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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)
m.t. — mokra tezina

ODV - okvirna direktiva o vodama

PAH — poliaromatki ugljikovodici

Pasivni biomonitoring — uzorkovanje nativnih organizama
PBDE — polibromirani difenileteri

PDMS — polidimetilsiloksan

PFOS — perfluorooktansulfonska kiselina

SKV Objiota,sek trov — standard kakvoce za biotu kad je cilj zastita organizama na vrhu trofickog
lanca od sekundarnog trovanja

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

SKVOpiota — standard kakvoce okolisa za biotu

SPMD - polupropusne membrane (engl. semipermeable membrane device)

s.t. — suha tezina

TBT — tributil kositar (engl. - tributyltin)

TE — toksi¢ni ekvivalent

TL — troficki nivo (engl. trophical level)

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

31N — omjer stabilnih izotopa dusika



1. uvoD

U Uredbi o standardu kakvoce voda (NN 96/2019, 20/2023 i 50/2023-ispravak, u daljnjem
tekstu Uredba) 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 1 2008/105/EZ u odnosu na prioritetne tvari u podrucju vodne politike.
U Direktivi iz 2008. su bili propisani SKVO za biotu, kao 1 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 slucaju poliaromatskih
ugljikovodika i fluorantena, ¢iji standardi se odnose na rakove i mekusce ($koljkasi, puzevi).

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 ¢lanicama Europske unije pa prema tome sluzi
kao baza za donoSenje metodologije provodenja monitoringa biote u Hrvatskoj. Preporuke
za provodenje metodologije uzorkovanja i analiza te provedbe monitoringa prioritetnih tvari
u bioti navedene su u ovoj Metodologiji sukladno Dokumentu Europske komisije br. 32 ,,0
monitoringu biote (primjena SKVO za biotu) u okviru Europske direktive o 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
SKV Opbiota

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 uc¢inka vode za pice ili hrane koja potjece iz vodenih
ekosustava. Prema tome, standardi kvalitete okoliSa za biotu doneseni su s ciljem zastite
slatkovodnih i morskih sustava od neZeljenih u¢inaka koje Stetne tvari mogu imati na vodene
organizme 1 ¢ovjeka 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,
ribljin ulja i sl.) onecis¢ene razli¢itim kemikalijama. Standard se oznacava sa
SKVObiota, ljud.zdrav.

2) zastita od akumulacije kemijskih tvari u hranidbenom lancu, $to se 0sobito 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 SKVObiota, sektrov.

Tvari koje treba ispitivati u bioti propisane su u Uredbi 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 u¢incima navedenih tvari na istrazivane
organizme, uzimajuéi u obzir i odgovarajuci faktor procjene rizika.

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

Utvrdena Stand,a ©
Kao kakvoce za
Broj Naziv prioritetne tvari CAS broj EU broj _ biotu
prioritetna
(SKVObiota)
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 10
(28) Benzo(a)piren 50-32-8 200-028-5 X 5
(34) Dikofol 115-32-3 204-082-0 X 33
Perfluoroktansulfonska
. 1763-23-1 217-179-8 91
(35) kiselina (PFOS) X
(37) Dioksini i spojevi poput ] ] « 0,0065
dioksina (zbroj TE*)
(43) Heksabromociklododekan | 25637-99- ) « 167
(HBCDD) 43194-55-6
Heptaklor i 76-44-8 200-962-3
(44) heptaklorepoksid /1024-57-3 | /213-831-0 X 0.0067

*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.




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
vecina 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-ova 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 Covjeka (kad se konzumira o¢i§¢ena riba) je potrebna
analiza miSi¢nog tkiva ribe. U Tablici 2.2. je za svaku prioritetnu tvar za koju je definiran
SKVOuiota 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
Rakovi i mekusci . . Ukupno meko
(15) Fluoranten (skoljkasi, puzevi) Ljudsko zdravlje tivo
(16) Heksaklorbenzen Ribe Ljudsko zdravlje Misi¢ ribe
@17 Heksaklorobutadien Ribe Sekundarno trovanje Cijelariba
(21) Ziva i njezini spojevi Ribe Sekundarno trovanje Cijelariba
. Rakovi i mekusci . . Ukupno meko
(28) Benzo(a)piren (skoljkasi. puzevi) Ljudsko zdravlje tivo
(34) Dikofol Ribe Sekundarno trovanje Cijelariba
Perfluoroktansulfonska . . : s
(35) kiselina (PFOS) Ribe Ljudsko zdravlje Misi¢ ribe
Dioksini i spoievi poput Ribe, rakovi i Misi¢ ribe ili
(37) . P .J Pop mekusci Ljudsko zdravlje ukupno meko
dioksina T ;
(8koljkasi, puzevi) tkivo
(43) Heksabr(zrréocc:;(g))dodekan Ribe Sekundarno trovanje Cijelariba
Heptaklor i . . . er
(44) heptaklorepoksid Ribe Ljudsko zdravlje Misi¢ ribe

VaZzno 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 miSi¢nom 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 sluc¢aju 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 kakvoce (SKVOpiota) za dva razlicita cilja zastite, ljudsko zdravlje ili
sekundarno trovanje.

Broj Naziv prioritetne tvari SKVObiota, ljud.zdrav. SKVObiota,sek.trov.
pg/kg m.t. pg/kg m.t.

(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 10

(28) Benzo(a)piren (BaP) 5 Nema podataka
(34) Dikofol 134 33

Perfluoroktansulfonska kiselina

(35) (PFOS) 91 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

Zhog izrazito velikih razlika u SKVOviota 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 SK'VOiota 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 ve¢inu spojeva (narocito za PBDE, HCB, PFOS,
dioksine i heptaklor/hepraklorepoksid), s izuzetkom zive i njezinih spojeva c¢ije su
koncentracije vise u miSi¢u. Moguce je odrediti konverzijski faktor izmedu koncentracije
spojeva u cijeloj ribi i one u misi¢u, ali s obzirom na veci 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.

2. 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 organizira se na nacin da se moze ocijeniti ekolosko i kemijsko stanje unutar
razmatranog vodnog tijela. Uzorkovanje biote moZe se provoditi unutar nadzornog,
operativnog ili istrazivaCkog monitoringa, medutim najces¢e se provodi unutar nadzornog
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monitoringa. U Dokumentu br. 32 (EC, 2014a) preporuceno je da se za uskladivanje sa
SKVOpiota 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. Na temelju dosadasnjih
monitoring studija Identifikacije opasnih tvari u bioti te pracenje njihovih koncentracija na
postajama povrsinskih kopnenih voda Republike Hrvatske u periodu 2018.-2023. godine,
predlazemo da se analize u bioti provode na nadzornim postajama jednom u tri godine, a na
operativnima svake godine. Iz prakti¢nih razloga trebalo bi razmotriti moguénost
kombiniranja uzorkovanje biote za kemijski monitoring s uzorkovanjem biote za ekoloski
monitoring, ¢cime se osigurava smanjenje troskova, kao i kompletna bioloska karakterizacija
biote koja se koristi u kemijskom monitoringu. Potreban broj uzoraka biote koji bi omogucio
pouzdanu ocjenu dobivenih rezultata s obzirom na definirane SKVO za biotu ovisi 0
oéekivanoj (mjerenoj) varijabilnosti koncentracije izmedu uzoraka i zadanom nivou
pouzdanosti kod procjene da li izmjerena koncentracija prelazi zadani SKVOpiota.
Varijabilnost koncentracija na pojedinoj lokaciji trebala bi se utvrditi analizom veceg broja
individualnih uzoraka biote za §to bi bio potreban dodatni istraZzivacki 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 i 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 ograni¢enja, kao $to je ukratko navedeno u Tablici 3.1.



Tablica 3.1. Prednosti i ograni¢enja pasivnog i aktivnog biomonitoringa.

