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Uvod

1. UVOD
1.1. Svrha i cilj istrazivanja

Morski organizmi iz razreda Bivalvia imaju veliku vaznost u akvakulturi zbog svog biokemijskog sastava i
prehrambene vrijednosti (Linehan i sur., 1999). Europska plosnata kamenica (Ostrea edulis L.) jedna je od
najvaznijih vrsta Skoljkasa uzgajanih u Europi (Gonzalez-Araya i sur., 2012). Uzgoj Skoljkasa u Jadranskom
moru ima viSestoljetnu tradiciju, a Malostonski zaljev jedno je od rijetkih podrudja, ne samo u Jadranu nego i
Sire, gdje se zbog posebno povoljnih ekoloskih i produkcijskih uvjeta odvija prirodan i nesmetan Zivotni ciklus
niza vrsta Skoljkasa (Basioli, 1981).

Dosadas$nja istrazivanja lipida morskih organizama pokazuju da masnokiselinski sastav ovisi 0 mnogim
bioloSkom i okoliSnim Cimbenicima, poput vrste hrane i temperature mora (Linehan i sur., 1999). lako je
masnokiselinski sastav kamenica odredivan u mnogim morima, za podrucje Jadranskog mora nema
dostupnih podataka, osim ukupnih lipida probavne Zlijezde i misi¢a zatvaraCa (Ezgeta-Bali¢ i sur., 2013). U
ovom istrazivanju ukupni lipidi dodatno su razdvajani na pojedine frakcije, te je u njima odredivan
masnokiselinski sastav kako bi se §to preciznije odredio fizioloSki status u uzgojnoj sredini. U dostupnoj
literaturi ne postoje podaci o antioksidativhom statusu tkiva kamenica na ovom prostoru. Stoga je cilj ovog
istraZivanja bio po prvi puta odrediti i usporediti sastav masnih kiselina ukupnih lipida i lipidnih frakcija:
triacilglicerola, fosfolipida i slobodnih masnih kiselina u tkivu kamenica iz Malostonskog zaljeva u odnosu na
godiSnje promjene okoliSnih ¢imbenika kao $to su temperatura mora, salinitet, otopljeni kisik, pH mora,
prisutnost hranjivih tvari (organska i anorganska partikularna tvar), te otopljene hranjive soli (nitrati, nitriti,
fosfati i sulfati) i koncentracija amonijaka. Dodatno su odredeni i omjeri pojedinih masnih kiselina kao vazan
¢imbenik koji doprinosi kvaliteti uzgajanih kamenica i omogucéava bolje razumijevanje metaboli¢kih puteva
sinteze masnih kiselina, a varijabilnost ovih omjera uvjetovana je promjenama u okoliSu. Zadatak je bio,
pored navedenog, po prvi put odrediti i aktivnost antioksidativnih enzima superoksid-dismutaze (SOD) i
glutation-reduktaze (GR), te koncentraciju lipidnih peroksida (LP) i malondialdehida (MDA) u tkivu kamenica,
koji pruZaju uvid u stupanj oksidativnog stresa kroz uzgojnu sezonu.

Kroz hipotezu je testirano jesu li promjene udjela pojedinih viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
(Polyunsaturated fatty acids, PUFA), aktivnost antioksidativnih enzima i biokemijski sastav tkiva kamenica
povezani s razliCitim godiSnjim dobima. Pratili smo u kojoj mjeri abioticki i bioti¢ki ¢imbenici u uzgoju utjecu
na promjene u lipidnom i biokemijskom sastavu, te na razinu oksidativnog stresa kamenica uzgajanih u
Malostonskom zaljevu. Dobiveni rezultati usporedeni su s relevantnom znanstvenom literaturom.

IstraZivanje je provedeno kroz terenski rad (postavljenje pokusa i mjeseCna uzorkovanja) i tri faze
laboratorijskih analiza, te kroz obradu podataka. U prvoj fazi laboratorijskih analiza odreden je biokemijski
sastav tkiva kamenice koji ukljuuje analizu ukupnih lipida, proteina i glikogena. U drugu fazu ukljuena je
analiza masnokiselinskog sastava ukupnih lipida, te pojedinih frakcija lipida (triacilglicerola, fosfolipida i
slobodnih masnih kiselina), a u trecoj fazi procijenjen je antioksidativni status tkiva kamenica (mjerenje
aktivnosti enzima SOD i GR, te koncentracije lipidnih peroksida i malondialdehida). Prilikom obrade
podataka koridteni su precizni statistiCki alati za utvrdivanje medusobne ovisnosti istrazivanih varijabli, te

matemati¢ko modeliranje za predvidanje varijacija masnokiselinskog sastava i stupnja oksidacijskog stresa
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kroz godisniji ciklus.
U prirodnim uvjetima, rast i kondicija kamenica, odraz su medusobne interakcije svih navedenih okoli$nih
¢imbenika, a najnize vrijednosti kod zdravih kamenica utvrdene su tijekom razdoblja neposredno nakon
mrijesta. Prethodne studije na vrsti kraljevske $koljke (Pecten maximus L.) u Spanjolskoj pokazale su da se
promjene odvijaju na ukupnim lipidima, uglavnom triacilglicerolima, a manje na fosfolipidima (Pazos i sur.,
1997a). U literaturi naj€eS¢e spominjani ¢imbenici okolisa koji se odnose na nekontaminirana podrucja jesu:
dostupnost hrane, temperatura, salinitet i zasi¢enost kisikom (Ruiz i sur., 1992; Jasprica i sur., 1997a; Haure
i sur.,, 1998; Sara i sur., 2008). S obzirom da se spomenute varijable razlikuju na razliCitim geografskim
podrucjima, Ruiz i sur. (1992.) navode da je za svako uzgojno podrucje potrebno utvrditi vrijeme mrijesta i
promjene biokemijskog sastava u ovisnosti o ¢imbenicima okoli§a. Uz navedeno, lipidni status je ujedno i
pokazatelj trziSne kvalitete kamenica, te nham njegova vrijednost moze ukazati na iskoristivost odredenog
podrucja za uzgoj kamenica (Gavrilovi¢ i sur., 2011). Hrana iz mora, uklju€ujuci i $koljkase, glavni je izvor n-
3 PUFA kiselina za ljudsku prehranu. Za ove masne kiseline ve¢ je dokazano da imaju pozitivan u€inak na
ljudsko zdravlje i smanjenje rizika od poviSenog krvnog tlaka i triglicerola u krvi, te mnogih drugih bolesti
(Delas, 2011). Podaci dobiveni u ovom istrazivanju pruziti ¢e korisne informacije za akvakulturnu industriju
kamenica kao i za prehrambene navike potroSaca. Uzgoj kamenica predstavlja vaznu granu u marikulturi, a
ovakva istrazivanja pomazu u popularizaciji akvakulturnog uzgoja i poticaj su uzgoju Skoljkasa u Hrvatskoj.
Za ocCekivati je da ¢e rezultati ove disertacije doprinijeti boljem razumijevanju utjecaja okolidnih ¢imbenika na
biokemijski sastav i sastav masnih kiselina lipidnih frakcija, te dati uvid u antioksidativni status kamenica kroz
godisnji uzgojni ciklus, Sto je prvi korak u utvrdivanju povezanosti vanjskih utjecaja na kvalitetu mesa i
zdravlje kamenica. Rezultati ovog istrazivanja takoder prikazuju varijabilnost antioksidativnog statusa tijekom
godine na referentnom mjestu bez zagadenja, hranjivu vrijednost SkoljkaSa, razdoblje najpogodnije za
njihovu konzumaciju, te pridonose kontroliranoj proizvodnji i optimiziranju uzgoja ove vrste u buduénosti.
Ovim radom su po prvi puta koristene metode matematickog modeliranja kako bi se dobili modeli koji
najbolje opisuju predvidanja fluktuacije udjela masnih kiselina i antioksidativnog statusa tkiva kamenica u
ovisnosti o fizikalno-kemijskim parametrima mora (temperatura, salinitet, zasi¢enje kisikom i koncentracija
hranjivih soli i tvari) kroz razdoblje od godinu dana. Ovi modeli mogu se primijeniti i na druge vrste Skoljkasa,
za promicanje kvalitete hrane iz mora, poboljSanje uvjeta uzgoja i proizvodnje, kao i optimiziranje uvjeta u

kontroliranim pokusima.
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1.2. Pregled dosadasnjih istrazivanja

Lipidi Skoljkasa predmet su brojnih istrazivanja zbog visokog sadrzaja n-3 i n-6 viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina (polyunsaturated fatty acids, PUFA), za koje je dokazana pozitivnha uloga u prevenciji
odredenih bolesti kod ljudi (Delas, 2011).

Zbog relativho duge uzgojne sezone, sastav masnih kiselina tkiva kamenica predstavlja integrirani rezultat
interakcija endogenih i egzogenih promjena, te sluzi kao biomarker kvalitete (Navarro i sur., 2000;
Eghtesadi-Araghi i Bastami, 2011). Istrazivanja su pokazala kako promjene fizioloSkog stanja tijekom uzgoja
Skoljkasa mogu rezultirati promjenom sastava PUFA u sastavu ukupnih lipida. Ove promjene opisane su kod
nekoliko vrsta morskih mekusaca, a opcenito se odnose na ciklus rasta i sazrijevanja gonada (Navarez i
sur., 2009., Sajjadi i sur., 2009a). Godis$nje varijacije u masnokiselinskom sastavu ovise o temperaturi mora,
dostupnosti hrane i drugim vanjskim €imbenicima (Freits i sur., 2009; Hannachi i sur., 2011). NajceS¢e
analizirani profil masnih kiselina jest sastav ukupnih lipida i triacilglicerola (TAG) s obzirom da Cine depo
masti Ciji je masnokiselinski sastav podlozniji promjenama (Zlatanos, 2008). U novije vrijeme pokazala se
potreba za detaljnijim istrazivanjima masnokiselinskog sastava fosfolipida (PL) iz stani¢énih membrana te
slobodnih masnih kiselina u svrhu $to boljeg i preciznijeg odredivanja fizioloSkog statusa Skoljkasa (Pernet i
sur., 2006).

