U tu
svrhu bi se mogli koristiti 1 podaci za sadrZaj masti 1 suhe tvari za analizirane vrste iz
FishBase, ali se zbog varijabilnosti tih podataka za prirodne uzorke preporu¢a odredivanje
sadrZaja masti 1 suhe tvari u stvarnim uzorcima.

Izracun koncentracija normaliziranih na sadrzaj masti (koncnerm masti ) 1 na sadrzaj suhe tvari
(koncnorm,s.t.) iz izmjerenih koncentracija (koncizm;) provodi se prema slijede¢im formulama:

Za ribe:
KONChorm,masti = KONCizmj X 0,05/sadrzaj masti 1 koncnorm,st. = KONCizmj X 0,26/sadrzaj suhe tvari
Za SkoljkaSe:

konCnorm,masti = konC|sz X 0,0I/Sadriaj l’naStl 1 kOHCnormys_t_ = kOI’]C.ZmJ X 0,083/53(11‘23] Suhe
tvari

Za rakove:

U preporukama za provedbu Monitoringa (EC, 2014a) nije definiran sadrzaj masti i suhe
tvari na koje treba provoditi normalizaciju koncentracija.



3.3.2. Utjecaj trofickog nivoa na ocjenu sukladnosti sa SKVOpjoia

Vrste organizama koje su najviSe izlozene akumulaciji prioritetnih tvari su one koje se
nalaze na vrhu vodenog prehrambenog lanca i najpogodnije su za primjenu standarda za
biotu. Za one tvari koje su podlozne biomagnifikaciji (povecavanju koncentracije kroz
stupnjeve prehrambenog lanca) kriticna koncentracija se obi¢no dosize na trofickom nivou
(TL) 3 do 4 za slatkovodni prehrambeni lanac. Bioakumulacija u prehrambenom lancu
karakteristika je veéine prioritetnih tvari za koje su definirani SKVOpjota, 0Sim za PAH-ove
(fluoranten i benzo(a)piren), koji se puno vise akumuliraju na niZim nivoima
prehrambenog lanca, odnosno TL = 2. Zbog toga se ne preporuca odredivati PAH-ove u
ribama, ve¢ ih treba odredivati u SkoljkaSima ili rakovima. Smatra se da se grabezljivci na
koje se odnosi zaStita (sisavci i1 ptice) uglavnom nalaze na trofickom nivou 4,5 u
slatkovodnom prehrambenom lancu. To znaci da se organizmi kojima se hrane nalaze na
trofickom nivou 3,5 u slatkovodnom prehrambenom lancu. Podaci o konzumaciji
slatkovodne ribe u Europi pokazuju da se konzumiraju uglavnom vrste koje se nalaze na
trofickom nivou oko 4 (srednji troficki nivo iz FishBaze je 3,8). Zbog toga je SKVOpjota Za
ribe definiran za vrste riba koje se nalaze na TL = 3,5 - 4,5.

Organizmi koji se uzorkuju u okviru monitoringa i u kojima se odreduju prioritetne tvari
trebali bi biti na slicnom polozaju u trofickom lancu kao i organizmi za koje su definirani
SKVOpiota. Troficki nivo nije ¢vrsto zadan za svaku vrstu, nego moze varirati od jednog
ekosustava do drugog pa ¢ak i od jedne jedinke do druge. To znaci da bi za svaku lokalnu
vrstu koja se Kkoristi za analizu prioritetnih tvari trebalo odrediti na kojem nivou
prehrambenog lanca se nalazi. Odredivanje polozaja u prehrambenom lancu provodi se
pomocu odredivanja omjera stabilnih izotopa dusika (5'°N) na razli¢itim stupnjevima
trofi¢kog lanca prema formuli:

TL = ((8"°N (riba) - 8N (3koljkag))/3,4 + 2

u kojoj 3,4 predstavlja faktor trofickog obogacenja (TMF, engl. trophic magnification
factor), koji predstavlja faktor obogacenja za svaki naredni stupanj i opisuje prosjecno

povecanje koncentracije tvari od jednog nivoa na drugi, a preporuceno je da se za TMF
koristi vrijednost 3,4 (EC, 2014b).

S obzirom da nije uvijek moguée uzorkovati ribe na odgovarajuéem nivou u
prehrambenom lancu, preporuca se ili preracun postojecih SKVOpiota na drugi troficki nivo,
ili preracun izmjerenih koncentracija na standardni troficki nivo za koji je definiran
SKVOyiota. Kada je SKVOyiora definiran za nizi troficki nivo (npr. za PAH-ove) preracun s
nizeg na visi troficki nivo se ne preporuca zbog toga Sto se ti spojevi metaboliziraju u
ribama, a taj proces ,biorazrjedivanja“ (suprotan biomagnifikaciji) nije moguce
odgovarajuce kvantificirati. Preracunavanje vrijednosti SKVOpiota U SKVOpiotax, tj. NQ
troficki nivo ,.x“ koji odgovara organizmima na kojima se vrSio monitoring, ili pak
preradunavanje izmjerene koncentracije na standardni trofic¢ki nivo (npr. TL = 4) za koji je
definiran SKVOy;ota vr$i se prema formulama:

SKVOhiotax = SKVOioe/ TMFATDili koncryor = konizm/ TMF T
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S obzirom da je odredivanje trofickog nivoa za lokalne riblje vrste vrlo zahtjevno, a
korekcije izmjerenih podataka na drugi troficki nivo (prije svega zbog nepouzdanosti
faktora TMF za lokalne prehrambene lance) mogu uvesti velike pogreske u sustav ocjene
uskladenosti sa SKVOpjota, ne preporuca se koristenje tih korekcija u okviru monitoringa.
Bilo bi medutim pozeljno mjeriti koncentracije u ribama koje su na TL = 3,5 — 4,5 za koje
su definirani SKVOpjoa. Ukoliko to nije mogucée svakako treba za KkoriStene vrste riba
prikupiti podatke o trofickom nivou na kojem se nalaze, ili iz dostupnih baza podataka
(FishBaze), ili, §to bi bilo poZeljnije, konkretne podatke za te vrste riba.

3.3.3. Opis primjene pasivnih uzorkivaca kao alternativa monitoringu
prioritetnih tvari u bioti

Pasivni uzorkiva¢i mogu biti koriSteni za procjenu prisutnosti prioritetnih tvari u vodi 1
njihovu dostupnost za vodene organizme, jer se njima procjenjuje otopljena frakcija tvari
koja se moze biokoncentrirati u organizmima. Dakle tim pristupom moze se in situ odrediti
koncentracija bioakumulativnih organskih spojeva kojima su izlozeni organizmi na
najnizem trofickom nivou. Vodi¢ preporuca upotrebu takvih uzorkivaéa za preliminarno
utvrdivanje lokacija na kojima je koncentracija prioritetnih tvari poviSena i za odredivanje
lokacija na kojima bi trebalo provoditi monitoring u bioti. Prilikom preliminarnog
ispitivanja potrebno je primjenu pasivnih uzorkivaca provoditi paralelno s monitoringom
beskraljeznjaka kako bi se utvrdila kvantitativha povezanost izmedu koncentracije
prioritetne tvari u vodi odredene pomocu uzorkivaca i one akumulirane u bioti, §to onda
omogucava uskladivanje sa SKVOpjota.