Pasivni biomonitoring Aktivni biomonitoring
(koriStenje nativnih organizama) (koriStenje uzgajanih organizama)
Ogranicen broj vrsta organizama
. . ) Mogu¢ izbor mjesta i vremena
¢ Relativno jednostavno provodenje .
. uzorkovanja
uzorkovanja .. . . .
= , ) y Poznato vrijeme izloZenosti zagadenju
@ | o Moguca ocjena dugoro¢nog , s
2 zagadenia Moguca kontrola bioti¢kih parametara
2 e o P (ista veli¢ina, spol, starost)
a& | ® Najcesce koristen, postoji definirana L. ) . )
. Mogu¢ izbor vrste i podrijetla organizma
standardna metodologija ] -
. Moguca ponovljivost
¢ Relevantan za lokalnu ekologiju ol 5 L
Predvidljivost troSkova i trajanja
uzorkovanja
e Ovisi o geografskoj
rasprostranjenosti vrste Nije primjenjiv na sve vrste
e Pokretljivost i migracije vrsta Nacin uzgoja moze utjecati na izlozenost
e Broj i vrsta jedinki moZe varirati i bioloske odgovore organizma
medu lokacijama Ukazuje samo na kratkoroc¢ni utjecaj
e Nepoznato vrijeme izlozenosti zagadenja
% zagadenju Pristup hrani/briga o organizmima
2 | o Razlike u bioakumulaciji spojeva Ne postoji standardizirana metodologija
s ovise 0 vrsti Primjenjuje se rijetko
5” ¢ Bioticki faktori (spol, starost, Dobrobit zivotinja
veli¢ina) utjeu na rezultat Kavezni uzgoj moze utjecati na
e Moguci utjecaj na lokalnu zdravstveno stanje organizama, a time i
populaciju bioakumulaciju
e Moguci negativan ucinak na Nisu realni uvjeti izloZenosti, posebno
zaSticene 1 endemske vrste utjecaj sedimenta
ogranicenog areala

Pasivni monitoring, tj. uzorkovanje nativnih vodenih organizama na odabranim lokacijama
je metoda koja se najceSce koristi 1 za koju je razvijena standardna metodologija
biomonitoringa. Glavne prednosti te metode su da daje moguénost ocjene dugorocnog

utjecaja zagadenja i 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 kratkoro¢ne 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 $to manjeg broja vrsta

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

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

e Velic¢ina jedinki koja omogucava prikupljanje dovoljne kolic¢ine tkiva za analizu

e Nisu zasti¢ene vrste 1 njihovo uzorkovanje ne ugrozava socioekonomske interese

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

Izbor odgovarajuéih vrsta donosi se na bazi postojeéih saznanja i nacionalnih baza podataka
o vrstama u podru¢jima gdje se provodi monitoring, uzimajuéi u obzir gore navedene
kriterije. U Europi je nemoguce odabrati jednu vrstu koja bi se koristila u vise zemalja s
obzirom na velike klimatske razlike. Takoder se ¢esto unutar jednog rije¢nog sustava koristi
jedna vrsta u gornjem, brzinskom toku, a druga vrsta u donjem, mirnom dijelu rijeke.
Najcescée koristene vrste riba u biomonitoringu u Europskim rijekama su pastrva, klen,
mrena, grge¢ 1 deverika. Konacni izbor vrste obi¢no je kompromis izmedu vrste koja
zadovoljava vecinu potrebnih kriterija i1 vrste koju se realno moZe uzorkovati u dovoljnom
broju 1 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 veliCine 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 Skrge. 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 veliine. Preporuca se odrediti i kondicijski faktor (CF,
engl. condition factor) riba prema Rétz and Lloret (2003): ukupna masa X totalna duzina™ (g
cm x 100), za $to je potrebno odrediti totalnu duzinu i masu ribe, iako nije pokazano da CF
znatno utjece na akumulaciju zagadivala, osim u ekstremnim slucajevima pothranjenosti
riba. Premda spol mozZe utjecati na koncentraciju zagadivala, taj utjecaj je mali te s obzirom
na Cinjenicu da odredivanje spola nije jednostavno, nije potrebno odrediti spol. Utjecaj
sezone na koncentracije zagadivala u tkivu moze biti zna¢ajan zbog reprodukcijskog ciklusa,
posebno direktno prije i nakon mrijesta. Zbog toga je potrebno izbjegavati uzorkovanje riba
i Skoljkasa 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 prosjeéni 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 preporucene 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). Kako bi se provela normalizacija potrebno je izmjeriti
sadrzaj masti i suhe tvari u analiziranim uzorcima. U tu svrhu bi se mogli koristiti i podaci
za sadrzaj masti i suhe tvari za analizirane vrste iz baze FishBase, ali se zbog varijabilnosti
tih podataka za prirodne uzorke preporuc¢a odredivanje sadrzaja masti i suhe tvari u stvarnim
uzorcima, $to se i provodi u okviru monitoring studija.

Izracun koncentracija normaliziranih na sadrzaj masti (koncnorm, masti ) 1 na sadrzaj suhe tvari
(koncnorm, st) iz izmjerenih koncentracija (koncizmj) provodi se prema slijede¢im formulama:

Zaribe:

KoNCnorm, masti = KONCizmj X 0,05/sadrZaj masti i koncnorm, s.t. = KONCizmj X 0,26/sadrZaj suhe
tvari

Za SkoljkaSe:

KONCnorm, masti = KONCizmj X 0,01/sadrzaj masti i koncnorm, s.t. = KONCizmj X 0,083/sadrzaj suhe
tvari

Za rakove i puzeve:

U preporukama za provedbu Monitoringa (EC, 2014a) nije definiran sadrzaj masti i suhe
tvari na koje treba provoditi normalizaciju koncentracija.
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3.3.2. Utjecaj trofickog nivoa na ocjenu sukladnosti sa SKVOniota

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) kriti¢na 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 SKVOiota, 0Sim za PAH-ove (fluoranten i
benzo(a)piren), koji se puno vise akumuliraju na niZzim 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 i ptice) uglavnom nalaze na trofickom nivou 4,5 u slatkovodnom prehrambenom
lancu. To zna¢i 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 SKVOpiota za ribe definiran za vrste riba koje
se nalazena TL =3,5-45.

Organizmi koji se uzorkuju u okviru monitoringa i u kojima se odreduju prioritetne tvari
trebali bi biti na slicnom poloZzaju u trofickom lancu kao i organizmi za koje su definirani
SKVOiota. 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 (8'°N) na razli¢itim stupnjevima
trofi¢kog lanca prema formuli:

TL = ((8*°N (riba) - 8N (skoljkas))/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 moguce uzorkovati ribe na odgovaraju¢em nivou u prehrambenom
lancu, preporuca se ili preracun postoje¢ih SKVOpiota na drugi troficki nivo, ili preracun
izmjerenih koncentracija na standardni troficki nivo za koji je definiran SK'VOiota. Kada je
SKVOpiota 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.
Prera¢unavanje vrijednosti SKVOniota U SKVObiota, %, tj. na troficki nivo ,,x“ koji odgovara
organizmima na kojima se vr$io monitoring, ili pak preratunavanje izmjerene koncentracije
na standardni troficki nivo (npr. TL = 4) za koji je definiran SKVOpiota vrsi se prema
formulama:

SKVObiota, X = SKVObiota/TMF(A'_TL(X)) ili konCTI_-kor = konCizmj/TMF(4_TL(x))
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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
SKVOpiota, 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
SKVOpiota. Ukoliko to nije moguce svakako treba za koriStene 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 i
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 uzorkivaca za preliminarno
utvrdivanje lokacija na kojima je koncentracija prioritetnih tvari povisSena 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 kvantitativna povezanost izmedu koncentracije
prioritetne tvari u vodi odredene pomocu uzorkivaca i one akumulirane u bioti, §to onda
omogucava uskladivanje sa SKVOpiota.

Pasivni uzorkivac¢i akumuliraju hidrofobne tvari iz vode jer su one znatno topljivije u
materijalu koji je ugraden u uzorkiva¢ nego u vodi. Uzorkiva¢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 gustoce
(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 §to 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 nacelno 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 uzorkiva¢a. Medutim, to je metoda koja jo$ nije u prihvaéena
u EU i predlozena je za koriStenje samo u nekim zemljama, kao npr. Nizozemskoj (Smedes
i sur., 2010). Cijena uzorkivaca vrlo je visoka (nekoliko tisu¢a eura), ali nizozemski
predlagaci tvrde da je zbog smanjenja frekvencije uzorkovanja odnos cijene i 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
SKVOpbiota 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 i morskih riba pokazuju visestruko vece koncentracije
0d SKVOpiota Vrijednosti.

Najveci problem u tom smislu predstavlja vrlo niska vrijednost za SKVO za Hg u ribama
(10 pg/kg m.t.) koja je definirana za zastitu od sekundarnog trovanja ptica i 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 propisane SKVO vrijednosti (Zivkovié i sur.,
2017; OSPAR 2016; Vignati i sur., 2013). Provedene monitoring studije Identifikacije
opasnih tvari u bioti te pracenje njihovih koncentracija na postajama povrsinskih kopnenih
voda Republike Hrvatske u periodu 2018.-2023. godine potvrdile su izmjerene vise
vrijednosti masenih udjela Hg od onih propisanih SKVO vrijednostima za Hg u bioti gotovo
na svim lokalitetima. Ovdje je vazno istaknuti da je vrijednost SKVO za Hg u ribama, koja
je na osnovu toksikoloskih efekata definirana u Uredbi, niza od svih vrijednosti masenih
udjela Hg u ribama navedenih u dostupnoj literaturi. 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 Kkriterija (uz korekciju na traZzeni 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
izvjes$¢u se, medutim, navodi da je s ekotoksikoloskog aspekta SKVO za Hg opravdano tako
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nizak, premda je napomenuto da su laboratorijska ekotoksikoloska ispitivanja u stvari
nedostatna. U istom izvjescu 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 ¢lanice mogu
pristupiti problemu nezadovoljavanja 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. $koljkasima, 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 i predlazu
da se poc¢ne provoditi prosireni monitoring Hg u bioti koji bi omogucio definiranje raspona
koncentracija za pojedine organizme i vremenskih trendova, a onda i posljedicno mozda
omoguc¢io donoSenje manje striktnih kriterija za SKVO za Hg u bioti. Naime,
bioakumulacija i biomagnifikacija Hg u vodenom trofi¢kim lancu je izuzetno kompleksna i
u velikoj mjeri ovisi o biogeokemijskim karakteristikama samog sustava, a ne samo 0
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 rije¢nim 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, a to su pokazale i do sada provedene monitoring studije Identifikacije opasnih tvari
u bioti te pradenje njihovih koncentracija na postajama povrSinskih kopnenih voda
Republike Hrvatske u periodu 2018.-2023. godine. 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, kako je propisano u Uredbi. Dakle, u okviru monitoringa
biote u slatkovodnim ekosustavima svakako bi trebalo provoditi kontinuirani monitoring
PBDE-ova u bioti da se utvrde trendovi i eventualne promjene njihove koncentracije.