Posljednjih nekoliko godina koristeni su razli¢iti biokemijski i fizioloSki odgovori Skoljkasa uzrokovani
promjenama okolisnih ¢imbenika kako bi se procijenio zdravstvani status organizama (Eghtesadi-Araghi i
Bastami, 2011.). Kako je temperatura klju¢na odrednica u bio-geografskoj distribuciji morskih organizama,
tako se ovisno o temperaturi okoliSa mijenja brzina kemijskih i enzimskih reakcija te fluidnost membrana
(Abad i sur., 1995). Temperatura mora izravno utjeCe na vrijeme i intenzitet razmnozavanja, aktivnost
filtriranja i brzinu rasta Skoljkada (Glamuzina i Dul&i¢, 2009). Pad temperature obiéno smanjuje propusnost
membrane, $to moZe dovesti do membranske disfunkcije. Skoljkadi imaju sposobnost prilagodbe
promjenama temperature tako 3to mijenjaju sastav membranskih lipida na nacin da ugraduju viSe
nezasi¢enih masnih kiselina u membrane te odrzavaju funkcionalnost membrana putem promjena u PL,
odnosno sastavu masnih kiselina i sadrzaju kolesterola (Hazel, 1995). Salinitet mora i koli¢ina otopljenog
kisika takoder utje€u na fiziologiju i rast Skoljkasa Skoljkasa, a samim time i na masnokiselinski sastav (Dridi i
sur., 2007). Znacajnu ulogu u modeliranju sastava masnih kiselina ima i koli€ina otopljenih soli u moru
(nitrati, nitriti, sulfati, fosfati) jer djeluju kao regulatori rasta fitoplanktona (Strunjak-Perovi¢, 2010). Promjene
molarnih omjera otopljenih hranjivih soli utje€u na rast i razvoj pojedinih vrsta fitoplanktona. Prekomjerni
porast koncentracije otopljenih hranjivih soli mozZe dovesti i do promjena u stupnju zasi¢enosti mora kisikom
te do porasta abudancije i biomase fitoplanktona pa tako i do cvata toksi¢nih vrsta fitoplanktona. S druge
strane, njihova smanjena koncentracija dovodi do smanjene abundacije fitoplanktona, Sto se takoder moze
negativno odraziti na kakvoc¢u i mrijest Skoljkasa. Pove¢ana koncentracija amonijaka oznacava loSu kvalitetu
uzgojne sredine i moze toksi¢no djelovati na kamenice (Gavrilovi¢, 2011).

Unato¢ navedenim podacima, sezonalitet i u€inak okoliSnih Cimbenika na promjene u sastavu masnih
kiselina 8koljkasa u Jadranskom moru nije dovoljno prou€avan. Prethodne studije i analize mesa kamenice
bile su usredoto¢ene uglavhom na kondicijski indeks i osnovne biokemijske parametre (Gavrilovi¢ i sur.,
2010).

Mnoge studije o antioksidativnoj aktivnosti enzima organizama koji Zive u vodi, osobito Skoljkasa, osmisljene

su kako bi pruzile podatke za komparativne studije, odnosno kako bi se ispitali uc¢inci okoliSnih ¢imbenika,
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npr. dostupnost hrane, sezonske varijacije i utjecaj zagadivala (Viarengo i sur., 1991). Navedeni ¢imbenici
okoliSa mogu djelovati stresno i poticati stvaranje reaktivnih spojeva kisika (reactive oxygen species, ROS)
(Sheehan i Power, 1999). Kao temperaturno ovisni organizmi, Skoljkasi se sustavno prilagodavaju
fluktuacijama u okolisu, prilagodbom metabolickih procesa, a posljedicno tome i oscilacijama u razini
reaktivnih kisikovih spojeva (Sheehan i Power, 1999). Stoga se razina slobodnih radikala, stupanj
oksidativnog oSteéenja i antioksidativni status izravno povezuju s temperaturom okoliS8a i razinom
metabolickih aktivnosti (Borkovi¢ i sur., 2005). Studije o biljezima oksidativnhog stresa vezanim za sezonalne
promjene u poikilotermnih organizama dokazale su snaznu povezanost s metaboli¢kim statusom (Pereira i
sur., 2013), Sto znadi da je u trenutku usporenog metabolizma niza i antioksidacijska obrana.

Istrazivanja biokemijskog sastava, lipidnog statusa i antioksidativhog stanja omogucuju pronalaZzenje veza
izmedu utjecaja abiotiCkih i bioti¢kih ¢imbenika okolia na stani¢ne reakcije (Niyogi i sur., 2001).

Europska plosnata kamenica najcjenjenija je vrsta kamenica na trzistu, no njena je populacija tijekom druge
polovine proslog stolje¢a u vecini europskih zemalja desetkovana pojavom teskih parazitarnih bolesti
bonamioze i martelioze (da Silva i sur, 2005). Malostonski zaljev je jedno od rijetkih podrucja koje je
postedeno ovih gubitaka i u kojem je samonikla kamenica opstala, te je joS uvijek jedina nazocna vrsta
kamenica (Cari¢ i sur., 2000a; Peharda, 2003). Buduéi da se ovo podrucCje svrstava u najviSu zonu
produktivnosti u Jadranskom moru, ova vrsta se ovdje uspjeSno uzgaja te se ulazu znatni napori za
povecanje njezine proizvodnje i unapredenje tehnologije uzgoja (Glamuzina, 2009). Osnovna obiljezja
kvalitete konzumne kamenice, pored zdravstvene ispravnosti koja se podrazumijeva, predstavljaju kvaliteta i
sastav mesa. Kvaliteta mesa varira tijekom godine i u prvom redu ovisi o sezoni mrijeStenja, promjeni
¢imbenika okoline, te o eventualnoj pojavi bolesti. U optimalnim uvjetima sredine, zdrava kamenica je
najkvalitetnija u stadiju gonadnog mirovanja, odnosno u hladnijem razdoblju godine (Gavrilovi¢ i Petrinec,
2003). S obzirom da kamenicu kao takvu treba o€uvati i zastitom na trziStu osigurati njezino diferenciranje od
drugih sliénih proizvoda, nuzno je naciniti njezinu specifikaciju. Za izradu specifikacije potrebno je primijeniti
sve dostupne analiticke metode kako bi se svojstva ovog vrijednog proizvoda marikulture Sto detaljnije
opisala (Jug-Dujakovi¢, 2008). Zbog preplavljenosti trzista uvezenim plodovima mora ,nepoznatog porijekla“,
i sve zahtjevnijeg i izbirljivijeg potroSaca, potrebno je europskoj plosnatoj kamenici uzgajanoj u
Malostonskom zaljevu dodati i ova obiljezja, odnosno odrediti njezin masnokiselinski profil. Budu¢i da do
sada nije detaljno provedena analiza lipidnog profila malostonskih kamenica, cilj istrazivanja je odrediti njezin
masnokiselinski sastav, utvrditi specifiCnost proizvoda obzirom na kvalitetu mesa i uzgojne sredine te na taj
nacin upotpuniti specifikaciju (Glamuzina i sur., 2009). Ovakve analize predstavijaju mogucnost za
do nom proizvodu.

IstraZivanja u Malostonskom zaljevu tijekom proteklih godina uglavnom su se bavila uzgojnim i prirodnim
populacijama Skoljkada s ciliem boljeg poznavanja biologije i ekologije vrsta te unaprjedenja uzgojnih
tehnologija kako bi se optimizirala proizvodnja (Gavrilovi¢ i Petrinec, 2003). Unato€ brojnim istraZivanjima
posvecenim biologiji i ekologiji vrste Ostrea edulis L. u Malostonskom zaljevu (Gavrilovi¢, 2011), informacije
0 biokemijskom sastavu i sastavu masnih kiselina vrlo su oskudne. Prilog poznavanju hranidbenih navika
Cetiri vrste Skoljkasa kroz lipidni i izotopni status dala je Ezgeta-Bali¢ i sur., 2012. i 2014. Utjecaj dubine na
rast i prezivljavanje kamenice istrazivali su Zrn¢i¢ i sur. (2007). Gavrilovi¢ i sur. (2007) te Kljakovi¢-Gaspic i
sur. (2007) istrazivali su koncentracije teskih metala u tkivu kamenice i dagnje. Cimbenike koji ograni¢avaju
produkciju fitoplanktona i zooplanktona u malostonskom zaljevu istraZivali su Calié i sur. (2013). Prirast

kamenica na razli€itim dubinama i uvalama u Malostonskom zaljevu istraZivao je Radeti¢ (2010), za
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razdoblje od deset mjeseci na razliCitim dubinama. Rezultati istrazivanja ukazuju da je najbolji mjesecni
prirast tijekom navedenog razdoblja bio na 4 metra dubine. Prethodna istrazivanja kemijskog sastava mesa
kamenice iz Malostonskog zaljeva obavljena su kroz jednogodi$nje razdoblje (Cari¢ i sur., 2000b).
Analizirana je koli¢ina vode u mesu, te anorganski (suha tvar) i organski sastav (protein, ugljikohidrati i
glikogen). Prema rezultatima ovog istrazivanja utvrdene su promjene mjerenih vrijednosti te je zaklju€eno
kako se kemijski sastav tkiva kamenice mijenja ovisno o sezoni. Naime, koli¢ine glikogena i proteina se
izmjenjuju prije, za vrijeme i poslije mrijesta. Nakon mrijesta koli¢ina glikogena i lipida opada, a koli¢ina
proteina raste. Gavrilovi¢ i sur. (2008) proucavali su utjecaj indeksa kondicije kamenice i stupnja infestacije
ljusture polihetom Polydora spp. na kvalitetu mesa kamenice i utvrdili su da prema indeksu mesa kamenice
najve¢im dijelom godine spadaju u vrhunsku kategoriju, te da je utjecaj polihete na kvalitetu ljusture

minimalan.

1.3. Bioloske i ekoloske znacajke europske plosnate kamenice (Ostrea
edulis L.)

Suvremena podjela jestivih kamenica je na rodove: Ostrea, Crassostrea, Saccostrea (Australija) i Tiostrea
(Cile). Osnovna razlika izmedu rodova Ostrea i Crassostrea je u tome $to kamenice iz roda Ostrea imaju

okruglije i plosnatije ljuSture nego Sto su kod roda Crassostrea (Turgeon i sur., 1998) (Tablica 1.1).

Tablica 1.1 Taksonomski polozaj europske plosnate kamenice

Skupina Naziv Autor

Koljeno Mollusca -

Razred Bivalvia Linnaeus, 1758.
Podrazred Pteriomorphia Beurlen, 1944,
Red Ostreoida Ferussac, 1822.
Natporodica Ostreoidea Rafinesque, 1815.
Porodica Ostreidae Rafinesque, 1815.
Rod Ostrea Linnaeus, 1758.
Vrsta Ostrea edulis Linnaeus, 1758.