Pasivni uzorkiva¢i akumuliraju hidrofobne tvari iz vode jer su one znatno topljivije u
materijalu koji je ugraden u uzorkiva¢ nego u vodi. Uzorkivac¢i rade na principu
razdjeljivanja tvari izmedu materijala uzorkiva¢a 1 vode. NajceS¢e su napravljeni od
hidrofobnog polimernog materijala visoke propusnosti kao §to je to polietilen niske
gusto¢e (LDPE) ispunjenog lipidima (polupropusne membrane — SPMD), ili bez lipida, a
mogu sadrzavati i silikonsku gumu (polidimetilsiloksan — PDMS) ili polioksometilen.
Pasivni uzorkivaci se izlazu u vodi obi¢no u duzem periodu (2-8 tjedana), a koncentracija
organskih tvari akumuliranih u uzorkivacu u pravilu je proporcionalna koncentraciji u vodi
1 daje podatak o prosjecnoj koncentraciji u periodu izlaganja. Detaljan postupak
odredivanja otopljene koncentracije organskih tvari u vodi pomocu pasivnih uzorkivaca
opisan je u standardu ISO (ISO, 2011). Pomoc¢u pasivnih uzorkivaca koji rade na principu
razdjeljivanja mogu se odredivati hidrofobne supstance kao sto su PCB-ovi i PAH-ovi.
Takoder postoje i pasivni uzorkivaci za hidrofilnije organske spojeve kao §to su PFOS i
tributil kositar (TBT) koji rade na principu adsorpcije. Za sada nema komercijalnih
pasivnih uzorkivaca za monitoring Zive.

Primjenjivost pasivnih uzorkivaca za procjenu koncentracije u bioti uspjeSno je testirana za
PCB-ove i PAH-ove u dugogodisnjem monitoringu (12 godina) koje je provedeno u
Nizozemskoj. Za pasivne uzorkivaCe koriStena je procedura koju je preporucio
OSPAR/ICES (Smedes i Booij, 2012), a rezultati su usporedeni s podacima iz redovnog
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monitoringa koji se provodio u dagnjama. Rezultati su pokazali da su koncentracije PAH-
ova | PCB-ova izmjerene pomocu pasivnih uzorkivaca bile vrlo dobro korelirane s
koncentracijama izmjerenim u dagnjama, ukazujuéi da su pasivni uzorkivaci pogodni za
procjenu stupnja izlozenosti dagnji tim spojevima.

Dakle pasivni uzorkivaci bi se nafelno mogli koristiti za monitoring fluorantena i
benzo(a)pirena u slatkovodnim sustavima u kojima nije moguée uzorkovanje
beskraljeznjaka (Skoljkasa ili rakusaca). Medutim, kao prvo bi trebalo provesti metodu
validacije s nekim organizmom u kojoj bi se utvrdila kvantitativna povezanost
koncentracije dobivene pomocu uzorkivaca i one u bioti. Nakon toga bi se eventualno
mogao provoditi monitoring pomocu pasivnih uzorkivaca. Medutim, to je metoda koja jo$
nije u prihva¢ena u EU i predlozena je za koriStenje samo u nekim zemljama, kao npr.
Nizozemskoj (Smedes i sur., 2010). Cijena uzorkivaca vrlo je visoka (nekoliko tisuca
eura), ali nizozemski predlagaci tvrde da je zbog smanjenja frekvencije uzorkovanja odnos
cijene 1 kvalitete bolji za pasivne uzorkivace. O primjeni ove tehnike trebalo bi razmisliti
za lokacije na kojima se utvrdi zagadenje PAH-ovima putem analize sedimenta i vode, a na
kojima nisu prisutni odgovarajuci organizmi pomocu kojih bi se moglo ustanoviti do koje
mjere je to zagadenje dostupno bioakumulaciji u biotu.

4. PROBLEM USKLADIVANJA REZULTATA MONITORINGA BIOTE SA
SKVOpiota ZA NEKE PRIORITETNE TVARI

Nakon $to se monitoring biote za prioritetne tvari poceo provoditi u zemljama Europske
unije pokazalo se da su neke od definiranih SKVO vrijednosti za ribe tako niske da gotovo
sva mjerenja u uzorcima slatkovodnih 1 morskih riba pokazuju visestruko vece
koncentracije od SKVOpjota Vrijednosti.

Najveci problem u tom smislu predstavlja vrlo niska vrijednost za SKVO za Hg u ribama
(20 pg/kg m.t.) koja je definirana za zastitu od sekundarnog trovanja ptica 1 sisavaca koji
se hrane ribama. Svi dostupni podatci o koncentracijama Hg u slatkovodnim i morskim
ribama, pogotovo za vrste koje zadovoljavaju zahtjeve za monitoring (svezderi ili
mesojedi, starost 3-5 godina, TL = 3,5 - 4,5) znatno su visi od te SKVO vrijednosti
(Zivkovié i sur., 2017; OSPAR 2016; Vignati i sur., 2013). OSPAR-ova komisija je u
2016. godini napravila studiju ,,Procjena Zive u morskom okoliSu, usporedba kriterija
(EAC/EQS) za Zivu* u kojoj je pokazano da uz primjenu SKVO kriterija (uz korekciju na
trazeni troficki nivo za Skoljkase i ribe koje se nalaze na nizim TL) niti jedna od 12
europskih zemalja koja sudjeluje u monitoringu u okviru OSPARA nije zadovoljila SKVO
kriterij za Hg. U istom izvje$¢u se, medutim, navodi da je s ekotoksikoloskog aspekta
SKVO za Hg opravdano tako nizak, premda je napomenuto da su laboratorijska
ekotoksikoloska ispitivanja u stvari nedostatna. U istom izvjes$¢u je naglaseno da korekcije
na potreban troficki nivo ne bi trebalo provoditi koriste¢i genericke podatke o TL za
pojedine organizme, nego da bi trebalo odrediti TL za analizirane vrste u lokalnim
vodenim sustavima, jer upotreba generickih podataka dovodi do velikih pogreSaka. U
kratkom osvrtu na to kako zemlje Clanice mogu pristupiti problemu nezadovoljavanja
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kriterija za SKVO za biotu za Hg Vignati i sur. (2013) navode nekoliko opcija koje se
mogu razmotriti: koriStenje SKVO bazirano na koncentraciji Hg u vodi; mjerenje Hg u
nizim organizmima, npr. Skoljkasima, ili prilagodavanje SKVO vrijednosti pojedinoj
zemlji ovisno o nivou Hg u ribama (odredivanje lokalnih bazi¢nih koncentracija).
Medutim, u diskusiji autori odbacuju sve te tri ideje kao rjeSenje i1 predlazu da se pocne
provoditi proSireni monitoring Hg u bioti koji bi omogucio definiranje raspona
koncentracija za pojedine organizme i vremenskih trendova, a onda i posljedicno mozda
omogucio donoSenje manje striktnih kriterija za SKVO za Hg u bioti. Naime
bioakumulacija i biomagnifikacija Hg u vodenom trofickim lancu je izuzetno kompleksna i
u velikoj mjeri ovisi o biogeokemijskim karakteristikama samog sustava, a ne samo o
stupnju zagadenja okolisa zivom (Cossa i sur., 2012).

Za polibromirane difeniletere (PBDE) takoder je postavljena vrlo niska vrijednost za
SKVO za biotu od 0,0085 pg/kg m.t. Rezultati znanstvenih istrazivanja u rijeCnim ribama
diljem Europe (Eljarrat i Barcelo, 2018) i monitoringa morske biote (HELCOM, 2018)
pokazuju da je trenutacno situacija takva da sve mjerene koncentracije daleko premasuju
SKVO za PBDE. Premda viSegodi$nji trendovi u morskim (HELCOM, 2018) i
slatkovodnim (Eljarrat i Barcelo, 2018) ribama pokazuju da se koncentracije PBDE-ova u
ribama smanjuju, jer upotreba PBDE-ova opada nakon $to je njihovo koriStenje zabranjeno
u Europskoj uniji 2004. godine, nije za ocekivati da ¢e navedeni kriterij biti dosegnut do
2021. godine, kako je trazeno u Europskoj direktivi. Dakle u okviru monitoringa biote u
slatkovodnim ekosustavima svakako bi trebalo provoditi monitoring PBDE-ova u bioti da
se utvrde trendovi smanjenja njihove koncentracije.