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

Republika Hrvatska je poznata po iznimnoj raznolikosti ihtiofaune, posebno bogatstvom
vrsta 1 endema, $to je ¢ini jednom od ihtioloski najraznolikijih zemalja Europe. Bogatstvo
vrsta posljedica je zemljopisnog polozaja te geoloske proslosti. U slatkim vodama Republike
Hrvatske zivi oko 140 ribljih svojti od ¢ega crnomorski ili dunavski slijev nastanjuje 87
ribljih svojti (67 autohtonih i 20 stranih vrsta), a jadranski 80 vrsta (10 stranih vrsta i 13
translociranih) (Dupli¢, 2008). Juzni dio Hrvatske jedno je od najvaznijih srediSta
raznolikosti ihtiofaune u Europi s velikim brojem endema. Na tom se podruc¢ju u buduénosti
mogu ocekivati otkri¢a novih vrsta.
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Rijeke prema zajednici riba mozemo podijeliti u zone pa se sastav zajednice riba mijenja
kako se mijenjaju ekoloski uvjeti u toku. Najuzvodnija zona je zona pastrve koju
karakterizira brz tok i hladna voda bogata otopljenim kisikom. Broj vrsta u toj je zoni
relativno malen i dominiraju reofilne vrste: pastrva, pijor, lipljen i mladica. Sljedeca je zona
mrene koju karakterizira manje brzi tok te voda koja ljeti premaSuje 15 °C i siromasnija je
kisikom. Karakteristicne vrste za tu zonu su mrena, klen 1 podust. Sljedeca je zona deverike
koju karakterizira jo$ sporiji tok s temperaturom vode ljeti preko 20 °C i jo§ nizim razinama
kisika. Tipi¢ne vrste te zone su deverika, $aran i jez (Dupli¢, 2008). Naravno, ova se zonacija
primjenjuje samo na velikim i dugackim rijekama pa je za manje tekuéice 1 sve stajacice
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
ukljucuje dva sliva, odabrane su vrste riba koje su karakteristicne 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 stani$tima 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 nazna¢enom 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 (Zgﬁ]s:) TOtal(rrlT?rs;l Zina uz\c)/rrlijoe\r/ztra]ja nljrei;:a(;?a

dvotf’;ﬁ?:“a /;:23;2?:35: 3do5 | 80do140 | 1.6.do31.10. | 1.4.do 3L5.
uklija Alburnus alburnus | 3do5 80 do 140 1.6.d031.10. |1.4.do315.
patuljasti somic¢ Ameiurus melas 3do5 130 do 250 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.

jegulja Anguilla anguilla | 3do 25 300 do 550 15.4. do 30.9. -
poto¢na mrena | Barbus balcanicus | 3do5 120 do 200 1.6.d0 31.10. |1.4.do315.
mrena Barbus balcanicus 3do5 120 do 200 1.6.do 31.10. |1.4.do315.
mren Barbus plebejus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
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.do0 30.9. | 1.2.do 31.3.

gambuzija Gambusia affinis 1do3 20 do 50 cijela godina -
jez Leuciscus idus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
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Vrsta riba Znanstveno ime (zgi?:) TOtal(Irlr?rs;l Zina uz\o/rrlijg\r:;ija n'?ﬁ;g;?a
f&f}Jgﬁ;ck NeOOODS | 3405 | 50d0150 | 1.4.d0309. [110.do313
kal;;%;?\i/j:ka Oncorhynchus mykiss| 3do5 100 do 250 1.4.do 30.9. |1.10.do 31.3.
grged Perca fluviatilis 3do5 120 do 190 1.6.d0 31.10. |1.4.do315.
basak Rutilus basak 3do5 120 do 170 1.6.d0 31.10. |1.4.do315.
bodorka Rutilus rutilus 3do5 100 do 140 1.6.do31.10. |1.4.do315.
primorska salmo farioides | 3do5 | 100d0250 | 1.4.d030.9. |1.10.do 313,

pastrva
potocna pastrva Salmo trutta 3do5 100 do 250 1.4.do030.9. |1.10.do 31.3.
drlja Scardinius dergle 3do5 120 do 170 1.6.do 31.10. | 1.4.do 31.5.
crvenperka eryti‘:ri;m;f’mus 3do5 | 120d0250 | 1.6.do31.10. | 1.4.do 315,
peskelj Scardinius plotizza | 3do5 120 do 170 1.6.do 31.10. |1.4.do315.
klen Squalius cephalus 3do5 120 do 250 1.6.do 31.10. |1.4.do31.5.
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.do31.5.
lipljen Thymallus thymallus | 3 do5 100 do 250 1.4.do 30.9. |1.10.do 31.3.
5.1. UgroZenost i zaStita odabranih vrsta riba

Pregled statusa ugrozenosti i zastite odabranih riba prikazan je u Tablici 5.2.

Tablica 5.2. Status ugroZenosti i zastite odabranih vrsta riba

. Direktivao | Bernska | Hrvatski Crveni D
Znanstveno ime e .. . Stupan;j zastite
stanistima | konvencija popis *
Alburnoides bipunctatus Il LC -
Alburnus alburnus LC -
Ameiurus melas - -
strogo zaSti¢ena samo u
Anguilla anguilla \Y VU Vranskom jezeru kod
Biograda i u NP Krka
Barbus balcanicus I, v i VU -
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Direktivao | Bernska | Hrvatski Crveni

Znanstveno ime iy " . Stupanj zastite
staniStima | konvencija popis *
Barbus barbus LC -
. strogo zasti¢ena samo
Barbus plebejus I, v Il VU g

unutar granica PP Velebit

Carassius gibelio - -

Esox lucius - -

Gambusia affinis - R

Leuciscus idus VU -

Neogobius melanostomus - -

Oncorhynchus mykiss - -

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

li manj V . .
Squalius zrmanjae v unutar granica PP Velebit

Thymallus thymallus VU

* kategorija ugrozenosti vrsta prema IUCN (Medunarodni savez za oCuvanje prirode, eng.
International Union for Conservation of Nature: LC — najmanje zabrinjavaju¢a; VU — osjetljiva; NT
— gotovo ugrozena; EN — ugrozena; DD — nedovoljno poznata)

Sve odabrane vrste u dunavskom slijevu nisu zasti¢ene niti bi uzorkovanje u potrebnim
koli¢inama moglo ugroziti populaciju. U jadranskom su slijevu strogo zaSticene mren,
jegulja 1 zrmanjski klen, ali samo u odredenim podrucjima, odnosno na podrucjima
nacionalnih parkova i parkova prirode kako je naznaceno u tablici (Mrakov¢ic i 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
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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 najéesée koriste u
analizama (Tablica 5.3.).

Vrste riba odabrane za potrebe ovog istrazivanja su po staniSnim grupama podijeljene u 3
kategorije: reofilne, limnofilne i euritopne, pri ¢emu reofilne vrste preferiraju tekucu vodu,
limnofilne stajacu, 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 5.3.).