Prosje¢na veli€ina odraslih jedinki je od 6 do 9 cm. Na kamenici razlikujemo pli¢u, donju (lijevu) i dublju,
gornju (desnu) ljusturu. Boja kamenice je sivokamenasta sa sivomaslinastim primjesama. LjuSture su
nepravilna, ovalnog do jajastog oblika, nepravilnih rubova, &vrste grade, katkada lomljive i nesimetricne
(Slika 1.1 a). Unutradnjost ljustura je biserno-bijele ili plavkasto-sive boje. Ispod ljusture Skolike nalazi se

plast koji je mekane do ¢vrste konzistencije i obavija cijelo tijelo (FAO, 2004-2015) (Slika. 1.1 b).
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Slika 1.1 Europska plosnata kamenica, Ostrea edulis Linnaeus, 1758

a) ljusture b) meko tkivo (www.fao.org)

PROBAVNA MiBic
ZL1EZDA
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LIUSTURA

JEDNJAK

\ $KRGE

CRUEVO

Slika 1.2 Morfologija mekog tkiva kamenica (Radeti¢, 2010)

Meko tkivo O. edulis shematski je prikazano na Slici 1.2 Usta se nalaze u blizini umba i okruzena su usnim
palpama, a Skrge se prostiru duz donjeg dijela tijela. Kamenice karakterizira srediSnji aduktorni misi¢ koji
omogucuje zatvaranje i otvaranje ljuSture. Visceralna masa smjestena je iznad 8krga, izmedu aduktora i
zgloba, a Cine je Zeludac s probavnom Zlijezdom, crijeva, srce, bubrezi i gonade. Spolne Zlijezde su
povecane kada su u zrelom stadiju razvoja. Boja gonada ovisi 0 stupnju gametogeneze i moZe biti
tamnosmeda ili zelena neposredno nakon mrijesta, odnosno krem-bijela u razdoblju nakupljanja energetskih

rezervi za gametogenezu i tijekom gametogeneze (Laing i sur., 2006).
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Slika 1.3 Geografska rasprostranjenost europske plosnate kamenice Ostrea edulis L. (www.sealifebase.org)

Geografska rasprostranjenost prirodnih populacija ove vrste je od fijordova Norveske do Maroka (duz
sjeveroistoCne obale Atlanskog oceana) te u Sredozemnom moru, pa sve do crnomorskih obala. (Vercaemer
sur., 2006) (Slika 1.3). Na isto¢noj obali Jadrana kamenicu nalazimo u svim podru¢jima koja su pod
utjecajem slatke vode. Obitava na dubinama od 0,5 m do 50 m (Peharda i sur., 2010). Prema Ransonu
(1951), rasprostranjenost europske kamenice odredena je salinitetom i temperaturom mora, koji su ujedno
limitiraju¢i €imbenici njezina opstanka u periodu embrionalnih i li¢inackih stadija.

Europska plosnata kamenica je protogini¢ki hermafrodit. Tijekom jednog reproduktivnog ciklusa spol mijenja
dva puta. U prvoj fazi spolne zrelosti funkcionira kao muzjak, nakon toga slijedi inverzija spola, pa se
pojavljuje razvojna faza zenke, te ponovna inverzija u muzijaka ali bez moguénosti samooplodnje (Laing i
sur., 2006; Lapegue i sur., 2007). Razvijanje muskih i Zenskih spolnih stanica te€e kontinuirano tijekom
godine, a izbacivanje spolnih produkata obavlja se sezonski pod utjecajem abioti¢kih ¢imbenika iz okolisa
(Goulletquer, 2004). Razdoblje razmnozavanja kod kamenice je karakteristiCano za proljece i poc€inje
sazrijevanjem spolnih stanica, jaja i spermija, a zavr8ava njihovim izbacivanjem u okoli§ (Glamuzina, 2009).
Za kamenice je karakteristicno da se spermiji izbacuju iz pladtane Supljine u okolis i bivaju morskim strujama
doneseni do druge kamenice koja ima spolno zrele jajne stanice i tako se vrSi oplodnja (da Silva i sur.,
2005). U ovisnosti od ekoloskih uvjeta i kondicije jedinke, postoje velike moguénosti za viSekratni mrijest,
iako je to najc¢escée jednom u godini. Po iskustvu Skoljkara u Malostonskom zaljevu nekad su bila uocljiva dva
maksimuma mrijesta, proljetni i jesenji. Danas je situacija nesto drugacija, prisutan je dugotrajni spolni ciklus
koji poCinje od samog prolje¢a te se produljuje i na topliji dio godine i nadovezuje na jesenski, s vec¢im ili

manjim oscilacijama (Mar&elja, 2009).

1.4. Uzgoj kamenica u Malostonskom zaljevu

Uzgoj Skoljkasa u Malostonskom zaljevu ima viSestoljetnu tradiciju, a prva uzgajana vrsta bila je upravo
europska kamenica. Najraniji zapis o skupljanju kamenica s prirodnih rastilista i uzgoja u Malostonskom

zaljevu potjece jos iz 1573. godine (Tomsi¢ i Lovri¢, 2004). Prvi podaci vezani za industrijsku proizvodnju
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kamenica na ovom podrucju datiraju iz 1911., kada je na Bistrini bilo uzgojeno 10 tona, a u uvali Bjejevica
6,8 tona kamenica. Godine 1990. u Hrvatskoj je proizvedeno 130 tona kamenica, a od toga je oko 60%
proizvedeno u Malostonskom zaljevu (Benovi¢, 1997). Prema sluzbenim podacima Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodnog gospodarstva i Hrvatske obrtnicke komore, 2011. i 2012. godine
proizvodnja kamenica u Hrvatskoj je porasla s 55 na 155 tona godiSnje.

Tehnologija uzgoja kamenica u Malostonskom zaljevu dijeli se u tri razdoblja: prihvat li€inka na kolektore i
daljnji uzgoj na kolektorima; nakon &ega slijedi skidanje mladi i njezino cementiranje na uzgojne konope, te
nakon toga izlov i prerada za trziste (Slika 1.4).
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Slika 1.4 Faze uzgoja kamenica (www.fao.org)

Kada mlad dostigne veli€¢inu od 4 do 5 cm skida se s kolektora i cementira na konope te uzgaja do
konzumne veli€ine. Kamenice se cementiraju po dvije nasuprot u razmaku 10ak cm, a zatim se konopac
veze na mjesto gdje ¢e kamenice rasti do trziSne veliine. Umjesto cementiranja, kamenice se takoder mogu
posloziti i u metalne kaveze. Ovaj tradicionalan nacin uzgoja primjenom plutajuéih parkova, uz male izmjene,
primjenjuje se kod nas od 1970ih godina (Slika 1.5). Uzgoj kamenica traje najviSe tri godine, a za dostizanje
komercijalne veli€¢ine kamenice od 90 mm duljine i mase od 65-80 g/kom, u Malostonskom zaljevu potrebne

su dvije godine (Gavrilovi¢ i Petrinec, 2003).
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Slika 1.5 Uzgojni plutajuéi park za kamenice (www.opcina-starigrad.hr)

U posljednje vrijeme prirodna nalaziSta kamenice Ostrea edulis L. u vecini europskih zemalja nisu toliko
obilna da bi se iskoristavala za izlov u ve¢oj mjeri. Hrvatska ima izuzetno povoljne uvjete za njezin uzgoj, sto
nije slu€aj s drugim zemljama u kojima je zbog prelova ili bolesti trend uzgoja ove vrste silazan (Slika 1.6).
Posljednjih Cetrdeset godina proizvodnja kamenica u svijetu biljezi drasti€an pad zbog utjecaja parazitskih
epizotija (Bonamia ostreae i Marteilia refringens). Posljedi¢no tome svjetska marikultura usredotocila se na
uzgoj Portugalske kamenice (Crassostrea angulata) i Pacificke kamenice (Crassostrea gigas Thunberg,
1793). Francuska proizvodnja kamenica biljeZi konstantan pad od 1960ih, ali i dalje proizvodi 1 500 tona
godignje. Prema podacima iz 2004. godine, glavninu svjetske proizvodnje kamenica imaju Spanjolska (51 %)
i Francuska (30 %). Irska i Hrvatska su druge dvije zemlje s proizvodnjom veéom od 200 tona. Ukupna
proizvodnja Europske plosnate kamenice €ini manje od 0,11 % od ukupne svjetske proizvodnje kamenica, a
glavninu (96,2 %) c¢ini uzgoj Pacificke kamenice (Crassostrea gigas) (Lapégue i sur., 2007). Pacificku
kamenicu, koja je znatno otpornija, a meso joj je slabije kvalitete, u Hrvatskoj nalazimo uz istarsku obalu -
Limski kanal (Hrs-Brenko, 1982).

Slika 1.6 Glavni uzgajivaci Ostrea edulis L. u svijetu (www.fao.org)
9



Uvod

Glavnina proizvodnje europske plosnate kamenice u Republici Hrvatskoj od davnina se odvija u
Malostonskom zaljevu (Peharda i sur., 2003). Uzme li se u obzir €injenica da je Ostrea edulis vrlo cijenjena
delikatesa, oCuvanje i unapredenje njezina uzgoja na Jadranskoj obali, a osobito u Malostonskom zaljevu
gdje je jedina nazoCna vrsta kamenice, od izuzetnog je gospodarskoga znadenja (Mar€elja i sur., 2004).
Jedan od integralnih planova razvoja Skoljkarstva Republike Hrvatske iz 2009. godine bio je povecati
proizvodnju kamenica u Malostonskom zaljevu sa 100 tona na vise od 3 000 tona godiSnje (Glamuzina,
2009), medutim on do sada nije ostvaren. Razlozi zbog kojih predvidena proizvodnja nije ostvarena leze u
neuredenim i neuskladenim prostornim planovima, neorganiziranosti uzgajiva¢a, nepostojanju jakih udruga
uzgajivaca i dobrog marketinga, zastarjelim tehnologijama uzgoja, donedavnim barijerama prilikom izvoza na
trziste Europske Unije, te porastu ponude proizvoda marikulture iz konkurentskih zemalja, a s bioloSke
strane najveci problem je nepostojanje sigurne opskrbe s mladi Skoljkasa (Glamuzina i sur., 2009). Krajem
2013. godine Republici Hrvatskoj su ukinute zabrane izvoza zivih Skoljkasa u zemlje Europske Unije pa se
na taj nacin povecalo trziSte na koje se Skoljkasi mogu plasirati, $to dodatno naglasava potrebu povecéanja
trenutne proizvodnje i kvalitete kamenica. Prema Nacionalnom strateSkom planu razvoja akvakulture za
razdoblje 2014. — 2020. godine, cilj je povecati proizvodnju kamenica sa 150 t na 1000 t godiSnje. Ono je
moguce ostvariti putem povecCanja uzgoja na poznatim podrucjima, te popularizacijom kamenica kao
funkcionalne hrane. Kako bi se optimizirala proizvodnja i izbjegle negativne posljedice koje marikultura moze
imati na okoli§, potrebno je dobro poznavati hidrografske znacajke uzgojnih podrugja, te biologiju i ekologiju
uzgajanih vrsta. Planirano povecéanje proizvodnje europske plosnate kamenice sa stotinjak tona na tisucu
tona na ovom prostoru iziskuje i iscrpnije poznavanje reagiranja ove vrste na razli€ite ¢imbenike iz okolisa.
Te su spoznaje vrlo vazne za buducée precizno planiranje kapaciteta uzgoja i o¢ekivane gospodarske dobiti.
Poznavanje masnokiselinskog sastava i antioksidativhog statusa Skoljkasa kao i interakcije koje se ocituju
kroz prilagodbu na uvjete okolia, vazni su aspekti koje treba detaljno istraZiti kako bi se §to bolje razumijelo
funkcioniranje fiziologije i kvalitete uzgajanih kamenica, te podrZzala proizvodnja sigurne i kvalitetne
namirnice. U Hrvatskoj uzgojena kamenica plasira se na lokalno i inozemno trziste. Cijene malostonskih
kamenica ex-farma su trenutno oko 5 kuna/kom., a u restoranima 8 - 10 kuna/kom. Istovremeno su cijene u
restoranima u Zagrebu 10 - 14 kn, a na crnogorskoj obali ¢ak do 30 kn (Glamuzina i sur., 2009). Stoga je
razumljivo zasto danas ovaj resurs zauzima gospodarsku niSu, s obzirom na to je kamenica vrlo cijenjena
delikatesa i kako luksuzni plodovi mora privlae i odredenu tipologiju kupaca. Kamenice se kao uvrijezeni
kulinarski specijalitet posluzuju za predjelo, najceSée u svjezem stanju, iako postoje i drugi nacini njihovog