5 IZBOR VRSTA RIBA ZA ODREDIVANJE PRIORITETNIH TVARI U
POVRSINSKIM KOPNENIMA VODAMA

Republika Hrvatska je poznata po iznimnoj raznolikosti ihtiofaune, posebno bogatstvom
vrsta i endema, §to je €ini jednom od ihtioloski najraznolikijih zemalja Europe. Bogatstvo
vrsta posljedica je zemljopisnog polozaja te geoloSke proslosti. U slatkim vodama
Republike Hrvatske zivi oko 140 ribljih svojti od ¢ega crnomorski ili dunavski slijev
nastanjuje 87 ribljih svojti (67 autohtonih i 20 stranih vrsta), a jadranski 80 vrsta (10
stranih vrsta i 13 translociranih) (Dupli¢, 2008). Juzni dio Hrvatske jedno je od najvaznijih
sredista raznolikosti ihtiofaune u Europi s velikim brojem endema. Na tom se podrucju u
buduénosti mogu ocekivati otkri¢a novih vrsta.

Rijeke prema zajednici riba mozemo podijeliti u zone pa se sastav zajednice riba mijenja
kako se mijenjaju ekoloski uvjeti u toku. Najuzvodnija zona je zona pastrve koju
karakterizira brz tok i hladna voda bogata otopljenim kisikom. Broj vrsta u toj je zoni
relativno malen i dominiraju reofilne vrste: pastrva, pijor, lipljen i mladica. Sljedeca je
zona mrene koju karakterizira manje brzi tok te voda koja ljeti premasuje 15°C 1
siromasnija je kisikom. Karakteristicne vrste za tu zonu su mrena, klen 1 podust. Sljedeca
je zona deverike koju karakterizira jo$ sporiji tok s temperaturom vode ljeti preko 20°C 1
jos§ niZim razinama kisika. Tipi¢ne vrste te zone su deverika, Saran i jez (Dupli¢, 2008).
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Naravno, ova se zonacija primjenjuje samo na velikim i dugackim rijekama pa je za manje
tekuc¢ice i sve stajadice potrebno primijeniti drugu metodologiju. Posebno je vazno
naglasiti raznolikost riba u jadranskom slivu u kojem prethodno spomenuta zonacija ne
vrijedi i u kojem gotovo svaka rijeka ima svoju jedinstvenu riblju zajednicu.

Uzevsi u obzir iznimnu raznolikost riba Republike Hrvatske te geografsku poziciju koja
ukljuuje dva sliva, odabrane su vrste riba koje su karakteristi¢ne za pojedine regije, koje

ne migriraju ili migriraju manje od 30 km, koje su srednjeg trofickog nivoa, koje su
srednjozivuce te se relativno lako mogu uloviti u svim staniStima u dovoljnim koli¢inama

za provodenje potrebnih analiza. Osim toga, odabrane ribe su, u podru¢jima gdje je to

moguce, od malog ekonomskog interesa i nisu posebno zasticene. U Tablici 5.1. prikazane
su odabrane vrste riba s naznatenom dobi i totalnom duzinom tijela koja se treba
uzorkovati te razdoblju u kojem se ribe trebaju uzorkovati.

Tablica 5.1. Odabrane vrste riba, dob, duzina i vrijeme uzorkovanja te period mrijesta

Vrsta riba Znanstveno ime (S:jri?ls;) TOtal(Irlsrs)u Zina uz\c:rrlijc?\r/gija nljrei;:a(:tja
d"olf’li;?:“a ﬁ:gﬂ;ﬁ?;fj; 3do5 | 80do140 | 1.6.do3110. |1.4.do3L5.
uklija Alburnus alburnus 3do5 80 do 140 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
patuljasti somi¢ Ameiurus melas 3do5 130 do 250 1.6.do 31.10. | 1.4.do 315.
jegulja Anguilla anguilla 3do5 300 do 550 15.4. do 30.9. -
poto¢na mrena | Barbus balcanicus 3do5 120 do 200 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
mren Barbus plebejus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. |1.4.do31.5.
babuska Carassius gibelio 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. |1.4.do31.5.
Stuka Esox lucius 1do3 300 do 700 15.4.do 30.9. |1.2.do31.3.
jez Leuciscus idus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. |1.4.do315.
grgec Perca fluviatilis 3do5 120 do 190 1.6.do 31.10. |1.4.do315.
basak Rutilus basak 3do5 120 do 170 1.6.do 31.10. |1.4.do315.
bodorka Rutilus rutilus 3do5 100 do 140 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
primorska Salmo farioides | 3do5 | 100d0250 | 1.4.do30.9. |1.10.do 313,
pastrva
potocna pastrva Salmo trutta 3do5 100 do 250 1.4.do 30.9. |1.10.do 31.3.
drlja Scardinius dergle 3do5 120 do 170 1.6.do 31.10. |1.4.do315.
crvenperka Scardinius 3do5 | 120d0250 | 16.d031.10. | 1.4.do3L5.

erythrophthalmus
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Vrsta riba Znanstveno ime (Zéagﬁlsé) TOtal(I;:n?;l Zina uz\c:rrlijc?\r/g:ja nﬁreiE:aos?a
peskelj Scardinius plotizza | 3do5 120 do 170 1.6.do 31.10. | 1.4.do31.5.
Klen Squalius cephalus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
ilirski klen Squalius illyricus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
bijeli klen Squalius squalus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
zrmanjski klen | Squalius zrmanjae 3do5 100 do 200 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.

5.1.

UgroZenost i zaStita odabranih vrsta riba

Pregled statusa ugrozenosti i zastite odabranih riba prikazan je u tablici 5.1.1.

Tablica 5.1.1. Status ugrozenosti i zastite odabranih vrsta riba

. Direktivao | Bernska Hrvatski ..
Znanstveno ime s i, . . Stupanj zastite
staniStima | konvencija | Crveni popis
Alburnoides bipunctatus Il LC -
Alburnus alburnus - -
Ameiurus melas - -
strogo zaSti¢ena samo u
Anguilla anguilla \ VU Vranskom jezeru kod
Biograda i u NP Krka
Barbus balcanicus I, v 1l - -
strogo zaSti¢ena samo
Barbus plebejus I, v Il unutra granica PP
Velebit
Carassius gibelio - -
Esox lucius - -
Leuciscus idus VU -
Perca fluviatilis - -
Rutilus basak NT -
Rutilus rutilus - -
Salmo farioides EN -
Salmo trutta VU -
Scardinius dergle NT -
Scardinius erythrophthalmus - -
Scardinius plotizza DD -
Squalius cephalus - -
Squalius illyricus Il VU -
Squalius squalus - -
strogo zaSti¢ena samo
Squalius zrmanjae VU unutra granica PP
Velebit
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Sve odabrane vrste u dunavskom slivu nisu zastiene niti bi uzorkovanje u potrebnim
koli¢inama moglo ugroziti populaciju. U jadranskom su slivu strogo zaSti¢ene mren,
jegulja 1 zrmanjski klen, ali samo u odredenim podrucjima, odnosno na podrucjima

nacionalnih parkova i parkova prirode kako je naznaceno u tablici (Mrakov¢i¢ 1 sur.,
2006).