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. Ve¢ina odabranih vrsta riba po
grupama tolerancije, odnosno prema osjetljivosti vrsta na specifiéne pritiske, spada u
tolerantne ili srednje tolerantne vrste (Tablica 5.3.). 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
znacCajka 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 zivota spadaju u kratkozivuée, 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 5.3.). Jedina je
iznimka jegulja koja poduzima duge migracije 1 mrijesti se u Sargaskom moru. Ipak, jegulja
se mrijesti samo jednom u Zivotu i za vrijeme slatkovodne faze ne migrira Sto je Cini
pogodnom vrstom za ovu vrstu istrazivanja.
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Tablica 5.3. Ekoloski zahtjevi odabranih vrsta riba

. . Stanisna | Prehrambena StaniSte Troficki | Reproduktivna " .. . ..
Vrsta riba Znanstveno ime Lo . Tolerancija | DuZina Zivota Migracije
grupa grupa hranjenja nivo grupa
dvopru_gasta A!burnmdes reofilna kukcozder | vodeni stupac| 2,9 0,35 litofil netolerantna | kratkozivuca ne migrira
uklija bipunctatus
uklija Alburnus alburnus | euritopna svezder vodeni stupac| 2,7+0,29 | fito-litofil tolerantna kratkoZivuca ne migrira
crni somié¢ Ameiurus melas limnofilna svezder dno 38+04 fitofil tolerantna kratkozivuca ne migrira
jegulja Anguilla anguilla | euritopna svezder dno 3,6+0,3 - tolerantna dugozivuca duge
pﬁqtr(;;ga Barbus balcanicus reofilna svezder dno 32104 litofil netolerantna | srednjezivuca kratke
mrena Barbus barbus reofilna svezder dno 3,1+0,39 litofil tolerantna dugoZivuca kratke
mren Barbus plebejus reofilna svezder dno 3,4+0,51 litofil tolerantna dugozivuca kratke
babuska Carassius gibelio | euritopna svezder dno 2500 fitofil tolerantna dugoZivuca kratke
Stuka Esox lucius euritopna ribozder vodeni stupac| 4,1+0,4 fitofil toslreerigjtia dugoZivuca kratke
gambuzija Gambusia affinis | euritopna svezder vodeni stupac| 3,1+0,2 zivorodna tolerantna kratkozivuca ne migrira
jez Leuciscus idus reofilna svezder vodeni stupac| 3,8 0,59 | fito-litofil toslreerirr]]]t(re\a kratkozivucéa kratke
glavotic Neogobius euritopna svezder dno 33+0,1 litofil tolerantna | srednjeZivuca kratke
okrugljak melanostomus
kalifornijska Oncorhynchus mykisg  reofilna rlbozc}er_ vodeni stupac| 4,1+0,3 litofil netolerantna | srednjezivuca kratke
pastrva kukcozder
grged Perca fluviatilis euritopna gl)(zi(;:r vodeni stupac| 4,4+0,0 fito-litofil tolerantna kratkozivuca 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 rlbozqer' vodeni stupac| 3,5+0,5 litofil netolerantna | srednjezivuca kratke
pastrva kukcozder
potocna Salmo trutta reofilna r1boz%er- vodeni stupac| 3,4+0,1 litofil netolerantna | srednjezivucéa kratke
pastrva kukcozder
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V/rsta riba ZiErETe e | LW | PENEmine | S Troficki | Reproduktivna Tolerancija | Duzina zivota | Migracije
grupa grupa hranjenja nivo grupa
drlja Scardinius dergle | limnofilna svezder vodeni stupac| 2,9 0,39 fitofil srednje srednjezivuéa | ne migrira
tolerantna
crvenperka Scardinius limnofilna svezder vodeni stupac | 2,9 +0,39 fitofil srednje srednjezivuéa | ne migrira
erythrophthalmus tolerantna
peskel; Scardinius plotizza | limnofilna svezder vodeni stupac| 2,9 0,39 fitofil toslr:rirr]ljtﬁa srednjezivuéa | ne migrira
klen Squalius cephalus reofilna svezder vodeni stupac| 2,7+0,1 litofil tc;slreeriﬂjtia kratkozivuca kratke
ilirski klen Squalius illyricus reofilna svezder vodeni 3,5+0,37 litofil srednje kratkozivuéa kratke
stupac tolerantna
bijeli klen | Squaliussqualus | reofilna |  sverder vodeni | 54405 litofil srednje |y tkozivuca | kratke
stupac tolerantna
zrmanjski Squalius zrmanjae reofilna svezder vodeni 3,4+04 litofil srednje kratkozivuéa kratke
klen stupac tolerantna
L Thymallus . ribozder- vodeni e e,
lipljen thymallus reofilna Kukcozder stupac 3,1+£0,42 litofil netolerantna | srednjezivuca kratke
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5.3. Trofiéki nivo odabranih vrsta riba

Trofi¢ki nivo odabranih vrsta prikazan je u Tablici 5.4. 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). Troficki nivo nekih vrsta je jo§ uvijek nepoznat pa je
procijenjen na osnovu najblizih srodnika i u tablici je oznacen sa zvjezdicom.

Tablica 5.4. Trofi¢ki nivo odabranih vrsta riba

Znanstveno ime Troficki nivo
Alburnoides bipunctatus 2,9+0,35
Alburnus alburnus 2,7+0,29
Ameiurus melas 38+04
Anguilla anguilla 36+0,3
Barbus balcanicus 32x04*
Barbus barbus 3,1+0,39
Barbus plebejus 3,4+0,51
Carassius gibelio 2,5%£0,0
Esox lucius 41+04
Gambusia affinis 3,1+0,2
Leuciscus idus 3,8+0,59
Neogobius melanostomus 33+0,1
Oncorhynchus mykiss 41+0,3
Perca fluviatilis 4,4+0,0
Rutilus basak 30x02*
Rutilus rutilus 3,000
Salmo farioides 35+x05*
Salmo trutta 340,11
Scardinius dergle 29+0,39*
Scardinius erythrophthalmus 2,9+0,39
Scardinius plotizza 29+0,39*
Squalius cephalus 2,7+0,1
Squalius illyricus 3,5+0,37
Squalius squalus 34x05*
Squalius zrmanjae 3404 *
Thymallus thymallus 3,1+0,42

* Troficki nivo Koji jos uvijek nije poznat za pojedine vrste te je procijenjen na osnovu najblizih
srodnika
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6. IZBOR BESKRALJEZNJAKA ZA ODREDPIVANJE PRIORITETNIH
TVARI U POVRSINSKIM KOPNENIMA VODAMA

Izbor beskraljeznjaka u kojima se provodi odredivanje prioritetnih tvari u povrSinskim
kopnenim vodama ukljucuje mekusce (Skoljkasi i puzevi) i rakove.

Slatkovodni skoljkaSi su zastupljeni s porodicom Unionidae (lisanke). Karakterizira ih
raznolikost oblika i boje ljusture koje su uvjetovane podruc¢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 s faunom
Sjeverne Amerike i Afrike. U Hrvatskoj je ova porodica zastupljena slijede¢im vrstama:
bezupka - Anodonta cygnea (Linnaeus, 1758); Anodonta anatina (Linnaeus, 1758);
Anodonta exulcerata Porro, 1838; Pseudanodonta complanata (Rossmassler, 1835); obi¢na
lisanka - Unio crassus Philipsson, 1788; slikarska lisanka - Unio pictorum (Linnaeus, 1758);
Unio tumidus Philipsson, 1788; Unio elongatulus Pfeiffer, 1825; Microcondylaea bonellii
(Ferussac, 1827) (Cuttelod i sur., 2011), a poCetkom 21. stolje¢a zabiljezena je invazivna
strana vrsta isto¢noazijska bezupka — Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) (Lajtner i Crncan,
2011). Najnovija taksonomska istrazivanja vrste U. crassus pokazala su da se radi o
kompleksu 12 vrsta od kojih u Hrvatskoj dolaze: Unio crassus s. str. Philipsson in Retzius,
1788., Unio vicarius Westerlund in Westerlund & Blanc, 1879 stat. rev. i Unio nanus
Lamarck, 1819 stat. rev. (Lopes Lima i sur., 2024). Navedene tri vrste teSko je morfoloski
razlikovati 1 tek molekularna analiza moze potvrditi o kojoj se vrsti radi. StaniSte porodice
Unionidae su jezera, potoci 1 rijeke u kojima kao sediment prevladava pijesak i §ljunak. Zbog
bogatstva hrane u rijekama je, za razliku od potoka, zabiljezena i veca raznolikost vrsta.
Opcenito govorec¢i unionidni Skoljkasi se hrane bakterijama i mikroplanktonom. LiCinka
glohidija je nametnik na perajama ili Skrgama riba $to je vazno za njihovo rasprostranjenje
buduci da su odrasli Skoljkasi slabo pokretni.

Predstavnici porodice Unionidae relativno su dostupni na istrazivanim lokalitetima. 1zuzetak
je obi¢na lisanka, Unio crassus. Zbog velikog smanjenja brojnosti jedinki vrsta je uvrStena
na Dodatak II 1 IV EU Direktive o zastiti prirodnih staniSta 1 divlje faune 1 flore 92/43EECz
(NATURA 2000 vrsta), a u Hrvatskoj je strogo zastiena (Pravilnik o strogo zaSticenim
vrstama, NN 144/2013). Uzorkovanje ove vrste moguce je samo iz znanstveno opravdanih
razloga uz posebnu dozvolu Ministarstva za zastitu okoliSa i zelene tranzicije, a jedan od
preduvijeta za dobivanje dozvole je velika gustoca populacije. S druge strane, invazivna vrsta
Sinanodonta woodiana siroko je rasprostranjena u Hrvatskoj, najveca je vrsta iz porodice
Unionidae (duljina do 30 cm), a ima i dokazan negativan ucinak na autohtone vrste
SkoljkaSa. Upravo stoga se na svim istrazivanim lokalitetima (na kojima je zabiljeZena)
preporucuje uzorkovanje ove vrste umjesto autohtonih vrsta SkoljkaSa. Prilikom sli¢nih
istrazivanja, ovisno o dostupnosti, mogu se koristiti i puzevi te amfipodni rakovi iz porodice
Gammaridae.