pripremanja, a jestivim se smatra cijeli mesnati dio kamenice (Slika 1.7) (Hasanspahic, 2011).
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Slika 1.7 Kamenica iz Malostonskog zaljeva (www.adris.hr)

1.5. Zna€ajke istrazivanog podrucja

Malostonski zaljev nalazi se na zavrSetku Neretvanskog kanala. Akvatorij je omeden kopnom sa sjeverne
strane i poluotokom PeljieScem s juzne strane. lzgraden je od vodopropusnog vapnenca i sadrzi
mnogobrojne izvore slatke vode (vrulje). Vode podzemnih izvora bitno utjeCu na ekoloske prilike u zaljevu i
to narocito na temperaturu i slanost (Cari¢ i sur., 1992). Zbog izrazitog utjecaja slatkih voda, zabiljezene su
dosta visoke vrijednosti koncentracije hranjivih soli, $to uzrokuje visoku fitoplanktonsku i zooplanktonsku
produkciju (Benovi¢, 2008). Kao prirodno eutrofizirani ekosustav s visokom koncentracijom hranjivih soli,
izvrsno je staniSte za uzgoj kamenica i ostalih filtratornih organizama. Ovaj fenomen pruza veliku raznolikost
u prirodnoj hrani za SkoljkaSe, Sto pak mozZe rezultirati u razli€itom sastavu masnih kiselina (Benovi¢, 2008).
Akvatorij se mozZe podijeliti u tri dijela: Neretvanski kanal, Malo more i Malostonski zaljev u uzem smislu —
njegov unutradnji dio. Vanjski dio zaljeva povremeno je pod jadim, a njegov unutrasnji dio pod slabijim
utjecajem slatke vode iz rijeke Neretve. Jaci utjecaj Neretve ocituje se za vrijeme njezina visokog vodostaja i
za jaCeg vjetra iz zapadnog kvadranta. Zimi kad je more homogeno pojavljuje se estuarijski tip dok je ljeti
zbog znatno manjeg utjecaja izvora slatke vode podjednaka vjerojatnost pojave ulaznog i cirkulacije izlaznog
strujanja (Simunovié, 2004). Slatke vode koje pritjeéu u Malostonski zaljev izravno djeluju na slanost, termiku
i koli¢inu hranjivih tvari. Visoka koncentracija hranjivih soli u Malostonskom zaljevu uzrokuje visoku
produkciju i raznolikost fotosinteti¢kih jednostaniénih algi (fitoplanktona), karakteristiénih za obalno more
(Cari¢ i sur., 1992). Intenzivni razvoj fitoplanktona odvija se u prolje¢e, a njegove guste populacije mogu se
zabiljeziti sve do mjeseca kolovoza (Jasprica i Cari¢, 1997). Prirodne karakteristike Malostonskog zaljeva,
podrucja zasticenog od udaranja mora, s umjerenim temperaturama, zasladenijim morem i dotokom hranijivih
tvari s okolnih poSumljenih brda za obilnih kiSa, uz dotok vode iz podvodnih vrulja omoguéavaju obilan razvoj
planktona. Visoka planktonska produkcija na cijelom podru¢ju zaljeva omogucéuje obilnu prehranu brojnih
organizama - filtratora. Tako uz kamenice (Ostrea edulis L.) i dagnje (Mytilus galloprovincialis Lamarck,
1819) koje se uzgajaju, tamo Zive i drugi Skoljkasi s vecom ili manjom gusto¢om populacija, kao $to su
prstac (Litophaga litophaga L.), kunjka (Arca noae L.), prnjavica (Venus verucosa L.), runjava dagnja
(Modiolus barbatuis L.), kopito (Spondylus gaedoropus L.), periska (Pinna nobilis L.) i jakobova kapica

(Pecten jacobaeus L.) (Basioli, 1981).
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Malostonski zaljev je jedno od najvaznijih turistickih i gospodarskih obalnih podruéja u istoCnom dijelu
Jadranskog mora i primjer je relativno Cistog i referentnog mjesta (Gavrilovi¢ i sur., 2007; Kljakovi¢-Gaspi¢,
2007; Benovi¢, 2008). Navedeno podru¢je je odlukom Dubrovacko-neretvanske Zupanije 2002. godine
zasti¢eno i proglaseno posebnim morskim rezervatom.

Istrazivanja osnovnih hidrografskih parametara: temperature, saliniteta, otopljenog kisika, prozirnosti i
morskih struja pokazala su da je Malostonski zaljev izuzetno slozeno podrudje, s velikim vremenskim i
prostornim oscilacijama navedenih parametara (Balenovi¢, 1981). Na osnovi mjerenja primarne proizvodnje,
gustote i biomase partikularne tvari, Malostonski zaljev se karakterizira kao podrucje relativho visoke
proizvodnje planktona. Prosjedna dnevna proizvodnja od 40,5 mg C/m?® u sloju 0 — 10 m predstavlja za oko
sedam puta vecu vrijednost od prosje¢ne vrijednosti za otvorene vode srednjeg Jadrana u istom periodu
(Marasovi¢ i Pucher-Petkovi¢, 1981). Uz navedeno, u zaljevu su utvrdene znatne sezonske razlike u koli€ini i
kvalitativnom sastavu mikro/nano fitoplantkona i mikrozooplanktona, kao i u koli€ini klorofila a (Jasprica i
Carié, 1997; Jasprica i sur., 1997; Cali¢ i sur., 2013). lako se ranije mislilo da se kamenice iskljugivo hrane
fitoplanktonom, istrazivanja provedena posljednjih dvadesetak godina pokazala su da hranu ovih
organizama pored fitoplanktona €ine i drugi planktonski organizmi (bakterije, nelorikatni cilijati i metazoe).
Stoga je odredivanje koncentracije organske partikularne tvari (POM) vjerodostojniji pokazatelj dostupnosti
hrane od koncentracije klorofila a. Medutim, sama koncentracija POM jo$ uvijek nije dovoljna da bismo
donijeli zaklju¢ak o koli¢ini filtrirane i asimilirane hrane. Naime, brojni su pokusi pokazali da na filtraciju utjece
i omjer izmedu organske i anorganske komponente. Omjer anorganske partikularne tvari (PIM) i POM vedi
od 3,5 je kritican jer se POM ne moZe resorbirati kada je PIM veci od 80 % ukupne partikularne tvari (TPM)
(Vahl, 1980). Iz navedenih je razloga potrebno poznavati raspon vrijednosti sve tri komponente partikularne

tvari (Gavrilovi¢, 2011).

1.6. Biokemijski sastav mesa Skoljkasa

Biokemijski sastav mesa SkoljkaSa nije stalan, nego koleba ovisno o vrsti, hidrografskim prilikama i uvjetima
prehrane u sredini u kojoj zive, vremenu sazrijevanja spolnih organa, sezoni mrijestenja, starosti i veliini, te
zdravstvenom stanju samih jedinka (Ojea i sur. 2004). Najzastupljenije makromolekule unutar suhe tvari
(lipidi, glikogen i proteini) imaju vaznu ulogu biokemijskih rezervi SkoljkaSa u tijeku procesa stvaranja gameta
i nestaSice hrane (Cari¢ i sur., 2000b). Tijekom godi$njeg reproduktivnog ciklusa, hranjive se tvari pohranjuju
kada ih ima u izobilju, a aktivnost gonada je minimalna (Bayne, 1976; Dridi i sur., 2007). Akumulacija i
mobilizacija biokemijskih rezervi prema stadiju reproduktivnog ciklusa opisana je za viSe vrsta morskih
Skoljkasa i uzrokuje promjene u njihovoj hranjivoj vrijednosti i organolepti¢kim svojstvima (Okumus i Stirling,
1998; Berthelin i sur., 2000). Najveci porast mase kamenice nastupa tijekom prolje¢a kada dolazi do naglog
porasta temperature mora i koncentracije klorofila a (Cano i sur., 1997). Proljetni porast temperature mora i
koli¢ine fitoplanktona dovodi takoder i do porasta organskog sadrzaja i razvoja reproduktivhog tkiva kod
ovog $koljkasa (Beninger i Lucas, 1984; Ren i sur., 2003; Pogoda i sur., 2013). Gametogeneza je energetski
zahtjevan proces, a stalna opskrba hranjivim tvarima potrebna je za biosintezu reproduktivhog materijala, pa
poCetkom razdoblja mrijeStenja naglo pada masa tkiva i indeks kondicije (Ojea i sur., 2004). Vaznost
pojedinih makromolekula i njihov energijski doprinos ovisi o vrsti Skoljkasa (Albentosa i sur., 2007). Glikogen,

kao glavni sastojak ugljikohidrata, osnovna je energetska zaliha kod Skoljkasa za odvijanje gametogeneze u
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uvjetima niskih temperatura, nedostatka hrane i kisika, pa se mozZe smatrati bioindikatorom stanja koliine
hrane u okolisu (Galap i sur., 1997; Marin i sur., 2003; Dridi i sur., 2007). Matias i sur. (2013) su za vrstu
Ruditapes decussatus L. zapazili kako su vrijednosti koncentracija lipida i proteina obrnutno proporcionalne.
Gabbott (1975) je prvi zakljuCio da razvoj gonada Skoljkasa moze ukljuéiti pretvorbu glikogena u lipide.
Najvece koncentracije glikogena uo€ene su tijekom faze pocinka ili pocetka gametogeneze, a koncentracije
lipida u to vrijeme bile su najmanje. Najmanje koncentracije glikogena nadene su u stadiju zrelosti gonada,
neposredno prije mrijeStenja, kada su koncentracije lipida bile najve¢e (De Zwaan i Zandee, 1972; Lgfstedt,
2010). Sezonske promjene u suhoj masi velikim su dijelom odraz stadija reproduktivnog ciklusa, a najviSe se
odnose na sadrzaj proteina i glikogena (Navarro i sur., 1989). Proteini su makromolekule najzastupljenije u
tkivima i mogu biti alternativni izvor energije u nekim vrstama Skoljkasa tijekom gametogeneze (Beninger i
Lucas, 1984; Galap i sur., 1997). Regulacija sinteze proteina predstavlja zna¢ajan adaptivni odgovor na
stani¢ni stres (Navarez i sur., 2009). Biokemijski sastav SkoljkaSa takoder se koristio kao biljeg u istrazivanju
kojem je cilj bilo procijeniti utjecaj okoliSnog zagadenja (Salman i Nasar, 2013).