5.2. Ekologija odabranih vrsta riba

Podjela vrsta u ekoloSke grupe omogucuje podatke o strukturnom i funkcionalnom sastavu
zajednice riba. Kako bi se procijenila struktura zajednice riba i ekoloske znacajke, svakoj
zabiljezenoj vrsti dodijeljena je pripadnost pojedinoj ekoloskoj grupi na temelju vlastitih
zapazanja te literaturnih podataka (Kottelat i Freyhof, 1972). Za potrebe analize u ovoj
studiji ogranicili smo se na podjelu vrsta u ekoloske grupe koje se najcesce koriste u
analizama (Tablica 5.2.1.).

Vrste riba odabrane za potrebe ovog istrazivanja su po stani$nim grupama podijeljene u 3
kategorije: reofilne, limnofilne i euritopne, pri ¢emu reofilne vrste preferiraju tekucu vodu,
limnofilne staja¢u, a euritopne vrste nemaju posebne preferencije prema nekom tipu
staniSta tj. koriste oba tipa bez problema. Podjela na hranidbene grupe prilagodena je
ihtiofauni europskih voda. Svaka vrsta je dodijeljena jednoj od prehrambenih grupa prema
dominatnom sastavu hrane odrasle jedinke. Vrste odabrane za potrebe ovog istrazivanja su
kukcozderi, svezderi, ribozderi-kukcozderi i ribozderi (Tablica 5.2.1.).

Klasifikacije u reproduktivne grupe napravljena je prema znaCajkama reproduktivnog
staniSta, odnosno prema ekoloskim uvjetima mjesta na koja se polazu jaja. Ribe odabrane
za potrebe ovog istrazivanja su litofili, fitofili i fito-litofili. Vecina odabranih vrsta riba po
grupama tolerancije, odnosno prema osjetljivosti vrsta na specifiéne pritiske, spada u
tolerantne ili srednje tolerantne vrste (Tablica 5.2.1.). Osjetljivost vrsta u prirodnim
uvjetima vrlo je tesko procijeniti te je stoga i prili¢no teSko definirati osjetljivost riba jer
zahtijeva opsezne podatke o biologiji i ekologiji pojedine vrste. Na primjer, pojedina
zajednicka znacajka tolerancije rezultat je kombinacije obiju zasebnih znacajki. Pojedine
vrste imaju vecu toleranciju na promjene u fizikalno-kemijskoj kakvo¢i vode, a manju
prema hidromorfoloSkim promjenama staniSta pa je kod tih vrsta prednost dana onoj
znacajki koja ih vise karakterizira. Netolerantne vrste su karakteristicne za gornje tokove
rijeka pa ih se nije moglo izbjeci kako bi se pokrila sva stanista.

Odabrane vrste riba po duzini zZivota spadaju u kratkozivuce, srednjezivuce i dugozivuce
vrste. Kratkozivuce vrste zive manje od 5 godina, srednjezivuce vrste zive 5 do 15 godina,
a dugozivuce vrste zive viSe od 15 godina. Potrebno je napomenuti da sve odabrane vrste
dozive 5 godina. Sto se ti¢e migratornih grupa, odabrane vrste spadaju u skupine riba koje
ne migriraju ili koje migriraju na udaljenostima manjima od 30 km (Tablica 5.2.1.). Jedina
je iznimka jegulja koja poduzima duge migracije i mrijesti se u SargaSkom moru. Ipak,
jegulja se mrijesti samo jednom u Zivotu i za vrijeme slatkovodne faze ne migrira §to je
¢ini pogodnom vrstom za ovu vrstu istraZivanja.
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Tablica 5.2.1. Ekoloski zahtjevi odabranih vrsta riba

Vrsta riba Znanstveno ime | Stani$na grupa AR Staniste hranjenjs O] SEOEAERTE Tolerancija | Duzina zivota | Migracije
grupa nivo grupa
dvopru_gasta A!burnmdes reofilna kukcozder vodeni stupac | 2,9 +0,35 litofil netolerantna | kratkozivu¢a | ne migrira
uklija bipunctatus
uklija Alburnus alburnus euritopna svezder vodeni stupac | 2,7+0,29| fito-litofil tolerantna | kratkozivuéa | ne migrira
p‘:t(ill{?z“ Ameiurus melas limnofilna svezder dno 3,8+04 fitofil tolerantna kratkozivuca | ne migrira
jegulja Anguilla anguilla euritopna svezder dno 3,6+0,3 - tolerantna dugozivuca duge
poto¢na mrena | Barbus balcanicus reofilna svezder dno 32+04 litofil netolerantna | srednjezivuca kratke
mren Barbus plebejus reofilna svezder dno 3,4+0,51 litofil tolerantna dugozivuca kratke
babuska Carassius gibelio euritopna svezder dno 25+0,0 fitofil tolerantna dugozivuca kratke
Stuka Esox lucius euritopna ribozder vodeni stupac | 4,1+0,4 fitofil toslreeriﬂjtia dugozivuca kratke
jez Leuciscus idus reofilna svezder | vodeni stupac | 38+0,59 | fitoditofil | ;Ireer‘;rr‘]{ia kratkozivuéa | kratke
y - . ribozder- . o .. I
grged Perca fluviatilis euritopna tukcosder vodeni stupac | 4,4%0,0 fito-litofil tolerantna | kratkozivuéa | ne migrira
basak Rutilus basak euritopna svezder vodeni stupac | 3,0+0,2 fito-litofil tolerantna | srednjezivuca kratke
bodorka Rutilus rutilus euritopna svezder vodeni stupac | 3,0£0,0 fito-litofil tolerantna | srednjezivuca kratke
primorska Salmo farioides reofilna r1boz%er- vodeni stupac | 3,5%+0,5 litofil netolerantna | srednjezivuca kratke
pastrva kukcozder
potocna Salmo trutta reofilna rlboz%er' vodeni stupac | 3,4+0,1 litofil netolerantna | srednjezivuca kratke
pastrva kukcozder
drlja Scardinius dergle limnofilna svezder vodeni stupac | 2,9 +0,39 fitofil toslreer(:lﬂjt?\a srednjezivuca | ne migrira
crvenperka Scardinius limnofilna svezder vodeni stupac | 2,9+ 0,39 fitofil srednje srednjezivuca | ne migrira
erythrophthalmus tolerantna
peskelj Scardinius plotizza limnofilna svezder vodeni stupac | 2,9 +0,39 fitofil toSI:aer(zjirr]]Jt?\a srednjezivuca | ne migrira
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Vrsta riba Znanstveno ime | Stani$na grupa Pregrralljrggena StaniSte hranjenjd Trnoisgki Reprggjl:)l;tivna Tolerancija | Duzina zivota | Migracije
klen Squalius cephalus reofilna svezder vodeni stupac | 2,7+0,1 litofil t()slr;aerirr]l![ia kratkoZivuca kratke
ilirski klen Squalius illyricus reofilna svezder vodeni stupac | 3,5+ 0,37 litofil t;{;i?iia kratkozivuca kratke
bijeli klen Squalius squalus reofilna svezder vodeni stupac | 3,405 litofil toslr:r(;rr]l![?]a kratkozivuca kratke
zrmanjski klen | Squalius zrmanjae reofilna svezder vodeni stupac | 3,4+0,4 litofil t;ﬁiﬂi{ia kratkozivucéa kratke
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5.3. Trofi¢ki nivo odabranih vrsta riba

Trofi¢ki nivo obaranih vrsta prikazan je u Tablici 5.3.1. Gdje je bilo moguce, odabirane su
ribe sa $to visim trofickim nivoom. Troficki nivoi dostupnih vrsta riba preuzeti su iz baze
stranice Fishbase (www.fishbase.org). Trofic¢ki nivo nekih vrsta je jo$ uvijek nepoznat pa
je procijenjen na osnovu najblizih srodnika i u tablici je prikazan u kurzivu.