Slatkovodna fauna broji oko 4 000 opisanih vrsta puzeva koji su prilagodeni Sirokom spektru
staniSta (Strong 1 sur., 2008). U slatkovodnim ekosustavima prisutni su prednjoskrznjaci
(Prosobranchiata) i pluénjaci (Pulmonata). Povoljnost stani$ta za normalan rast i razvoj
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puzeva ovisi o brojnim abiotiCkim i biotickim faktorima - temperaturi, salinitetu, pH
vrijednosti, koncentraciji kalcijevih iona, koli¢ini otopljenog kisika, supstratu, strujanju
vode, kompeticiji za hranu, predatorima i parazitima (Gloer, 2002). Slatkovodne puzeve
karakterizira visoka tolerancija na promjene pH vrijednosti vode, prilagodba na nisku
koncentraciju natrijevog klorida u vodi (Gloer, 2002), razliCita tolerancija na temperaturu,
zivot na manjim dubinama i u vodi s veCom koli¢inom kalcijevih iona te u stanistima s
gustom vegetacijom (Pfleger i Chatfield, 1988). Kisik je vazan ¢imbenik za
prednjoskrznjake jer oni uzimaju otopljeni kisik iz vode, a za razliku od njih, plué¢njaci mogu
uzimati atmosferski kisik s vodene povrSine penjuci se na vodenu vegetaciju ili samo
plutajuéi na povrsini (Gloer, 2002). Tekucice imaju vise kisika nego vode stajacice (Gloer,
2002) stoga prednjoSkrznjaci uglavnom zive u tekuéicama s puno kisika, a pluénjaci
preferiraju stajace ili slabo tekuce vode (Pfleger i Chatfield, 1988).

U Hrvatskoj dolazi oko 250 vrsta slatkovodnih puzeva. Porodice prednjoskrznjaka koje su
najéeS¢e u kopnenim vodama su Amphimelaniidae, Bithyniidae, Hydrobiidae,
Melanopsidae, Neritidae, Valvatidae 1 Viviparidae, dok su puzevi pluénjaci najcesce
zastupljeni porodicama Lymnaeidae, Planorbidae i Physidae. Uzevsi u obzir malu veli¢inu
kucica puzevi iz porodica Hydrobiidae i Valvatidae nisu predlozeni za istraZivanje.

Popis vrsta puzeva predloZenih za istrazivanje:

Por. Amphimelaniidae

1. Holandriana holandrii (C. Pfeiffer, 1828)
syn. Amphimelania holandrii (C. Pfeiffer, 1828)

Por. Bithyniidae
2. Bithynia tentaculata (Linnaeus, 1758)
Por. Lymnaeidae
3. Peregriana peregra (O. F. Miller, 1774)
syn. Radix labiata (Rossmassler, 1835)
syn. Radix peregra (O. F. Mdiller, 1774)
4. Ampullaceana balthica (Linnaeus, 1758)
syn. Radix balthica (Linnaeus, 1758)
syn. Radix ovata (Draparnaud, 1805)
Por. Melanopsidae

5. Microcolpia daudebartii acicularis (A. Férussac, 1823)
syn. Fagotia acicularis (A. Férussac, 1823)

6. Esperiana esperi (A. Férussac, 1823)
syn. Fagotia esperi (A. Férussac, 1823)

Por. Neritidae

7. Theodoxus danubialis (C. Pfeiffer, 1828)
8. Theodoxus fluviatilis (Linnaeus, 1758)
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Por. Physidae
9. Physella acuta (Draparnaud, 1805)

Por. Planorbidae
10. Planorbarius corneus (Linnaeus, 1758)
Por. Viviparidae

11. Viviparus acerosus Bourguignat, 1862
12. Viviparus contectus (Millet, 1813)
13. Viviparus viviparus (Linnaeus, 1758)

Slatkovodni mekusSci predstavljaju jednu od najugroZenijih skupina Zivotinja (Lydeard i sur.,
2004). Glavni razlozi smanjenja broja vrsta 1 pada gustoce populacija mogu se pripisati
osobinama njihovog Zivotnog ciklusa i antropogenim utjecajima (Strong i sur., 2008).
Karakteristike koje ¢ine osjetljive vrste teSko prilagodljivima na promjene u okolisu su slaba
pokretljivost, uska vezanost za to¢no odredeni tip staniSta, ograniCen areal, dugo vrijeme
spolnog sazrijevanja, niska plodnost i relativno dug Zivotni vijek (Strong i sur., 2008). Stetni
antropogeni utjecaji podrazumijevaju intenzivnu poljoprivredu, poveéano koriStenje
kemijskih gnojiva 1 pesticida, urbanizaciju, pretjerano iskoriStavanje i preoblikovanje
vodenih povrSina, invazivne vrste te klimatske promjene popracene pove¢anom ucestalosc¢u
1 intenzitetom susa (Cuttelod i sur., 2011).

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 i sur. 2008). Za vecinu vrsta iz reda je karakteristi¢no bo¢no spljosteno tijelo. Imaju
slozene sesilne o¢i, nemaju karpaks, a prijelaz izmedu prsnog i zacanog dijela tijela nije
jasan. Njihov usni aparat je dobro razvijen i ukljucuje maksile i maksilipede za hranjenje i
za struganje biofilma, te maksile za trganje i1 Zvakanje hrane. Jaja nose u ventralnom
marsupiju, a juvenilne jedinke se razvijaju od 1 do preko 20 tjedana, ovisno o vrsti i
koji se ocituje u ve¢em 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 veci
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 i duge
noge te sluze za hodanje i hranjenje te su smjestene na prednjem dijelu tijela, a pleopodi su
kratke noge na straznjem dijelu tijela 1 one sluze za plivanje. Jedinstveni su po tome §to
imaju tri para uropoda koji im sluze za guranje u akvatickih vrsta ili za skakanje u
semiterestrickih 1 terestrickih vrsta. Vrlo su brojni u zajednicama dna potoka 1 rijeka, a
njihova funkcionalna uloga u hranidbenoj strukturi vodenih stanista je usitnjavanje krupnog
organskog detritusa (Glazier 2009) te su vazni u protoku energije i kruzenju tvari u kopnenim
vodama.
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6.1. Problemi pri uzorkovanju beskraljeSnjaka u nekim povrSinskim
kopnenim vodama u okviru provedenih monitoring studija u periodu od 2018. do 2023.

Na temelju do sada provedenih monitoring studija Identifikacije opasnih tvari u bioti te
pracenje njihovih koncentracija na postajama povrSinskih kopnenih voda Republike
Hrvatske (2018.-2023.), pokazalo se da je uzorkovanje mekusaca ili rakova bilo moguce
provesti u manjem obimu, odnosno beskraljeSnjake je bilo moguce uzorkovati na manjem
broju mjernih postaja od riba. S obzirom na njihovu specifi¢nu ekologiju, a time i stanista
na kojima obitavaju, Skoljkase je moguée uzorkovati samo na lokacijama za koja su
karakteristi¢éna pjeskovito-muljevita dna. Uz to, njihovo uzorkovanje je oteZano i zbog
¢injenice Sto su uglavnom ukopani u supstrat te je potreban povecan napor da se uzorkuje
dovoljan broj jedinki, a osim toga, na velikom broju odabranih postaja na kojima su $koljkasi
pronadeni, gustoca njihovih populacija bila je mala. Treba istaknuti i da su Skoljkasi
prepoznati kao ,,inZenjeri ekosustava“ koji obavljaju brojne usluge ekosustava pa je
uzorkovanje ove skupine na mjestima sa malom gusto¢om populacija bolje izbjec¢i. Upravo
je zbog navedenog provedeno uzorkovanje i druge skupine beskralje$njaka, rakuSaca, na
dodatnih sedam postaja kako bi ispitali njihovu primjenu kao indikatorskih organizama za
mjerenje fluorantena i benzo(a)pirena. Medutim, 1 rakuSce mozemo naci samo u Cistim
vodama bogatim kisikom te je takoder ograniCen 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 ja¢im antropogenim utjecajem nisu prikladna za njihovo uzorkovanje. Osim
toga, jedinke rakuSaca su vrlo sitne i javlja se problem prikupljanja dovoljne koli¢ine
uzoraka za analize. Nacelno, rakusci su se pokazali prikladnim organizmima 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 puzeva. U $vedskoj studiji iz 2015.
godine slatkovodni puzevi iz porodice Lymnaeidae su se pokazali pogodni za monitoring
PAH-ova (Karlsson i sur., 2015). Jedna od vrsta koja bi bila pogodna za uzorkovanje u
Hrvatskoj je Holandriana holandrii. Ovaj slatkovodni puz je u Hrvatskoj Siroko
rasprostranjen, ima veliku gusto¢u populacija, prepoznat je kao dobar indikator organskog
onecis¢enja (Moog, 2002), a moze se koristiti i kao biomarker oksidativnog stresa u okolisu
(Vrankovi¢ i sur., 2012). Popis porodica i vrsta slatkovodnih puzeva koji se potencijalno
mogu koristiti kao zamjena za $koljkaSe naveden je u gornjem tekstu.