Poznavanje biokemijskog sastava moze pridonijeti ne samo boljem razumijevanju rasta, uzgoja i uspjeha u

reprodukciji, nego i djelotvornijoj karakterizaciji zdravstvenog stanja i kvalitete kamenica (Anibal i sur., 2011).

1.7. Lipidni sastav mesa Skoljkasa

Lipidi su vazne energetske rezerve organizama koji zive u vodi (Arts i sur, 2009). Predstavljaju glavni izvor
metaboli¢ke energije, vazan su materijal za izgradnju stani¢nih membrana, sudjeluju u mnogim biokemijskim
procesima, fiziologiji i reproduktivnom ciklusu Skoljka8a, te reflektiraju specificne bioticke i abioti¢ke
promjene okolisa u kojem se organizmi nalaze (Pazos i sur., 1997; Arts i sur., 2001; Vance i Vance, 2002).
Razli¢ite funkcije lipida rezultiraju i razli¢itim definicijama istih, iako se znanstvenici koji istraZzuju lipide
oslanjaju na definiciju koju je dao Christie (2003). Ova najSire prihva¢ena definicija ih definira kao spojeve
topljive u organskim otapalima kao Sto su kloroform, benzen, eter i alkohol. Preciznija definicija temelji se na
njihovoj kemijskoj strukturi, koja dijeli lipide na polarne (glicerolipidi i sfingolipidi), nepolarne (triacilgliceroli) i
slobodne masne kiseline (Sahena i sur., 2009). Za potrebe ovog rada koriStena je upravo ova znanstvena
terminologija na temelju njihove kemijske strukture.

Masne kiseline &ine strukturne dijelove razli€itih vrsta lipida. Djeluju kao prekursori bioaktivnih molekula,
imaju strukturne i funkcionalne uloge u organizmu, te utje€u na procese kao Sto su reprodukcija,
osmoregulacija i odgovor na stres (Topi¢-Popovi¢ i sur., 2011). Uobi¢ajene masne kiseline Zivotinjskog ili
biljnog podrijetla obi€¢no imaju ravne lance s razli€itim brojem atoma ugljika, s metiinom skupinom (-CHs) na
jednom kraju, i kiselinskom tj. karboksilnom (-COOH) skupinom na drugom kraju. Masne kiseline gradene su
od lanaca s 12 do 24 atoma ugljika koji sadrze 0 do 6 dvostrukih veza (pretezno u cis konfiguraciji).
NajceS¢e dolaze u sastavu glicero- i sfingolipida, dok su neesterificirane masne kiseline, poznate kao
slobodne masne kiseline (free fatty acids, FFA), prisutne u vrlo malom udjelu u organizmima. Masne kiseline
s jednom dvostrukom vezom oznac¢avamo kao jednostruko nezasicene masne kiseline (monounsaturated
fatty acids, MUFA) (Slika 1.8), s dvije ili viSe dvostrukih veza su viSestruko nezasi¢éene masne kiseline
(polyunsaturated fatty acids, PUFA) (Slikal.9), a masne kiseline bez dvostrukih veza nazivamo zasi¢ene
masne kiseline (saturated fatty acids, SFA) (Slika 1.10).
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Najzastupljenije zasi¢ene masne kiseline u zivotinjskim i biljnim tkivima su one s ravnim lancem s 14, 16i 18
atoma ugljika: miristinska kiselina (MA, 14:0), palmitinska kiselina (PA, 16:0) i stearinska kiselina (SA, 18:0)
(Slika 1.8).

Najucestalije jednostruko nezasi¢éene masne kiselina u tkivu su palmitoleinska kiselina (PO, 16:1n-9) i
oleinska kiselina (OA, 18:1n-9) (Slika 1.9). Dvije glavne skupine viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
dijele se u dvije skupine, n-3 i n-6 PUFA, ovisno o polozaju prve dvostruke veze raCunajuci od kraja lanca
odnosno metilne skupine (ozna¢enom kao n ili w) prema karbonilnoj skupini. Dvostruke veze razdvojene su
jednom metilenskom jedinicom. Buduéi da niti Zivotinje niti ljudi ne mogu sintetizirati dvostruke veze na
polozaju 6 ili manjem, omega-3 (n-3) i omega-6 (n-6) PUFA moraju se unijeti hranom. Izvor n-3 PUFA su
morski organizmi i neke biljke, dok su izvor n-6 PUFA uglavnom biljna ulja. Esencijalne masne kiseline
(essential fatty acids, EFA) su linolna kiselina (LA ,18:2n-6 ) i a-linolenska kiselina (ALA, C18:3n-3).
Arahidonska kiselina (AA, C20:4n-6) moze se sintetizirati iz LA djelovanjem enzima (elongaze i desaturaze),
dok ALA sluzi kao prekursor u sintezi eikozapentaenske (EPA, C20:5n-3) i dokozaheksaenske kiseline
(DHA, C22:6n-3). S obzirom da je ucinkovitost mehanizama produljenja i desaturacije relativno mala, AA,
EPA i DHA mogu biti oznacene kao uvjetno esencijalne masne kiseline (Vance i Vance, 2002; Von Elert,
2002; Monroig i sur., 2013) (Slika 1.10).
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Slika 1.8 Zasi¢ene masne kiseline (www.eufic.org)
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Slika 1.9 Jednostruko nezasi¢ene masne kiseline (www.eufic.org)
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Slika 1.10 ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline (www.eufic.org)

Unato€ brojnim mogucim kombinacijama koje se odnose na stupanj nezasi¢enosti, poloZaj dvostruke veze i
duljinu ugljikovog lanca, u prirodi masne kiseline najéeS¢e sadrze jednu metilensku grupu izmedu dvostrukih

veza. Takve masne kiseline nazivaju se metilen-prekinute dienske kiseline (methylene interrupted dienoic,
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MID). Nedavno su u morskim ekosustavima otkrivene i ne-metilen prekinute dienske masne kiseline (non
methylene interrupted dienoic, NMID) koje ne sadrZe metilenske skupine izmedu dvostrukih veza unutar

molekule masne kiseline (Zhukova, 1991).

Mekusci su nedvojbeno skupina morskih beskraljeSnjaka u kojoj je biosinteza PUFA najopseznije istrazena,
dijelom i zbog komercijalnog interesa i nutritivne vrijednosti mekuSaca kao izvora "omega-3" masnih kiselina
za ljude (Joseph, 1982). Skoljkasi imaju moguénost biosinteze PUFA (Waldock i Holland, 1984), a postoje
moguce razlike medu vrstama ovisno o svojstvima enzima (desaturaza i elongaza) koji sudjeluju u ovim
metaboli¢kim reakcijama. Mehanizme produljenja masnih kiselina od LA do AA i od LNA do EPA i DHA u
Skoljkasa prvi je opisao Holman (1981). Biokemijske studije sugeriraju da mekusci posjeduju elongaze koje
su ukljuéene u biosinteticke puteve PUFA, uklju¢uju¢i NMID masne kiseline produljenjem lanca C18:3n-3 i
C18:2n-6 do C20:3n-3 odnosno C20:2n-6. Sli€no putu opisanom za ribe, enzimi s A° il A® desaturacijskom
aktivnosti potrebni su za sintezu C20:4n-3 i 20:3n-6 iz prekursora C18 prekursora ALA i LA. Nakon de novo
biosinteze C16:0 i C18:0 slijedi desaturacija djelovanjem A° desaturaze u C16:1n-7 (A9 16:1) i C18:1n-9 (A9
18:1). Naknadno produlienje do C18:1n-7 (A™ 18:1) i C20:1n-9 (A" C20:1), i daljnja A°-desaturacija
rezultiraju formiranjem A>'* C18:2 i A*** C20:2. Novo produljenje lanca rezultira sintezom A" €20:2 i A"
C22:2 masnim Kkiselinama (Monroig i sur., 2013). Podaci dostupni u literaturi pruzaju dokaze da
beskraljeznjaci posjeduju gene koji kodiraju enzime desaturaze i elongaze i imaju uloge u endogenoj
proizvodnji PUFA. Osim toga, €ini se da neki Skoljkasi imaju izrazitu n-3 (odnosno Als) desaturaznu aktivnost
enzima koji katalizira interkonverziju n-6 u n-3 nezasi¢ene masne kiseline (Schauer i Simpson, 1985; Ito i
Simpson, 1996) (Slika 1.11).