Tablica 5.3.1. Trofi¢ki nivo odabranih vrsta riba

Znanstveno ime Trofic¢ki nivo
Alburnoides bipunctatus 2,9+0,35
Alburnus alburnus 2,7+0,29
Ameiurus melas 3804
Anguilla anguilla 36+0,3
Barbus balcanicus 3204
Barbus plebejus 3,4+0,51
Carassius gibelio 2,5%£0,0
Esox lucius 41+04
Leuciscus idus 3,8+0,59
Perca fluviatilis 4,4+0,0
Rutilus basak 30x0,2
Rutilus rutilus 3,000
Salmo farioides 3505
Salmo trutta 34+0,1
Scardinius dergle 2,9+0,39
Scardinius erythrophthalmus 2,9+0,39
Scardinius plotizza 2,9+0,39
Squalius cephalus 2,7+0,1
Squalius illyricus 3,5+0,37
Squalius squalus 3405
Squalius zrmanjae 34+04

6. IZBOR BESKRALJEZNJAKA ZA ODREDPIVANJE PRIORITETNIH
TVARI U POVRSINSKIM KOPNENIMA VODAMA

Izbor beskraljeSnjaka sveden je na Skoljkase porodice Unionidae, koje su relativno
dostupne na istrazivanim stani$tima. Treba napomenuti da je izuzetak obi¢na lisanka, Unio
crassus Philipsson, 1788, odnosno vrsta koja je zbog velikog smanjenja brojnosti vrste
proglasena ugrozenom te se nikako ne smije uzorkovati. Prilikom sli¢nih istrazivanja,
ovisno o dostupnosti, mogu se koristiti i amfipodni rakovi iz porodice Gammaridae.

Porodica Unionidae (lisanke) su iskljucivo slatkovodni skoljkasi koji cesto osvajaju nova
podrucja, a to je jedna od osobitosti njihovog zivotnog ciklusa. NajviSe ih je u Sjevernoj
Americi. Obitavaju u tekuc¢icama: rijekama i potocima (Bauer, 2001). Vrste iz porodice
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Unionidae su karakteristi¢ni predstavnici slatkovodnih Skoljkasa s velikim podru¢jem
rasprostranjenosti. Karakterizira ih raznolikost oblika i boje ljusture koje su uvjetovane
podru¢jem koje nastanjuju (Killeen i sur., 2004). Od ukupnih slatkovodnih mekuSaca
Europe, slatkovodni Skoljkasi ¢ine 6 %. Raznolikost europskih slatkovodnih Skoljkasa je
relativno mala u usporedbi sa faunom Sjeverne Amerike i Afrike. U Europi se nalazi 14
vrsta porodice Unionidae te 4 endemicne vrste (Cuttelod i sur., 2011). U Hrvatskoj su
prisutne slijedece vrste: bezupka - Anodonta cygnea Linnaeus, 1758; Anodonta anatina
Linnaeus, 1758; Pseudanodonta complanata Rossmassler, 1835; obi¢na lisanka - Unio
crassus Philipsson, 1788; slikarska lisanka - Unio pictorum Linnaeus, 1758; Unio tumidus
Philipsson, 1788; Unio mancus Lamarck, 1819; Microcondylaea bonellii Ferussac, 1827
(Matonickin i sur., 1998; Cuttelod i sur., 2011). Staniste porodice Unionidae su jezera,
potoci i rijeke u kojima kao sediment prevladava pijesak i Sljunak. Zbog bogatstva hrane u
rijekama je, za razliku od potoka, zabiljeZena 1 veca raznolikost vrsta. Opcenito govoreci
Unionidae se hrane bakterijama 1 mikroplanktonom. Za razliku od odraslih, li¢inka
glodihija se hrani tkivom domacina na kojemu se nalazi jer se pri¢vrsti na peraje ili Skrge
ribe.

Rakusci (red Amphipoda) predstavljaju makroskopske rakove iz razreda Malacostraca
(potkoljeno Crustacea, koljeno Arthropoda) i ¢ine vrlo bitan dio faune vodenih staniSta
¢itave Europe, pa tako 1 Hrvatske. Vrlo mali dio vrsta nastanjuje kopnene ekosustave
(Vainola 1 sur. 2008). Za veéinu vrsta iz reda je karakteristicno boc¢no spljosteno tijelo.
Imaju slozene sesilne o¢i, nemaju karpaks, a prijelaz izmedu prsnog i za¢anog dijela tijela
nije jasan. Njihov usni aparat je dobro razvijen i ukljucuje maksile i maksilipede za
hranjenje 1 za struganje biofilma, te maksile za trganje 1 zZvakanje hrane. Jaja nose u
ventralnom marsupiju, a juvenilne jedinke se razvijaju od 1 do preko 20 tjedana, ovisno o
vrsti i temperaturi vode. Nemaju stadij li¢inke. Slatkovodni rakuSci pokazuju seksualni
dimorfizam koji se ocituje u vecem tijelu muzjaka od Zenki, dok je kod roda Crangonyx
obrnuto. Tijelo odrasle jedinke slatkovodnih vrsta je obi¢no u rasponu od 4 do 20 mm, a
mnogo veéi primjerci nadeni su u Bajkalskom jezeru. Njihovo ime se odnosi na dva tipa
nogu koje se nalaze na obje strane tijela, a zovu se pereiopodi i pleopodi. Pereiopodi su
grabezljive 1 duge noge te sluze za hodanje i hranjenje te su smjestene na prednjem dijelu
tijela, a pleopodi su kratke noge na straznjem dijelu tijela i one sluze za plivanje.
Jedinstveni su po tome $to imaju tri para uropoda koji im sluZze za guranje u akvatic¢kih
vrsta ili za skakanje u semiterestrickih i terestrickih vrsta. Vrlo su brojni u zajednicama dna
potoka i rijeka, a njihova funkcionalna uloga u hranidbenoj strukturi vodenih stanista je
usitnjavanje krupnog organskog detritusa (Glazier 2009) te su vazni u protoku energije 1
kruZenju tvari u kopnenim vodama.