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 Uredbom. Predstavljeni su ciljevi i namjena ocjene kemijskog stanja voda na
osnovu mjerenja koncentracija prioritetnih tvari u bioti, kao i izbor organizama, njihova
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ugrozenost, zaStita i ekologija u pojedinim kopnenim povrSinskim vodama Republike
Hrvatske.

Izbor vrste organizama u kojima se provode analize prioritetnih tvari temelji se na Cinjenici
da je ve¢ina od 11 prioritetnih tvari za koje su definirane SKVO za biotu podlozna
biomagnifikaciji te se one analiziraju u ribama, kao organizmima na viSem trofi¢kom nivou.
Izuzetak su PAH-ovi (poliaromatski ugljikovodici), poput fluorantena i benzo(a)pirena, koji
se odreduju u beskraljeznjacima, odnosno u organizmima na nizem trofickom nivou (rakovi
ili Skoljkasi). Analiza u ribama predvidena je u dvije razlicite vrste tkiva, ovisno radi li se 0
zastiti od sekundarnog trovanja (cijela riba) ili zastiti ljudskog zdravlja (miSi¢no tkivo ribe)
te se heksaklorobutadien, ziva i njezini spojevi, dikofol i heksabromociklododekan mjere u
cijeloj ribi, a bromirani difenileteri, heksaklorbenzen, perfluoroktansulfonska kiselina,
dioksini i spojevi poput dioksina, heptaklor i heptaklorepoksid se mjere u misicu ribe.
Bioakumulacija lipofilnih prioritetnih tvari u bioti jako ovisi o njihovom sadrzaju masti
(lipida) te je za potpuniju interpretaciju rezultata jako vazno poznavati udio masti u
analiziranim uzorcima, te se mjere dodatno i lipidi.

U preporukama za provodenja monitoringa biote navedene su i smjernice za osmisljavanje
programa uzorkovanja, odabira vrste monitoringa (pasivni ili aktivni biomonitoring) te
obrade i prikaza rezultata, uklju¢ujuéi normalizaciju na sadrzaj masti i suhe tvari te utjecaj
trofickog nivoa na ocjenu sukladnosti sa SKVOuiota. PoZeljno je mjeriti koncentracije
prioritetnih tvari u ribama koje su na TL = 3,5 — 4,5 za koje su definirani SKVOpiota.
Preporuca se za koriStene vrste riba prikupiti podatke o trofickom nivou na kojem se nalaze,
ili iz dostupnih baza podataka (FishBaze), ili, Sto 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 SKVObiota.

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, imajuc¢i u vidu da su to reprezentativne vrste za pojedino
vodno tijelo, da treba obuhvatiti $to manji broj vrsta kako bi se omoguéila 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 i
provedenih monitoring studija o reprezentativnim vrstama i njihovoj ekologiji u pojedinim
vodnim tijelima.
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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.).
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Slika 9.1. Karta u HRTS96 projekciji s upisanim lokacijama na kojima su predlozene
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 (dostupna u Hrvatskim vodama)

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

- 1 km za male rijeke (porjecje < 100 km?),
- 5 km za rijeke srednje veli¢ine (100 — 1000 km?) i
- 10 km za velike rijeke (porje¢je > 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 ocekuje znacajnije odstupanje u sastavu ihtiofaune unutar tog
kilometra rijeke. Analogno tome, na srednje velikim i velikim rijekama ne o¢ekuje se
znacCajnije odstupanje u sastavu ihtiofaune 2,5 km, odnosno 5 km uzvodno i nizvodno od
mjesta uzorkovanja.

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 moguée, zbog
nepostojanja neke od navedenih vrsta, tada na licu mjesta treba procijeniti sastav zajednice
riba te odluditi koja vrsta u konkretnom uzorku priblizno zadovoljava znac¢ajkama odabranih
vrsta u tablici.

Na temelju dosadasnjih monitoring studija Identifikacije opasnih tvari u bioti te pracenje
njihovih koncentracija na postajama povrSinskih kopnenih voda Republike Hrvatske
provedenih u periodu 2018.-2023. godine, uzorkovanje reprezentativnih vrsta riba je
uglavnom bilo moguée provesti u dovoljnom broju za analize. Izuzetak su pojedine postaje
gdje zbog oneciséenja ili specifi¢nosti stanista nije moguce ocekivati da obitavaju ribe te na
tim postajama nije provedeno uzorkovanje, §to je izdvojeno u Tablici 9.1.

Tablica 9.1. Popis postaja na kojima nije moguce provesti uzorkovanje riba

Sifra Naziv postaje Razlog
. s nema riba zbog antropogenog
10440 Lufinja, Karasno (Sicice) utjecaja -kanal koji presusuie
10441 Mackovac - Lufinja, Dolina nema riba zbog antropogenog
utjecaja
.. . ) nema riba zbog antropogenog
12302 BreZnica, prije utoka u Bid utjecaja
12514 | Kaznica (kanal Ribnjak), Piskorevci | "o f1bazbog antropogenog
utjecaja
Velika rijeka, Kutjevo (Rikino prirodno nema riba - jako malo
13235
vrelo) vode
13504 Vugjak nema rl_ba z_bog antr()qugenog
utjecaja - presusuje
15224 TomasSica, Tomasica nema .”ba.Zbog arlt.rvqpogenog
utjecaja - oneciscenje
15231 Toplica, nizvodno od Daruvara nema _rlba_zbog arlt'rvo’pogenog
utjecaja - oneciscenje
15241 Kutinica, prije utoka u llovu hema _rlba_zbog arlt'rvorpogenog
utjecaja - oneciscenje
15254 Sovarnica, V. Zdenci nema .”ba.ZbOg arlt.rvorpogenog
utjecaja - oneciscenje
15381 Crnec, G. Dubovec nema .”ba.ZbOg arlt.rvorpogenog
utjecaja - oneciscenje
. — prirodno nema dovoljno riba u
15385 Ribnjaca, Pobjenik skladu sa zahtjevima Metodologije
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Sifra

Naziv postaje

Razlog

prirodno nema dovoljno riba u

15389 KameSnica, KameSnica skladu sa zahtjevima Metodologije
15450 Gracenica, Donja Gracenica nema _rlba_zbog anvt_rvorpogenog
utjecaja - oneciscenje
T T prirodno nema dovoljno riba u
15454 Liplenica, SuSnjari skladu sa zahtjevima Metodologije
15490 Kovatevi¢, Rozdanik hema riba zbog antropogenog
utjecaja - oneciScenje
15492 Novska, Brocice nema -”ba-ZbOg arlt'rvo’po‘genog
utjecaja - oneciScenje
. prirodno nema dovoljno riba u
15493 Brestaca skladu sa zahtjevima Metodologije
15589 Zelina, Biskupec Zelinski nema riba zbog antropogenog
utjecaja -kanal
16339 Slunjc¢ica (uzvodno od crpilista prirodno nema dovoljno riba u
Slunj) skladu sa zahtjevima Metodologije
L. e prirodno nema dovoljno riba u
16453 Mreznica Juzbasici skladu sa zahtjevima Metodologije
16560 Zumberacka reka, uz cestu prema nema riba zbog antropogenog
Japeti¢u utjecaja - oneciséenje
16585 Susica, na cesti Vrbovsko — prirodno nema dovoljno riba u
Moravice skladu sa zahtjevima Metodologije
91122 Sirova Katalena, cesta Purdevac — prirodno nema dovoljno riba u
Klostar Podravski skladu sa zahtjevima Metodologije
21201 Crni fok, Cepinska obilaznica nema riba zbog antropogenog
utjecaja
21207 Kanal Serecin, juzno od Darde nema _rlba_zbog arlt_rvqpogenog
utjecaja - oneciScenje
21226 Strug, Gorica Valpovacka nema rl-ba z_bog antrqpqgenog
utjecaja - presusuje
30017 Trbuhovica prirodno nema riba - izvor
30028 Gerov¢ica, gornji tok prirodno nema riba - gornji tok
30045 Sijaset-Kolan, Sv. Kriz prirodno nema riba - presusuje
30046 Akumulacija Brlog, Gusi¢ polje nema riba prg an tropogenog
utjecaja
30325 Krbava, Udbina prirodno nema riba - presusuje
31009 Krvar, most r;,zgfr?t' Motovun - prirodno nema riba - presusuje
31023 Mirna, Dionizijev most prirodno nema riba - slano
31025 Obuhvatni kana] Krapanj, most u prirodno nema riba - slano
naselju RaSa
- prirodno nema dovoljno riba u
31071 Pazincica, ponor skladu sa zahtjevima Metodologije
31082 Boljuncica, mé;’lj)sdno od mjesta prirodno nema riba - presusuje
40140 Pritok Cetine uzvodno od Vinali¢a prirodno nema riba - presusuje
40198 Kobilica, Kusac prirodno nema dovoljno riba u