18:30-3 ==—cSe=s 18:4n-3

¥ \ A5
20:3n-3 =======% 20:4N-3 =————p 20:5n-3
AS
\ 22:5n-3 =04 & D2iGH:3
4A5,11,14,17 204 i T
\ 4
24:5N-3 ====m==- » 24:6n-3
I8 meeetems 18:85:8
v VoL
DI i e > 20:3N-6 =——————p 20:4n-6
AS
\ SVANE et DB
A511,1490-3 : '
v
24:40-6 =m-ntees 24:5n-6

Slika 1.11 Metaboli¢ki putevi n-3 i n-6 nezasi¢enih masnih kiselina (Monroig i sur., 2013)
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Triacilgliceroli (triacilglycerols, TAG) predstavljaju najéeséi oblik lipida za pohranu i €ine vecinski udio lipida
organizama koji zive u vodenoj sredini (Arts i sur., 2009). Sastoje se od tri molekule masnih kiselina esterski
vezanih na okosnicu glicerola. Zivotinje mobiliziraju pohranjene TAG ukoliko energetski zahtjevi nisu
ispunjeni kroz prehranu, ili obrnuto, deponiraju TAG kada dijetetski unos energije prelazi metabolicke
zahtjeve. Prema tome, masnokiselinski sastav TAG u glavnoj lipidnoj rezervi direktno je pod utjecajem
hrandibe i relativno je dinami¢an. UskladiSteni lipidi u tkivima mogu se hidrolizirati do slobodnih masnih
kiselina razli€itim enzimima (npr. lipoprotein lipaze, hormonski osjetljive lipaze, fosfolipaze A), prije nego sto
se metaboliziraju na razli€ite nacine, uklju€ujuéi oksidaciju, desaturaciju, produljenje i re-esterifikaciju.
Fosfolipidi (phospholipids, PL) su strukturne komponente svih staniénih membrana. Gradeni su od dvije
masne kiseline esterificirane na molekulu glicerola. Zbog specijaliziranih funkcija ovih lipida u sastavu
membrane, organizmi nastoje oCuvati masnokiselinski sastav, pa je ova lipidna klasa relativho otporna na
promjene u prehrani i stoga nije od znacaja kao pokazatelj prehrane.
Slobodne ili ne-esterificirane masne kiseline (free fatty acids, FFA) su takoder prisutne u tkivu morskih
beskraljeznjaka iako njima ne obiluju. Kod zivotinja, prehrambeni lipidi hidroliziraju se do slobodnih masnih
kiselina prije nego Sto se apsorbiraju i koriste za sintezu endogenih lipida. FFA se transportiraju u plazmi
vezane kao kompleks za albumine do organa u kojima se difuzijom ili aktivnim prijenosom preko stanicnih
membrana koriste u unutarstaniénim procesima.
Tkiva Skoljkaa izgradena su razli€itih lipidnih struktura; najobilnije su one koji sadrze masne kiseline kao dio
svoje molekularne strukture. Da bi se smanijila slozenost ukupnih lipida ili ako se treba analizirati samo
odredeni dio lipida (npr. lipidne frakcije), uzorak se podvrgava razli€itim preparativnim tehnikama
(razdvajanju i prociS¢avanju) prije dobivanja metilnih estera masnih kiselina (fatty acid methyl esters, FAME)
i analize na plinskom kromatografu (Tanaka et al., 2007). Masne kiseline potrebno je u kiselom ili alkalnom
mediju osloboditi iz kompleksa u koje su vezane i trans-esterifikacijom prevesti u lako hlapljive derivate

poput metilnih estera masnih kiselina (FAME) (Christie, 1989, 2003) za analizu na plinskom kromatografu.

U praksi, masne kiseline su se pokazale kao trofiéni biljezi prehrane kamenica (Ezgeta-Bali¢ i sur., 2012), te
indeksiraju zdravlje i prehrambeno stanje Skoljkasa (Liu i sur., 2008). Nedavno je dokazano da je praéenjem
sastava masnih kiselina moguce predvidjeti dugoro€ne promjene u strukturi pelagi¢nih ekosustava mora
(Martino i Maria, 2004) i povezati ih izravno sa zdravstveno/prehrambenim stanjem SkoljkaSa u uzgoju
(Lefstedt, 2010). Relativni odnosi i sastav masnih kiselina kod morskih organizama karakteristi¢ni su za
svaku pojedinu vrstu i ovisni su o Cimbenicima okoline (Bergé i Barnathan, 2005). Poznato je da je
sezonalitet sadrzaja lipida i sastava masnih kiselina kod odraslih SkoljkaSa usko povezan s reproduktivnim
ciklusom, klimatskim promjenama, te dostupnosti i sastavu prirodne hrane (Caers i sur., 2000; Freites i sur.,
2002). Masne kiseline su medu najvaznijim biomolekulama koje se prenose kroz hranidbene lance od biljaka
do Zivotinja, uklju€ujuéi i hranidbene lance u moru. S obzirom na &injenicu da Zivotinje ne mogu promijeniti
polozaj dvostruke veze u alifatskom lancu najblize terminalnoj metilnoj skupini (manjoj od n-9), kao i da ne
mogu de novo sintezirati odredene masne kiseline, moguce je pratiti odredene masne kiseline u hranidbenoj
mrezi, otkrivajué¢i odnose predatora i plijena (Prato i sur., 2010). Poznato je da je sastav velike vecéine
Zivotinjskih lipida ovisan izravno iz njihovoj prehrani, a samo ograniCen dio se de novo sintetizira. To €ini
odredene lipide (lipidne klase) korisnim biljegom u morskim ekosustavima. Medutim, kako koli€ina lipida koju
Skoljkasi koriste kao zalihu energije ovisi 0 sezoni, lipidi mogu biti posebno pogodan medij za prou¢avanje

dinamike okolia i odnosa primarnih proizvodaca kroz hranidbene lance (Freites i sur., 2002).
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Dinamika metabolizma lipida kamenica u Malostonskom zaljevu trebala bi pratiti dinamiku promjena u

sezoni, a promjene udjela masnih kiselina u mesu od interesa su kako kvalitativno tako i kvantitativno.

1.8. Oksidativni stres i antioksidativni odgovor u Skoljkasa

Sezonski okolisni ¢imbenici, poput promjene temperature mora, pH i koli¢ine otopljenog kisika, mogu utjecati
na metaboliCke aktivnosti beskraljeSnjaka i indukciju oksidacijskog stresa, te za posljedicu imati povecanje
proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva (reactive oxygen species, ROS) (Sheehan i Power, 1999). Kada
koncentracija ROS-a prelazi antioksidativni kapacitet u stanicama, oni mogu postati Stetni i uzrokovati
ozbiljna oste¢enja svih biomolekula u stanici (DNA, proteini, lipidi, ugljikohidrati) kao i smrt stanica
(Devasagayam i sur., 2003; de Almeida i sur., 2007; Bocchetti i sur., 2008; Banni i sur., 2008; Wang i sur.,
2008). Ksenobiotici i okoliSno zagadenje takoder mogu izazvati neravnotezu izmedu proizvodnje ROS i
njihovog uklanjanja, a kao posljedica javlja se oksidativni stres (Pawar i sur., 2013). Mjere razine
oksidativnog stresa korisne su kao osjetljiv pokazatelji ranog otkrivanja antropogenih u€inaka u vodenom
stani$tu (Regoli i sur., 2011). Skoljkasi su korisni organizmi za procjenu kemijskog zagadenja u vodenom
okolisu, buduéi da su sedentarni filtratorni organizmi i imaju Siroku geografsku zastuplienost. Da bismo
razumjeli zdravlje morskih organizama, u posljednjih nekoliko godina koriste se biljezi za procjenu
molekularnih, biokemijskih i stani€nih odgovora Skoljkasa nastalih pod utjecajem okoliSa (Di Giulio i sur.,
1989). NajCeS¢e se kao indikator fizioloSkog stanja i rasta kamenica koriste biokemijske analize
antioksidativnog statusa (Lanning i sur. 2006; Gavrilovi¢ i sur., 2008; Hamdani i Soltani-Mazouni, 2011). Na
biokemijskoj razini, promjene u lipidima mogu prikazati fiziolodki status SkoljkaSa i stresore koji izazivaju
oksidativni stres u organizmu (Sifi i sur., 2013). ViSestruko nezasi¢ene masne kiseline (polyunsaturated fatty
acids, PUFA) su gusto rasporedene u lipidima stani¢énih membrana kojima daju svojstvo fluidnosti, a upravo
su njihove dvostruke veze meta lipidne peroksidacije. Kada je prekinuta kovalentna veza, a nespareni
elektron ostaje vezan s atomom kisika, dusika ili nekom skupinom, formira se slobodni radikal i potice lipidnu
peroksidaciju (Pawar i sur., 2013). Novonastala molekula je konjugirani dien koji reagira s kisikom i formira
peroksidni radikal koji uzima elektron od druge lipidne molekule u procesu Sirenja ucinaka slobodnih radikala
(Kelly i sur., 1998). Protuoksidacijske tvari u€inkovito doniraju elektrone slobodnim radikalima te prekidaju
oksidacijsku lan€anu reakciju (Lucu, 2012). Lipidna peroksidacija jedan je od najvaznijih fenomena stani¢nih
ozljeda uzrokovanih slobodnim radikalima, a kako bi organizam to sprije€io razvijen je antioksidativni
obrambeni sustav koji $titi funkcionalnost i strukturu stanica od moguéih o$teéenja (Stefan i sur., 2007;
Bebiano i sur., 2005). Prekomjerna produkcija ROS u odgovoru na okoliSne stresore moZe dovesti do
povecane lipidne peroksidacije u membrani stanica, te posljedicno do oste¢enja membrane stanica i
proizvodnje lipidnih peroksida koji se pojavljuju kao najraniji produkti oksidativnih oSte¢enja. Dolazi i do
stvaranja drugih nusproizvoda kao $to je malondialdehid koji nastaje kao zavrsni podukt lipidne peroksidacije
(Viarengo i sur., 1991; Domijan i sur., 2015). Lipidni peroksidi i MDA nastali nakon razgradnje PUFA koriste
se kao biomarkeri lipidne peroksidacije kako bi se procijenile Stetne posljedice uzrokovane stresom
(Monserrat i sur., 2003; Stefan i sur., 2008).

U prirodnom okruZenju sezonski je ciklus odreden fizioloSkim znaajkama beskraljeZnjaka kao $to su rast,
reprodukcija i imunitet (Ruiz i sur., 1992; Pazos i sur., 1997b). Promjene ekoloskih ¢imbenika tijekom sezone

mogu snazno utjecati na metabolicke aktivnosti (Abad i sur., 1995; Ren i sur., 2003). Rezultati nekih studija
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unutar sezone pokazuju da su razine lipidnih peroksida (LP) i MDA vec¢e zimi, bez obzira na mjesto
uzorkovanja. Zimi visoka koncentracija otopljenog kisika povec¢ava stvaranje ROS-a i generiranje stresa te
smanjuje stani¢ni antioksidativni kapacitet za neutralizaciju slobodnih radikala (Abele i Puntarolo, 2004).
Studije o povezanosti biomarkera oksidativhog stresa i sezonskih promjena u poikilotermnih organizama
otkrivaju povezanost s metabolickim procesima, pa je tako zaklju¢eno da usporeni metabolizam prati manji
oksidacijski stress (Banni i sur., 2008; Bocchetti i sur., 2008). Pretpostavlja se da povec¢ana razina potrosnje
kisika, koja je uzrokovana poveéanim energetskim potrebama vezanim za okoliSni stres, moze uzrokovati
generiranje ROS i time inducirati Stetne procese u stanicama (Lesser i Kruse, 2004, Lannig i sur., 2006).
Almeida i sur. (2005) su zakljucili da periodi¢no otvaranje i zatvaranje Skoljke izloZzene zraku moze dovesti
do proizvodnje ROS-a i uzrokovati oksidativne ozljede.