6.1. Problemi pri uzorkovanju beskraljesnjaka u nekim povrSinskim
kopnenim vodama u okviru preliminarnog monitoring tijekom 2017. godine

Na svih 18 odabranih mjernih postaja uzorkovane su ribe, dok je SkoljkaSe bilo moguce
uzorkovati samo na 6 postaja. S obzirom na njihovu specifi¢nu ekologiju, a time 1 staniSta
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na kojima obitavaju, Skoljkase je moguce uzorkovati samo na lokacijama za koja su
karakteristi¢na pjeskovita dna. Uz to, njihovo uzorkovanje je otezano i zbog Cinjenice §to
su uglavnom ukopani u pijesak te je potreban povecan napor da se uzorkuje dovoljan broj
jedinki. Upravo je zbog navedenog provedeno uzorkovanje i druge skupine
beskraljesnjaka, rakuSaca, na dodatnih 7 postaja kako bi ispitali njihovu primjenu kao
indikatorskih organizama za mjerenje fluorantena i benzo(a)pirena. Medutim, i1 rakuSce
mozemo naci samo u ¢istim vodama bogatim kisikom te je takoder ograni¢en broj stanista
na kojima ih mozemo uzorkovati. Poznato je da su obje skupine, i Skoljkasi i rakusci
osjetljivi na zagadenje te upravo stanista koja su pod jacim antropogenim utjecajem nisu
prikladna za njihovo uzorkovanje. Osim toga, jedinke rakusSaca su vrlo sitne i javlja se
problem prikupljanja dovoljne koli¢ine uzoraka za analize. Nacelno, rakusci su se pokazali
prikladnim organizmom za odredivanje akumulacije PAH-ova u bioti, ali treba napomenuti
da je provedba monitoringa otezana iz gore navedenih razloga. Mogla bi se takoder ispitati
primjena alternativnih indikatorskih organizama iz skupine beskraljeznjaka, npr.
slatkovodnih puzeveva iz porodice Lymnaeidae, koji su se u $vedskoj studiji iz 2015.
godine pokazali pogodni za monitoring PAH-ova (Karlsson et al., 2015).

7. ZAKLJUCAK

U opisanoj metodologiji za provodenje monitoringa elemenata kemijskog stanja u bioti
povrsinskih kopnenih voda navedene su preporuke za izbor indikatorskih organizama i
provodenje metodologije uzorkovanja vodenih organizama za analizu prioritetnih tvari u
skladu s Okvirnom direktivom o vodama Europske unije 2013/39/EU (EU, 2013).
Predstavljeni su ciljevi i namjena ocjene kemijskog stanja voda na osnovu mjerenja
koncentracija prioritetnih tvari u bioti, kao i izbor organizama, njihova ugroZenost, zastita i
ekologija u pojedinim kopnenim povrSinskim vodama Republike Hrvatske.

Izbor vrste organizama u kojima se provode analize prioritetnih tvari temelji se na €injenici
da je vecina od 11 prioritetnih tvari za koje su definirane SKVO za biotu podlozna
biomagnifikaciji te se one analiziraju u ribama, kao organizmima na viSem trofickom
nivou. lzuzetak su PAH-ovi (poliaromatski ugljikovodici), poput fluorantena i
benzo(a)pirena, koji se odreduju u beskraljeznjacima, odnosno u organizmima na niZzem
trofickom nivou (rakovi ili Skoljkasi). Analiza u ribama predvidena je u dvije razliCite vrste
tkiva, ovisno radi li se o zastiti od sekundarnog trovanja (cijela riba) ili zastiti ljudskog
zdravlja (miSi¢no tkivo ribe) te se heksaklorobutadien, Ziva i njezini spojevi, dikofol 1
heksabromociklododekan mjere u cijeloj ribi, a bromirani difenileteri, heksaklorbenzen,
perfluoroktansulfonska kiselina, dioksini i spojevi poput dioksina, heptaklor i
heptaklorepoksid se mjere u misicu ribe.

U preporukama za provodenja monitoringa biote navedene su 1 smjernice za osmisljavanje
programa uzorkovanja, odabira vrste monitoringa (pasivni ili aktivni biomonitoring) te
obrade 1 prikaza rezultata, uklju¢uju¢i normalizaciju na sadrzaj masti i suhe tvari te utjecaj
trofickog nivoa na ocjenu sukladnosti sa SKVOyjea. Pozeljno je mjeriti koncentracije
prioritetnih tvari u ribama koje su na TL = 3,5 — 4,5 za koje su definirani SKVOpjota.
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Preporuca se za koriStene vrste riba prikupiti podatke o trofickom nivou na kojem se
nalaze, ili iz dostupnih baza podataka (FishBaze), ili, §to bi bilo pozeljnije, Koristiti
konkretne podatke za te vrste riba. Medutim, sukladno dostupnoj literaturi, ne preporuca se
korekcija izmjerenih koncentracija na standardni troficki nivo, jer to moze uvesti velike
pogreske prilikom ocjene sukladnosti izmjerenih koncentracija sa SK'VOpjgta.

U skladu s preporukama Europske direktive o vodama (EC, 2014a) predlozene su vrste
riba 1 beskraljeznjaka koje su prikladne za provodenje monitoringa elemenata kemijskog
stanja u bioti povrSinskih kopnenih voda, imaju¢i u vidu da su to reprezentativne vrste za
pojedino vodno tijelo, da treba obuhvatiti $to manji broj vrsta kako bi se omogucila bolja
usporedivost rezultata iz razli¢itih vodnih tijela te uzeti u obzir njihovu ugroZenost, zastitu
I ekologiju te vaznost za prehranu ljudi. Navedena je potrebna veli¢ina i starost organizama
te postupak uzorkovanja i pripreme za analizu prioritetnih tvari.

Navedena metodologija za provodenje monitoringa elemenata kemijskog stanja u bioti
povrsinskih kopnenih voda predstavlja prijedlog na temelju dosadasnjih saznanja o
reprezentativnim vrstama i njihovoj ekologiji u pojedinim vodnim tijelima. Moguce je da
¢e prijedlog ove metodologije u dijelu koji se odnosi na izbor vrsta organizama biti
potrebno nadopunjavati/korigirati nakon daljnje provedbe monitoringa biote na veéem
broju vodnih tijela povrsinskih kopnenih voda.
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9. PRILOZI

Prilog 9.1. Naputak za uzorkovanje i pripremu uzoraka riba za provodenje
monitoringa u povrsinskim kopnenim vodama

9.1.1. Vrstariba, preporucena duZina i starost te period uzorkovanja

Reprezentativne vrste riba za sva vodna tijela rijeka povrsine sliva veée od 10 km? i jezera
povrsine veée od 0,5 km? u Republici Hrvatskoj prikazane su na karti Republike Hrvatske
koja je priredena u HRTS96 projekciji (Slika 9.1.1.1.).
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Slika 9.1.1.1. Karta u HRTS96 projekciji s upisanim lokacijama na kojima su predlozene
reprezentativne vrste riba za sva vodna tijela rijeka povrSine sliva vece od 10 km? i jezera
povrsine veée od 0,5 km? u Republici Hrvatskoj

Svaka oznacena postaja na karti predstavlja stanje na odsjecku rijeke koji, prema povrsini
porjecja iznad tocke uzorkovanja iznosi:

-1 km za male rijeke (porje&je < 100 km?),

- 5 km za rijeke srednje velic¢ine (100 — 1000 km?) i
- 10 km za velike rijeke (porjegje > 1000 km?) (FAME, 2004).
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To znaci da se na maloj rijeci odsjeCkom smatra 500 m uzvodno i 500 m nizvodno od
mjesta uzorkovanja, odnosno da se ne oc¢ekuje znacajnije odstupanje u sastavu ihtiofaune
unutar tog kilometra rijeke. Analogno tome, na srednje velikim i velikim rijekama ne
ocekuje se znacajnije odstupanje u sastavu ihtiofaune 2,5 km, odnosno 5 km uzvodno 1
nizvodno od mjesta uzorkovanja.

Izborom pojedine postaje na karti, otvara se preglednik u kojem se vide reprezentativne
vrste riba za pojedinu lokaciju (Slika 9.1.1.2.).