skladu sa zahtjevima Metodologije
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Sifra Naziv postaje Razlog
40200 Zrmanja, Butiga prirodno nema riba - presusuje
40214 Rivina Jaruga, Pavasoviéi nema ”.ba z_bog antroqugenog
utjecaja - presuSuje
Vodotok Bokanjac, prije ulaska u nema riba zbog antropogenog
40221 . .. .
tunel utjecaja - kanal koji presusuje
40224 Otuca, nizvodno od Gracaca nema l_’lba_zbog arlt_rvo’pogenog
utjecaja - oneciscenje
40315 Jaruga, Benkovac prirodno nema riba - presusuje
Lateralni kanal prije utoka u nema riba zbog antropogenog
40317 . o
Vransko jezero utjecaja
40318 Bas¢ica, uzvodno od Posedarja prirodno nema riba - presusuje
. prirodno nema dovoljno riba u
40319 Macavarina Draga skladu sa zahtjevima Metodologije
40418S Kr¢i¢, izvoriste prirodno nema riba - presusuje
40426 Suvova, Donje Postinje prirodno nema riba - presusuje
40432 Vrba, Ojdani¢i prirodno nema riba - presusuje
40433 Vrba, nizvodno od Keruma prirodno nema riba - presusuje
40702 Taranta, uzvodno od Srebrenog prirodno nema riba - presusuje
51160 Potok Vranié nema riba zbog antropogenog
utjecaja - oneciScenje

9.1.2. Nadin uzorkovanja riba

Elektroribolov predstavlja univerzalnu standardnu metodu uzorkovanja na rijekama. Ova
metoda uzorkovanja omogucuje najbolju procjenu gustoce populacija, bogatstva vrsta i
medusobnih odnosa zabiljeZenih vrsta riba, a predstavlja ujedno 1 najmanje Stetan nacin
ribolova u usporedbi s drugim metodama.

Za potrebe ove studije elektroagregatom je lovljeno s obale ili iz ¢amca. Na ve¢im rijekama
gdje je zbog dubine (>0,7 m) i raznolikosti stani§ta 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 vecu moguénost
izbjegavanja elektricnog polja. U spomenutim slucajevima elektroagregat mora imati vecu
snagu (preporuca se najmanje 2,5 kW za lov s obale i najmanje 5 kW za lov iz camca) i mora
omogucavati lov pulsiraju¢om strujom. Nuzno je koristiti istosmjernu struju (sa ili bez
mogucnosti pulsiranja) jer je najmanje Stetna za ribe, a daje najbolje rezultate dok se
izmjeni¢na struja ne koristi. Primjerice, u ovom istrazivanju koriSten 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 obruca od 50 cm na drsku od stakloplastike
duZzine 2,5 m iz gumenog ¢amca prilagodenog za elektroribolov ili hodaju¢i uz obalu ako je
dubina vodotoka bila manja od 70 cm. Na vrlo velikim rijekama (Savi i Dunavu) Kkoristi se
sistem od Cetiri anode koje vise s vrha izbocene konstrukcije i zatvaraju elektri¢no polje
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Sirine 2 m, a dva istrazivaca su sakupljala oSamucenu ribu i dostavljali ju dijelu tima na
brojanje i 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. Obrada i 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 SKV Opiota, te osjetljivoséu
analiti¢kih metoda koje se koriste. Bioakumulacija lipofilnih prioritetnih tvari u bioti jako
ovisi o njihovom sadrzaju masti (lipida) te je za potpuniju interpretaciju rezultata jako vazno
poznavati i udio lipida u analiziranim uzorcima. Od devet prioritetnih tvari koje se
analiziraju u ribama, uzimajuéi u obzir razli¢ite ciljeve zastite, pet se analizira u misic¢u ribe
(cilj - zastita ljudskog zdravlja), a Cetiri u cijeloj ribi (cilj - zastita od sekundarnog trovanja)
(Tablica 2.2.), dok se lipidi, koji se mjere u svrhu procjene ovisnosti bioakumulacije
lipofilnih prioritetnih tvari o udjelu lipida, odreduju i u misicu i cijeloj ribi. Minimalne
odvage mokre mase mis$ica i cijele ribe koje su potrebne za analizu pojedinih prioritetnih
tvari navedene su u Tablici 9.2. Za analizu svih prioritetnih tvari koje se odreduju u ribama
potrebno je minimalno 245 g mokre mase misica riba (ili 800 g cijele ribe prije uklanjanja
misic¢a) i 175 g mokre tezine cijele ribe, dakle ukupno oko 1000 g mokre teZine riba za
analizu svih devet prioritetnih tvari. Treba napomenuti da analiticka metoda koja se koristi
znacajno utjeCe na koli¢inu tvari koja je potrebna za analizu, tako da se koli¢ine 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,
plastiénim rukavicama kako bi se sprijeCila kontaminacija. Nakon uzorkovanja ribe je
potrebno odmah zamrznuti te pohraniti u plasti¢cnim vre¢icama na -20 °C do obrade u
laboratoriju. Prije obrade svakoj ribi treba odrediti ukupnu duzinu (ihtiometar) (Slika 9.2. a)
i masu (laboratorijska vaga) (Slika 9.2. b), kako bi se mogla procijeniti njihova starost i
kondicijski indeks.

a) °

Slika 9.2. Odredivanje osnovnih biometrijskih ¢imbenika riba: a) ukupne duzine na
ihtiometru; b) ukupne mase na laboratorijskoj vagi
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Odvajanje miSica iz uzorka cijele ribe treba provesti na poluodmrznutim uzorcima, kako bi
se izbjeglo kompletno otapanje tkiva i eventualno zagadenje misi¢a utrobnim organima ribe.
Misice je potrebno odvojiti od ostatka tijela ribe (glava, ljuske, koza i utrobni organi) te za
odvagu potrebnu za analize prioritetnih tvari objediniti misi¢e veéeg broja riba, koji se
dodatno usitne Skarama (Slika 9.3. a). Isto tako, za analize prioritetnih tvari u cijeloj ribi se
za potrebnu odvagu objedini odredeni broj jedinki u zajednicki uzorak, koji je potrebno
dodatno samljeti Stapnim mikserom/sjeckalicom kako bi se i tvrdi dijelovi (glava, kosti)
usitnili (Slika 9.3. b).

Slika 9.3. Priredeni uzorci riba nakon seciranja: a) mi$i¢ riba usitnjen Skarama; b) cijela riba
usitnjena Stapnim mikserom/sjeckalicom

Vrijednosti za SKVOpiota Su izraZzene 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 seciranja i usitnjavanja 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 SKVOuiota. Liofilizirane uzorke misica riba
(Slika 9.4. a) i cijele ribe (Slika 9.4. b) potrebno je ¢uvati na -20 °C do analiza.

b)

Slika 9.4. Liofilizirani uzorak: a) misica ribe; b) cijele ribe
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Faktor preracuna s mokre na suhu masu za cijelu ribu je oko cetiri (tkivo riba sadrzi
prosjecno 25 % suhe tvari), a za misi¢no tkivo riba pet (misi¢no tkivo sadrzi prosjecno 20 %
suhe tvari), tako da je nakon liofiliziranja potrebno ukupno za sve analize oko 50 g suhe
mase za mi$i¢ i 45 g suhe mase za cijelu ribu.

Tablica 9.2. Koli¢ina uzorka potrebna za analizu pojedinih prioritetnih tvari u cijelim
ribama i u misicu riba (podaci iz monitoring studija provedenih 2018.-2023. godine).

Prioritetna tvar Masa mokrog uzo_rka potrebna za
analizu
Analize koje se rade u misicu riba (cilj zastita ljudskog zdravlja)
Bromirani difenileteri 409
Heksaklorbenzen 304
Heptaklor i heptaklorepoksid
PFOS 509
Dioksini 5049
Poliklorirani bifenili ukupni 509
(dodatno za udio lipida zbog lipofilnih 25 g
prioritetnih tvari)
UKupno za analizu tvari u misi¢u riba 245 g (800 g neociscene ribe)
Analize koje se rade u cijeloj ribi (cilj zastita od sekundarnog trovanja)
Hg 309
Heksabromociklododekan (HBCDD) 30g
Heksaklorobutadien 60 g
Dikofol 309

(dodatno za udio lipida zbog lipofilnih
prioritetnih tvari)
Ukupno za analizu tvari u cijeloj ribi 1759

25

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 tekuc¢inskom
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 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.
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Prilog 9.2. Naputak za uzorkovanje i pripremu uzoraka beskralje$njaka za
provodenje monitoringa u povrsinskim kopnenim vodama

Dvije od 11 prioritetnih tvari za koje su definirane vrijednosti SKVOpiota, fluoranten i
benzo(a)piren, potrebno je analizirati u beskraljeSnjacima, odnosno mekuScima
(8koljkasima, puzevima) ili rakovima.