Obrambeni sustav koji tezi inhibiciji reaktivnih kisikovih spojeva i sprje€ava oksidativnho ostecenje stani¢nih
dijelova ukljuuje enzimsku i ne-enzimsku antioksidativhu obranu (Cossu i sur., 1997; Federal i sur., 2008).
Vidal-Lifian i sur. (2010) bili su prvi koji su izvjeStavali o sezonskim promjenama aktivnosti antioksidativnih
enzima u azijskom slatkovodnom $koljkasu (Corbicula fluminea Miller, 1774), a zaklju€ili su da je aktivnost
mjerenih enzima bila niza u hladnijim nego u toplijim mjesecima. Glavni enzimi s antioksidativnim
djelovanjem za neutralizaciju ROS-a kod aerobnih organizama su superoksid-dismutaza (SOD), katalaza
(CAT), glutation-peroksidaza (GSH—-PXx), glutation-reduktaza (GR) i glutation-S-transferaza (GST). Aktivnost
ovih enzima Cesto se koristi u bioloSkom pracenju kao biljeg oksidativnog stresa kod razliCitih vrsta
organizama koji zive u vodi, poput rakova (Tu i sur., 2012), puzeva (Winston i Di Giulio, 1991), Skoljkasa
(Vidal-Lifan i sur., 2010; Borkovié-Miti¢ i sur., 2011), morskih krastavaca (Wang i sur., 2008) i riba (Federal i
sur., 2008; Regoli i sur., 2011; Maltar-Strmecki i sur., 2013).

Superoksid-dismutaza, enzim s kofaktorom Cu/Zn, vazan je ¢imbenik u protuoksidacijskim sustavima zastite
od ROS-a. SOD katalizira pretvorbu dva superoksida u manje toksic¢ne spojeve (vodikov peroksid i kisik). U
biljlkama i Zivotinjama SOD Kkatalizira dismutaciju dva superoksid-iona u manje toksi¢ne spojeve (vodikov

peroksid i kisik), nakon ¢ega katalaze razgraduju vodikov peroksid na vodu i kisik (Lin i sur., 2001).

superoksid-dismutaza
O;+0,+2H" ——  H,0,+0;,

Glutation-peroksidaze pripadaju grupi enzima u Cijoj strukturi se nalazi selen. Ovi enzimi, kao i katalaze,
razgraduju vodikov peroksid. Glutation-peroksidaza katalizira redukciju vodikovog peroksida pomocu
glutationa (GSH) u vodu, pri éemu se sulfhidrilna skupina GSH oksidira i on prelazi u dimerni oblik GS-SG

(oksidirani glutation-disulfid).

glutation-peroksidaza
H,0,+2GSH —» 2 H,0 + GSSG
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Oksidirani oblik GSSG regenerira se u reducirani u redoks-ciklusu koji ukljuéuje glutation-reduktazu i redoks-
sustav NADP*/NADPH.

glutation-reduktaza
GSSG + NADPH+H"™ ——» 2 GSH + NADP*

Glutation-reduktaza (GR) nalazi se u visokim koncentracijama u stanicama probavne Zlijezde Skoljkasa, koja
sudjeluje u pretvorbi i izlu€ivanju toksi¢nih tvari i ima vaznu ulogu u zastiti tih stanica od slobodnih radikala i
oksidativhog oSte¢enja. Stani¢na “smrt” (apoptoza) nastaje nakon ekstremnog osiromasenja ili potro$nje
glutationa (Cossu i sur., 1997).

promjene u ekosustavu. Pritom biokemijsko-fizioloSke promjene u organizmu nastale kao odgovor na stres
mogu biti akutne ili kroniéne (Lam i Gray, 2003; De Luca-Abbott i sur., 2005; Dunphy i sur., 2006; Hamdani i
Soltani-Mazouni 2011). Aktivnost antioksidativhih enzima medusobno je ovisha o varijacijama unutar
bioloskih ciklusa, fizikalno-kemijskih promjena u okoliSu i utjecaju antropogenih zagadivala (Banni i sur.,
2008). Zbog toga je procjena i tumacenje sezonskih varijacija biomarkera oksidativhog stresa od velike
vaznosti za buduce ekotoksikoloSke studije (Sheehan i Power, 1999). Mehanizmi godis$njih varijacija u
antioksidativnoj obrani primijeCeni su u tkivima mnogih vrsta $kolijkasa, kao Sto su dagnja (Mytilus
galloprovincialis Lamarck, 1819) (Borkovi¢ i sur., 2005; Bocchetti i sur, 2008), kunjka (Modiolus modiolus L.)
(Lesser i Kruse, 2004), plava dagnja (Mytilus edulis L.) (Manduzio i sur. 2005), te u probavnoj Zlijezdi smede
dagnje (Perna perna L.) (Filho i sur., 2001).

Povecanje svijesti o SkoljkaSima kao osjetljivim bioindikatorima oneciS¢enja okoliSa i potreba za procjenom
godisnjih varijacija biomarkera kao odgovora na oksidacijski stres temelj su ovog istrazivanja. Cilj ovog
istrazivanja je procijeniti utjecaj sezone (oscilacije u temperaturi, salinitetu, otopljenom kisiku i koncentraciji
hranjivih tvari) na oksidacijske reakcije tkiva uzgojne populacije europske plosnate kamenice (Ostrea edulis
L.) iz nezagadenog referentnog mjesta u Jadranskom moru.

Pretpostavka je da ¢e Skoljke iz Malostonskog zaljeva imati niZzu aktivnost antioksidativnih enzima ljeti, zbog
nizih koncentracija kisika u moru, u usporedbi sa zimskim razdobljem kada je razina kisika veca, ali i zbog
utjecaja visoke temperature na enzimsku i ukupnu metaboli¢ku aktivnost (Viarengo i sur. 1991; Sheehan i
Power, 1999; Filho i sur., 2001; Nahrgang i sur. 2013). Prethodne studije pokazale su da beskraljeznjaci koji
se prilagodavaju okruzenju s visokom razinom otopljenog kisika (npr. polarna stanista) ¢esto imaju visoku
aktivnost antioksidansa kako bi se zastitili od slobodnih radikala (Camus i sur., 2005). S druge strane,
pronaden je vrlo nizak aktioksidativni status kod meku$aca izloZenih izrazito anaerobnim uvjetima (Viarengo
i sur. 1991).

Utjecaj varijabli okoliS3a na oksidativni odgovor, ukoliko se ne mijeri, moZe dovesti do pogreSaka u
interpretaciji rezultata biomarkera prilikom monitoringa morskih organizmama kroz dulji period. 1z tog razloga
rezultati ovog istrazivanja mogu biti vrijedan pokazatelj oscilacija u antioksidativnom statusu i fizioloSkom
stanju uzgajane kamenice tijekom godine. Pored toga, dobiveni rezultati mogu biti temelj buduc¢ih studija

znacajnih za zastitu bioloske raznolikosti Jadranskog mora.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Postavljanje pokusnog uzgajalista

Materijali i metode

Pogetkom 2009. godine postavljen je pokusni uzgojni park s europskim plosnatim kamenicama

(Ostrea edulis L.) u uvali Bistrina u Malostonskom zaljevu (Slika 2.1). Nakon razdoblja prilagodbe od

2 mjeseca, obavljena je prva selekcija kamenica koje su poCetkom travnja 2009. godine postavljene

na novi uzgojni park. Odabrano je 500 jedinka koje su prema tradicionalnoj uzgojnoj tehnologiji

cementirane na pergolare. Cijeli pokus trajao je 12 mjeseci. GodiSnja doba su ukljucila slijedece

mjesece:

PROLJECE (ozujak, travan;j i svibanj)
LJETO (lipanj, srpanj, kolovoz)
JESEN (rujan, listopad, studeni)

ZIMA (prosinac, sije€anj, velja¢a).
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Slika 2.1 Podrugje istrazivanja
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Materijali i metode

2.1.1. Odredivanje osnovnih hidrografskih parametara

Uzorci morske vode uzimani su na istrazivanoj postaji jednom mjeseéno Niskinovim crpcem volumena
5L, s dubine od 1 do 4 metra s obzirom da se u tom sloju nalaze uzad s cementiranim kamenicama.
Nakon izvlagenja uzoraka vode mjerena je temperatura, koli¢ina otopljenog kisika, pH i salinitet u

zahvacenom volumenu morske vode uz pomo¢ WTW- Multi 350i sonde (Slika 2.2).

2.1.2. Odredivanje koncentracije ukupne partikularne tvari

Pri obradi uzoraka za odredivanje partikularne tvari koriste se prethodno izvagani i oznaceni stakleni
membranski filtri (Whatman GF/C) u triplikatu. Neposredno po povratku s terena, volumen od 1 L
morske vode filtrira se pomoc¢u vakuum pumpe pod niskim tlakom, a filteri se potom pohrane na -20°C
do daljnje laboratorijske obrade. Za odredivanje ukupne partikularne tvari filteri se su$e do konstantne
mase na 100 °C u razdoblju od 24 sata. Nakon toga slijedi vaganje filtera na analitickoj vagi.

Ukupna partikularna tvar (TPM) racuna se po formuli:

TPM = masa suhog filtera — masa ¢istog suhog filtera.

2.1.2.1. Odredivanje koncentracije organske i anorganske partikularne tvari

Za odredivanje koncentracije organske partikularne tvari (POM) i anorganske partikularne tvari i (PIM)
koriste se prethodno pripremljeni i osuSeni filtrir papiri s talogom filtriranog uzorka mora, zare se 5 sati
na 450 °C, te se nakon toga vazu.

Anorganska partikularna tvar ra¢una se po formuli:

PIM = masa Zarenog filtera — masa Cistog Zarenog filtera

Organska partikularna tvar racuna se po formuli:

POM = TPM = PIM
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Slika 2.2 Uzorkovanje mora Niskinovim crpcem

2.1.3. Odredivanje hranjivih soli

Uzorci mora za kemijske analize pohranjeni su po zavrSetku svakog uzorkovanja na -20 °C do

laboratorijskih mjerenja spektrofotometrijskim metodama. Koli¢ine nitrita, nitrata, fosfata, sulfata i

amonijaka u moru odredivane su kolorimetrijskim metodama uz pomoc¢ spektrofotometra Hanna

Instruments 83200. Kemijski parametri mora odredivani su sljede¢im metodama (Koroleff, 1983):

Nitrati - adaptiranom kadmij-redukcijskom metodom; Nitratni ioni u uzorku vode reagiraju s
2,6-dimetil-fenolom u prisustvu smjese anorganskih kiselina i stvaraju obojeni kompleks.
Intenzitet boje mjeri se spektrofotometrijski pri A = 324 nm, a koncentracija se izracunava
pomocu kalibracijskog pravca.