Identify R} X Identify T x
Identify from: | <Top-most layer> _v| Identify from: | <Top-most layer> |
[=)-BIOTA karta =I-BIOTA karta
Kamesnica, Kamesnica
Kamesnica, Kamesnica E
&M &M
Location: 501.195,000 5.110.364,000 Meters * | Location: 501,195,000 5.110.364,000 Meters 3
Field Value Field Value
FID 379 FID 380
Shape Point Shape Point
REDNIBROJ 556 REDNIBROJ 556
SIFRA 15389 SIFRA 15389
POSTAJA Kamesnica, Kamesnica POSTAJA Kamesnica, Kamesnica
TIP VODE HRR_1 TIP VODE HRR_1
ABIOTICKI  4C ABIOTICKI  4C
VELICINA ~ 100-1000 km2 VELICINA ~ 100-1000 km2
SIFRAVT CSRN0063_001 SIFRAVT CSRNO0063_001
x koordina 501195 xkoordina 501195
ykoordina 5110364 ykoordina 5110364
NADZORNI NADZORNI
OPERATIVNI OPERATIVNI
Vrsta lati Squalius cephalus Vrsta lati Salmo trutta
Vrstahrva  Klen Vrstahrva  potoéna pastrva
Napomena Napomena

Slika 9.1.1.2. lzgled preglednika za pojedinu lokaciju na karti u HRTS96 projekciji na
kojoj su predlozene reprezentativne vrste riba za sva vodna tijela rijeka povrsine sliva vece
od 10 km? i jezera povrine veée od 0,5 km® u Republici Hrvatskoj
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Vrste riba za analizu potrebno je uzorkovati u skladu s Tablicom 5.1. Odabrane vrste riba,
dob, duzina, vrijeme uzorkovanja te period mrijesta te se maksimalno treba pribliziti
zadanim grani¢nim vrijednostima navedenima u Tablici 5.1. Ukoliko to nije moguce, zbog
nepostojanja neke od navedenih vrsta, tada na licu mjesta treba procijeniti sastav zajednice
riba te odluciti koja vrsta u konkretnom uzorku priblizno zadovoljava znacajkama
odabranih vrsta u tablici.

9.1.2. Nacin uzorkovanja riba

Elektroribolov predstavlja univerzalnu standardnu metodu uzorkovanja na rijekama. Ova
metoda uzorkovanja omogucuje najbolju procjenu gustoée populacija, bogatstva vrsta i
medusobnih odnosa zabiljezenih vrsta riba, a predstavlja ujedno i najmanje Stetan nacin
ribolova u usporedbi s drugim metodama.

Za potrebe ove studije elektroagregatom je lovljeno s obale ili iz ¢amca. Na vecéim
rijekama gdje je zbog dubine (>0,7 m) 1 raznolikosti staniSta nemoguce obaviti kvalitetno
uzorkovanje s obale ni hodanjem po rijeci, koristen je poseban ¢amac za elektroribolov. U
dubljim vodama elektroribolov nije toliko efikasna metoda jer ribe imaju ve¢u moguénost
izbjegavanja elektri¢nog polja. U spomenutim slu€ajevima elektroagregat mora imati vecu
snagu (preporuca se najmanje 2,5 kW za lov s obale i najmanje 5 kW za lov iz ¢amca) i
mora omogucavati lov pulsiraju¢om strujom. Nuzno je koristiti istosmjernu struju (sa ili
bez moguénosti pulsiranja) jer je najmanje Stetna za ribe, a daje najbolje rezultate dok se
izmjeni¢na struja ne koristi. Primjerice, u ovom istrazivanju KkoriSten je ribolovni
elektroagregat snage 7,5 kW na svim postajama osim na postajama na rijekama Savi i
Dunavu, gdje je, zbog veli¢ine samog vodotoka, koriSten ribolovni elektroagregat snage 11
KW. Lovljeno je jednom anodom promjera obru¢a od 50 cm na drSku od stakloplastike
duZine 2,5 m iz gumenog ¢amca prilagodenog za elektroribolov ili hodajuéi uz obalu ako
je dubina vodotoka bila manja od 70 cm. Na vrlo velikim rijekama (Savi i Dunavu) Koristi
se sistem od Cetiri anode koje vise s vrha izbocene konstrukcije 1 zatvaraju elektri¢no polje
Sirine 2 m, a dva istrazivaca su sakupljala oSamucenu ribu 1 dostavljali ju dijelu tima na
brojanje 1 determinaciju. Ribolov se obavljao nizvodno kretanjem ¢amca uzduz obale na
nacin da su u najvecoj mjeri pokrivena sva postojeca stanista, a posebno mjesta gdje se ribe
mogu sakriti. Kada se sakupi dovoljno uzoraka, riba se sprema na hladno i prosljeduje na
daljnju analizu.

9.1.3. Obradai priprema uzoraka riba za analizu

Vrsta i koli¢ina tkiva riba koja je potrebna za analizu prioritetnih tvari u ribama definirani
su ciljevima zaStite za te prioritetne tvari, zadanim vrijednostima SKVOyjon, te
osjetljivoscu analitiCkih metoda koje se koriste. Od 9 prioritetnih tvari koje se analiziraju u
ribama, uzimajuci u obzir razlicite ciljeve zaStite, 5 se analiziraju u misic¢u ribe (cilj -
zastita ljudskog zdravlja), a 4 u cijeloj ribi (cilj - zastita od sekundarnog trovanja) (Tablica
2.2.). Minimalne odvage mokre mase mi$i¢a i cijele ribe koje su potrebne za analizu
pojedinih prioritetnih tvari navedene su u Tablici 9.1.3.1. Za analizu svih prioritetnih tvari
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koje se odreduju u ribama potrebno je minimalno 300 g mokre mase misica riba (ili 1000 g
cijele ribe prije uklanjanja misica) i 200 g mokre tezine cijele ribe, dakle ukupno 1200 g
mokre tezine riba za analizu svih 9 prioritetnih tvari. Treba napomenuti da analitiCka
metoda koja se koristi znacajno utjece na koli¢inu tvari koja je potrebna za analizu, tako da
se koliCine tkiva potrebne za analizu trebaju uskladiti sa zahtjevima analitickih metoda
koje se koriste za provodenje svakog monitoringa.

Rukovanje s uzorcima riba obavlja se u zaStitnim, plasticnim rukavicama kako bi se
sprije¢ila kontaminacija. Nakon uzorkovanja ribe je potrebno odmah zamrznuti te pohraniti
u plasti¢nim vreéicama na -20 °C do obrade u laboratoriju. Prije obrade svakoj ribi treba
odrediti ukupnu duzinu i masu, kako bi se mogla procijeniti njihova starost i kondicijski
indeks. Odvajanje misi¢a iz uzorka cijele ribe treba provesti na poluodmrznutim uzorcima,
kako bi se izbjeglo kompletno otapanje tkiva i eventualno zagadenje miSi¢a utrobnim
organima ribe. MiSi¢e je potrebno odvojiti od ostatka tijela ribe (glava, ljuske, koza i
utrobni organi) te za dovoljnu odvagu spojiti 1 homogenizirati miSi¢e veceg broja riba. Za
analizu cijele ribe potreban broj jedinki riba za analizu se spoje u zajednicki uzorak i
homogeniziraju.

Vrijednosti za SKVOyja Su izrazene na mokru tezinu, tako da je potrebno izmjerene
vrijednosti izraziti na mokru tezinu uzorka. Medutim zbog lakSeg transporta uzoraka do
mjesta analize, preporuca se da se nakon homogenizacije uzorci liofoliziraju. Za svaki
uzorak mora se odrediti suha masa kako bi se izmjerene koncentracije mogle preracunati
na mokru masu i napraviti ocjena sukladnosti sa SKVOyioia. Liofilizirane uzorke potrebno
je ¢uvati na -20 °C do analize.