9.2.1. Uzorkovanje i priprema uzoraka skoljkasa

Potrebno je sakupiti 5-10 jedinki Skoljkasa u rasponu duzine 5-10 ¢cm i pohraniti ih u
plasti¢nu vrec¢icu. Ako se uzorci Skoljkasa obraduju unutar 24 sata od uzorkovanja cuvaju se
na hladnom mjestu na 4 °C. Ako je period prije obrade duzi, $koljkaSe je potrebno odmah
nakon uzrokovanja zamrznuti i do obrade Cuvati na temperaturi od -20 °C. Prije obrade
potrebno je izmjeriti duzinu (Slika 9.5. a) i masu skoljkasa (Slika 9.5. b) te zatim odvojeno
masu mekog tkiva kako bi se mogla odrediti mokra masa za analize. Za analizu se koriste
ukupna meka tkiva.

a)

Slika 9.5. Odredivanje osnovnih biometrijskih ¢imbenika Skoljkasa: a) ukupne duzine
pomic¢nim mjerilom; b) ukupne mase na laboratorijskoj vagi

Preporucena vrsta Skoljkasa, potreban broj jedinki i njihova veli¢ina, optimalan period
uzorkovanja i koli¢ina tkiva za analizu su prikazani u Tablici 9.3.

Tablica 9.3. Preporucena vrsta Skoljkasa za uzorkovanje u povrsinskim kopnenim vodama,
potreban broj jedinki i njihova veli¢ina, preporucen period uzorkovanja i koli¢ina tkiva za
analizu.

Vista gkolikata Potreban Dugina fem Period Potrebna masa
] broj jedinki uzorkovanja mokrog tkiva /g
Vrste iz 0 izbacivanju
porodice 5-10 6-10 po 1z] u 90-100
L vlastitih glohidija
Unionidae
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Odvage skoljkasa potrebne za analize fluorantena i benzo(a)pirena su 90-100 g mokre mase
tkiva (Tablica 9.3.). Cijelo meko tkivo potrebnog broja jedinki $koljkasa objedinjenog za
ovu odvagu se usitni u Stapnom mikseru/sjeckalici, pohrani na -80 °C te zatim 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
1 ocijeniti uskladenost sa SK'VOpiota.

Faktor preracuna s mokre na suhu masu za SkoljkaSe je oko 10 (tkivo sadrzi prosjecno 10 %
suhe tvari), tako da se nakon liofiliziranja dobije oko 9-10 g suhe mase jedinki $koljkasa za
analizu PAH-ova i dodatno za odredivanje udjela lipida zbog lipofilnih prioritetnih tvari
(Tablica 9.4.).

Tablica 9.4. Koli¢ina uzorka potrebna za analizu fluorantena i benzo(a)pirena u $koljkasima
(podaci iz monitoring studija provedenih 2018.-2023.)

Prioritetna tvar \ Masa mokrog uzorka potrebna za analizu
Analize koje se provode u skoljkasima
Fluorantena i benzo(a)pirena 409

(dodatno za udio lipida zbog lipofilnih

prioritetnih tvari) 50¢g

90 g (zbog velikog udjela vode uzeti oko

Ukupno za analizu tvari u skoljkasi
upno za analizu tvari u Skoljkasima 100 g mekog tkiva koljkaga)

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, ¢is¢enja, frakcioniranja, razdvajanja
plinskom kromatografijom i detekcije masenom spektrometrijom. 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, 1 granici kvantifikacije
jednakoj ili manjoj od 30 % relevantnih standarda kvalitete okolisa.

9.2.2. Uzorkovanje i priprema uzoraka puzeva

Potrebno je sakupiti odredeni broj jedinki puzeva, ¢iji ukupan broj ovisi o veli¢ini jedinki, a
mora odgovarati mokroj masi mekog tkiva od oko 90 g koja je potrebna za analize (Tablica
9.5.) Puzeve je potrebno pohraniti u plasticnu vrecicu, na kojoj je oznacena vrsta puzeva i
lokacija gdje su prikupljeni. Ako se uzorci puzeva obraduju unutar 24 sata od uzorkovanja
¢uvaju se na temperaturi od 4 °C. Ako je period prije obrade duzi, puzeve je potrebno odmah
nakon uzrokovanja zamrznuti i do obrade ¢uvati na temperaturi od -20 °C. Za analizu se
koriste ukupna meka tkiva, koja je potrebno odvojiti od kucice. Odvajanje mekog tkiva se
provodi mrvljenjem kucice, $to je najbolje provesti u Skripcu jer omogucava kontrolirano
mrvljenje te se kucica u potpunosti ne rapadne i moguce ju je odvojiti od mekog tkiva bez
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ostataka sitnih raspadnutih dijelova kucice. Odvojeno meko tkivo puzeva se stavi u posudicu
(Slika 9.6.) te se izmjeri ukupna masa puzeva za analize i zabiljezi to¢an broj jedinki uzetih
za analize.

Slika 9.6. Odvojeno meko tkivo puzeva za daljnju obradu

Preporucena vrsta puZeva, potreban broj jedinki i njihova veli¢ina, optimalan period
uzorkovanja i koli¢ina tkiva za analizu su prikazani u Tablici 9.5.

Tablica 9.5. Preporu¢ena vrsta puzeva za uzorkovanje u povrSinskim kopnenim vodama,
potreban broj jedinki i njihova veli€ina, preporucen period uzorkovanja i koli¢ina tkiva za
analizu.

Potreban broj Potrebna masa

Vrsta puzeva il Period uzorkovanja e e e

Vrste iz porodica
Amphimelaniidae,

ymiaeidae, | 1030 broi ovisi | e
y S o0 vrsti puza 1 J€IE g e
Melan.o_p5|dae, moze dosta postoji preporuceni 90
Nerlt_ldae, varirati) p_erlod s__obzwor_n na
Physidae, fiziologiju rganizma
Planorbidae i
Viviparidae

Cijelo meko tkivo jedinki puzeva koje odgovara odvagama za analizu prioritentih tvari
(Tablica 9.6., ukupna odvaga mokre mase tkiva oko 90 g) se usitni Skarama i po potrebi
Stapnim mikserom/sjeckalicom i pohrani na -80 °C do postupka liofilizacije. Liofilizicija
traje oko 25 sati, a liofilizirane uzorke potrebno je ¢uvati na temperaturi od -20 °C (Slika
9.7.). Krajnji je postupak kriogeno mljevenje, koji omogucava da se uzorak potpuno usitni i
bude homogen, te je kao takav spreman za provodenje analiza prioritentih tvari.
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Slika 9.7. Liofilizirano meko tkivo puzeva za daljnju obradu

Za svaki uzorak potrebno je odrediti suhu masu, kako bi se izmjerene koncentracije mogle
preracunati na mokru teZinu i ocijeniti uskladenost sa SKVOiota. Faktor preracuna s mokre
na suhu masu za puzeve je oko 5 (tkivo sadrzi prosjec¢no 20 % suhe tvari), tako da se nakon
liofiliziranja dobije oko 8-10 g suhe mase jedinki puzeva za analizu PAH-ova i lipida.

Tablica 9.6. Koli¢ina uzorka potrebna za analizu fluorantena i benzo(a)pirena u puzevima
(podaci iz monitoring studija provedenih 2018.-2022.)

Prioritetna tvar \ Masa mokrog uzorka potrebna za analizu
Analize koje se provode u puzevima
Fluorantena i benzo(a)pirena 409
Lipidi 50 ¢
Ukupno za analizu tvari u puzevima 90g

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, ¢i§¢enja, frakcioniranja, razdvajanja
plinskom kromatografijom i detekcije masenom spektrometrijom. 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.
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9.2.3. Uzorkovanje i priprema uzoraka rakusaca

Potrebno je sakupiti oko 400 -700 jedinki rakusSaca ¢ija je ukupna mokra masa oko 10-20 g
(Slika 9.8.) i pohraniti ih u plasti¢nu vreéicu.

Slika 9.8. Sakupljanje jedinki rakusaca u svrhu pripreme uzoraka za analize prioritetnih tvari

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 prema Tablici 9.7. Za analizu se koriste cijele jedinke rakusaca
(uzima se onoliki broj jedinki koliko je potrebno da se dobije odvaga od oko 10-20 g) koje
se nakon odvage pohranjuju u posudicu na -80 °C te naknadno liofiliziraju. Nakon
liofilizacije, uzorke je potrebno ¢uvati na temperaturi od -20 °C do provodenja analiza. Za
svaki uzorak potrebno je odrediti suhu masu, kako bi se izmjerene koncentracije mogle
preracunati na mokru tezinu i ocijeniti uskladenost sa SKV Opjota.

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

Tablica 9.7. Preporucena vrsta rakuSaca za uzorkovanje u povrsinskim kopnenim vodama,
potreban broj jedinki 1 njihova veliCina, preporucen period uzorkovanja 1 koli¢ina tkiva za
analizu.

Vrsta Potreban Duzina . : Potrebna masa
y . Period uzorkovanja mokrog tkiva
rakusaca | broj jedinki /cm I
rte iz acine,posebno jesen-zima
porodice | 400-700 | 05-10 | ¢ P e 10-20
. kad je puno listinca u
Gammaridae .
vodotocima
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