Faktor prera¢una s mokre na suhu masu za cijelu ribu je oko 4 (tkivo riba sadrzi prosjecno
25 % suhe tvari), a za misi¢no tkivo riba 5 (miSi¢no tkivo sadrzi prosjecno 20 % suhe
tvari), tako da je nakon liofiliziranja potrebno ukupno za sve analize oko 60 g suhe mase za
misi¢ 1 50 g suhe mase za cijelu ribu.
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Tablica 9.1.3.1. Koli¢ina uzorka potrebna za analizu pojedinih prioritetnih tvari u cijelim
ribama i u miSicu riba (podaci iz preliminarnog monitoringa provedenog 2017./2018.
godine).

Brioritetna tvar Masa mokrog uzo_rka potrebna za
analizu
Analize koje se rade u mi$icu riba (cilj zastita ljudskog zdravlja)
Bromirani difenileteri 100 g
Heksaklorbenzen 30g
Heptaklor i heptaklorepoksid

PFOS 309
Dioksini 100 g

Ukupno za analizu tvari u misic¢u riba 300 g (1000 g neociscene ribe)

Analize koje se rade u cijeloj ribi (cilj zastita od sekundarnog trovanja)

Hg 309
HBCDD 309
Heksaklorobutadien 30¢
Dikofol 100 g
Ukupno za analizu tvari u cijeloj ribi 200 ¢

Analiticke metode koje se koriste za analizu prioritetnih tvari opisane su u preporukama
Europske komisije za analizu prioritetnih tvari br. 33 (EC, 2014 b). Opc¢enito se postupak
za odredivanje organskih prioritetnih tvari sastoji od ekstrakcije organskim otapalom,
¢is¢enja, frakcioniranja, odvajanja kromatografskim tehnikama (plinskom ili tekuéinskom
kromatografijom, ovisno o vrsti spoja) i detekciji masenom spektrometrijom.
Koncentracija zive u ribama odreduje se tehnikom atomske spektroskopije hladnih para
nakon razgradnje uzorka mineralnim kiselinama. Analiticke metode koje se koristite
moraju biti validirane i moraju ispunjavaju minimalne kriterije u¢inkovitosti, a pod tim se
podrazumijeva da se analize temelje na mjernoj nesigurnosti od 50 % ili manje (k = 2),
procijenjenoj na razini relevantnih standarda kvalitete okoliSa, i granici kvantifikacije
jednakoj ili manjoj od 30 % relevantnih standarda kvalitete okolisa.

Prilog 9. 2. Naputak za uzorkovanje i pripremu uzoraka beskraljeSnjaka za
provodenje monitoringa u povrSinskim kopnenim vodama

Dvije od 11 prioritetnih tvari za koje su definirane vrijednosti SKVOyjos, fluoranten i
benzo(a)piren, potrebno je analizirati u beskraljeSnjacima, odnosno S$koljkasima ili
rakovima.
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9.2.1. Uzorkovanje i priprema uzoraka Skoljkasa

Potrebno je sakupiti 5-10 jedinki skoljkasa u rasponu duzine 5-10 cm (Tablica 9.2.1.1.) i
pohraniti ih u plastiénu vre¢icu. Ako se uzorci Skoljkasa ciste unutar 24 sata od
uzorkovanja ¢uvaju se na hladnom mjestu na 4 °C. Ako je period prije obrade duzi,
Skoljkase je potrebno odmah nakon uzrokovanja zamrznuti i do obrade cCuvati na
temperaturi od -20 °C. Prije obrade potrebno je izmjeriti duzinu i masu $koljkasa te zatim
odvojeno masu Skoljke i masu mekog tkiva kako bi se mogao odrediti indeks kondicije i
mokra masa za analize. Za analizu se koriste ukupna meka tkiva. Cijelo meko tkivo 5-10
jedinki Skoljkasa (odvaga mokre mase tkiva mora biti oko 30-50 g) se homogenizira i
liofilizira. Liofilizirane uzorke potrebno je ¢uvati na temperaturi od -20 °C. Za svaki
uzorak potrebno je odrediti suhu masu, kako bi se izmjerene koncentracije mogle
preracunati na mokru tezinu i ocijeniti uskladenost sa SK'VOpjota.

Faktor preracuna s mokre na suhu masu za Skoljkase je oko 10 (tkivo sadrzi prosjec¢no 10
% suhe tvari), tako da se nakon liofiliziranja dobije oko 3-5 g suhe mase jedinki $koljkasa
za analizu PAH-ova.

Tablica 9.2.1.1. Preporucena vrsta S$koljaka za uzorkovanje u povrSinskim kopnenim
vodama, potreban broj jedinki i njihova veli¢ina, preporucen period uzorkovanja i koli¢ina
tkiva za analizu.

Vrsta skoljaka Po_t.r eb.a " .| Duzina /cm | Period uzorkovanja Potrebna masa
broj jedinki mokrog tkiva /g
Vrste iz porodice i i po izbacivanju i
Unionidae 5-10 6-10 | \jastitih glohidija 30-50

Analiticke metode koje se koriste za analizu prioritetnih tvari opisane su u preporukama
Europske komisije za analizu prioritetnih tvari broj 33 (EC, 2014 b). Postupak za
odredivanje PAH-ova sastoji se od ekstrakcije organskim otapalom, ¢iScenja,
frakcioniranja, razdvajanja  plinskom  kromatografijom i detekcije masenom
spektrometrijom. Analiticke metode koje se Koristite moraju biti validirane i moraju
ispunjavaju minimalne kriterije uéinkovitosti, a pod tim se podrazumijeva da se analize
temelje na mjernoj nesigurnosti od 50 % ili manje (k = 2), procijenjenoj na razini
relevantnih standarda kvalitete okolisa, i granici kvantifikacije jednakoj ili manjoj od 30 %
relevantnih standarda kvalitete okoliSa.

9.2.2. Uzorkovanje i priprema uzoraka rakusaca

Potrebno je sakupiti oko 400-700 jedinki rakusaca c¢ija je ukupna mokra masa oko 10-20 g
i pohraniti ih u plasticnu vreicu. RakuSce je potrebno odmah nakon uzrokovanja
zamrznuti i do obrade ¢uvati na temperaturi od -20 °C. Prije obrade potrebno je izmjeriti
to¢nu masu rakusaca kako bi se odredila mokra masa uzorka za analize. Za analizu se
koriste cijele jedinke rakusaca (uzima se onoliko jedinki da se dobije odvaga od oko 10-20
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g) koje se stavljaju u posudicu i liofiliziraju. Nakon liofilizacije, uzorke je potrebno cuvati
na temperaturi od -20 °C. Za svaki uzorak potrebno je odrediti suhu masu, kako bi se
izmjerene koncentracije mogle preracunati na mokru tezinu i ocijeniti uskladenost sa

SKVobiota-

Faktor preratuna s mokre na suhu masu za rakuSce je oko 4 (tkivo sadrzi prosjec¢no 25 %
suhe tvari), tako da se nakon liofiliziranja dobije oko 3-5 g suhe mase jedinki rakusaca za
analizu PAH-ova.

Tablica 9.2.2.1. Preporucena vrsta rakusaca za uzorkovanje u povrSinskim kopnenim

vodama, potreban broj jedinki 1 njihova veli¢ina, preporucen period uzorkovanja i koli¢ina
tkiva za analizu.

Vrsta Potreban Duzina Serfo e Potrebna masa
rakusaca | broj jedinki /cm mokrog tkiva /g
Vrste iz Pristuni tijekom cijele godine,
porodice 400-700 0,5-1 posebno jesen-zima kad je 10-20

Gammaridae puno listinca u vodotocima
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