Nitriti — adaptiranom EPA (Environmental Protection Agency) diazotizacijskom metodom;
Nitritni ioni reagiraju u kiselom mediju sa sulfanilnom kiselinom stvarajuci sol, koja zatim u
reakciji s naftil-aminom formira kompleks ruZi€aste boje. Apsorbancija boje u uzorku mjeri se
pri A = 530 nm i usporeduje s apsorbancijom standarda poznate koncentracije.

Fosfati — prilagodbom standardne metode redukcije amonijevim fosfomolibdatom; Odredvanje
koncentracije anorganskih fosfata temelji se na reakciji fosfatnog iona s amonijevim
molibdatom u kiselom mediju, pri éemu nastaje spoj kompleksne strukture - amonijev
fosfomolibdat. Apsorbancija reduciranog molibdenovog plavila mjeri se na A = 660 nm.

Sulfati — turbidimetrijskom metodom 1SO: 3025; Postupak ispitivanja sulfata obavlja se
turbidimetrijskim mjerenjem koje se temelji na talozenju barijevog sulfata u koloidnom obliku.
Apsorbancija se mjeri pomocéu spektrofotometra na A = 420 nm, a koncentracija sulfatnih iona
odreduje se usporedbom sa standardnom krivuljom.

Amonijak — adaptiranom Nesslerovom metodom; Amonijevi ioni u uzorku reagiraju s
Neslereovim ragensom i daju Zuto-crvenu boju te se spektrofotometrijski odreduju na A = 425

nm.
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2.2. Uzorkovanje kamenica

Uzorkovanje kamenica (n = 30) provedeno je mjesecno tijekom godine dana (Slika 2.3 a). Nakon
transporta u laboratorij, kamenice su izmjerene, te paZzljivo otvarane (Slika 2.3 b). Nakon susenja na
stanievini izmjerena je masa svjezega tkiva, te su uzorci pohranjeni u hladnu komoru na -80 C°.

Slika 2.3 Uzorkovanje kamenica a) na terenu b) u laboratoriju

2.2.1. Odredivanje indeksa kondicije i biokemijskog sastava europske plosnate

kamenice

Meso i ljuSture nakon odvajanja su osuseni u susioniku na temperature od 105 °C tijekom 24 sata.

Indeks kondicije (IK) ra¢unao se po Mann-u (1978) prema formuli:

IK = masa suhog mesa / masa suhe ljusture x 1000

Uzorci za biokemijske analize pripremljeni su tako da se cijelo tkivo SkoljkaSa homogenizira pomocu
Ultra-Turax homogenizatora u izotoni¢noj otopini NaCl u omjeru 1:5 uz hladenje tubice u serijama od

5 x 20 s, odnosno do potpunog usitnjenja tkiva.
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2.2.1.1. Odredivanje masenog udjela lipida

Ukupni lipidi su iz uzoraka izdvojeni metodom ekstrakcije organskim otapalima (solvent extraction) po
Folchu (1957). Ova metoda primjenjuje smjesu kloroforma i metanola (CHCl;:MeOH) u omjeru 1:2.
Uzorak homogenata volumena 2 mL stavi se u Falcon epruvete, doda se smjesa otapala i mije3a na
automatskoj tresilici 30 min. Zatim slijedi centrifugiranje 5 min na 1000 g pri sobnoj temperaturi.
Odvaja se donja organska faza Pasteurovom pipetom. Postupak se ponavlja s Cistim kloroformom
zbog postizanja maksimalnog iskoriStenja ekstrakcije. Dobiveni ekstrakti sjedine se u staklenu
epruvetu sa ¢epom te se doda bezvodni natrijev-sulfat i ostavlja na 4 °C preko noéi kako bi se iz
uzorka odstranio visak vode. U meduvremenu se pripremaju i vazu epruvete za uparavanje. U njih se
profiltrira organska faza te se upari do suhog u vakuum uparivacu (UNICRYO MC2L-80°C i UNIVAPO
100H, UniEquip Martinsried, Njemacka). Ponovnim vaganjem epruvete gravimetrijski se odreduje
masa ukupnih lipida u uzorku koja se izrazava po gramu vlaznog tkiva kamenice. Ekstrahirani lipidi

koriste se za daljnje odredivanje sastava masnih kiselina i lipidnih peroksida.

2.2.1.2. Odredivanje masenog udjela proteina

Udio proteina u tkivu odreduje se metodom po Lowry-u (1951). Homogenat Skoljkasa centrifugira se
(Biofuge Fresco, Heraus instruments) na 13 000 g tijekom 5 minuta. U staklene epruvete odvoji se 0,1
mL supernatanta i razrijedi 10 puta s dH,O. Razrijedenom uzorku koji sadrzi 5 do 50 ug proteina
dodaje se 2 mL Lowry reagensa (2 % Na,CO; (50 mL); 2 % C4H;KNaOg (0,5 mL); 1 % CuS0, (0,5
mL); 1M NaOH) te 0,2 mL Folin-Ciocalteu reagensa (Kemika, Zagreb, Hrvatska) razrijedenog s
destiliranom vodom u omjeru 1:3. Apsorbancija otopine mjeri se nakon inkubacije od 60 min pri A =
740 nm. Koncentracija proteina izraZava se u miligramima proteina po gramu vlaznog tkiva (mg

proteina/g tkiva). Kao standard koristi se albumin govedeg seruma (Sigma Aldrich, Njemacka).

2.2.1.3. Odredivanje masenog udjela glikogena

Glikogen je odreden primjenom anthrone reagensa metodom po De Zwaan i Zandee (1972) uz
modifikacije. 1 mL homogenata razgraduje se dodatkom 3 mL 30 % KOH u kipuéoj vodenoj kupelji
kroz 20 minuta. SadrZaj se ohladi u ledenoj kupelji i dodaje se 4 mL 95% etanola, temeljito pomijesa i
oprezno dovede do vrenja u kupelji vru¢e vode. Ova smjesa se ohladi i centrifugira 15 minuta na 1000
g. Supernatant se dekantira i obrnuto okrenute epruvete suse se na filtrir-papiru nekoliko minuta.
Talog se otopi u 1 mL destilirane vode, pretalozi s 2 mL 95 % etanola, centrifugira i susi. Talog se
otopi u 5 mL destilirane vode i doda se 10 mL 0,2 % anthrone reagensa u sulfatnoj kiselini u ledeno
hladnim uvjetima. Glikogen se hidrolizira u razrijedenim kiselinama na jednostavne Secéere Ciju

koli€inu je jednostavno izmjeriti kolorimetrijski na A = 680nm. Koli¢ina glikogena u tkivima izraZzava se
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kao mg glikogena na gram svjezeg tkiva. Kalibracijski pravac priprema se pomoc¢u standardne

otopine glukoze.

2.2.2. Razdvajanje lipidnih frakcija

Ekstrakt ukupnih lipida razdvojen je na frakcije triacilglicerola, fosfolipida i masnih kiselina metodom
ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (Solid Phase Extraction - SPE), koriste¢i amino-propil kolone volumena 2,8
mL, koje sadrze 500 mg silicija modificiranog aminopropil grupama, uz primjenu vacuum-razdjelnika
Phenomenex, SAD (Kaluzny i sur., 1985).

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE) je ekstrakcijska metoda kod koje se odvajanje analita od matrice
uzorka temelji na selektivnom vezanju analita na sorbens, nakon ¢ega slijedi desorpcija ispiranjem
odgovarajuc¢im otapalom.

Kolone su kondicionirane propustanjem 3 mL kloroforma i 3 mL metanola (Slika 2.4 a). Uzorak
ukupnih lipida otopljen je u 200 pL kloroforma od €ega je na kolonu je naneseno 150 pL uzorka (Slika
2.4 b), dok se ostatak ukupnih lipida koristio kao zasebna frakcija. Frakcija triacilglicerola (nepolarnih
lipida) iz uzorka ispirana je mjeSavinom kloroform/izopropanol = 2:1 (vv) u volumenu od 2 x 2 mL
(Slika 2.4 c). Frakcija fosfolipida (polarnih lipida) ispirana je metanolom u volumenu od 10 x 2 mL
(Slika 2.4 d). Slobodne masne kiseline eluirane su smjesom 2 % mravlje kiseline u eteru u volumenu

od 2 x 3 mL. Dobivene frakcije uparene su do suha i koriStene za analizu masnih kiselina .
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Slika 2.4 Shema razdvajanja lipidnih frakcija prema stupnju polarnosti (www.pubs.rsc.org)
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2.2.3. Tankoslojna kromatografija

S ciliem provjere ucinkovitosti razdvajanja lipidnih frakcija koriStena je uzlazna tankoslojna
kromatografija na ploama silikagela prema metodi Mangold (1969), uz modifikacije prema Rami¢ i
sur. (2006).

Za tankoslojnu kromatografiju koriStene su staklene ploce veli¢ine 10 x 20 cm (Merck, Darmstadt,
Germany), (Slika 2.5) impregnirane tankim slojem silikagela (0,25 mm). Kao razvija¢ koristi se smjesa
petroleter:dietileter:octena kiselina u omjeru 80:20:1 (v:v:v). Za identifikaciju izoliranih ukupnih lipida
(a) i lipidnih frakcija: triacilgicerola (d), fosfolipida (b) i slobodnih masnih kiselina (c) koridtene su
standardne otopine fosfolipida (PL), triacilglicerola (TAG) i slobodnih masnih kiseline (SMK).

Vizualizacija je izvrSena u kupelji sa zasi¢enim parama joda (Slika 2.5 a, b, c i d).

. —> TAG

- | =—3> UZORAK

Slika 2.5 Tankoslojna kromatografija
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2.2.4. Priprema metilnih estera masnih kiselina

Prevodenje masnih kiselina u metilne estere provedeno je prema metodi Morrison i Smith (1964). Kao
interni standard uzorcima se dodaje nonadekanska kiselina C 19:0 (Sigma Aldrich, Njemacka). U
staklene epruvete s uparenom lipidnom frakcijom dodano je 1 mL 1 M metanolne NaOH te su
stavljane u termostat na 70 °C kroz 30 min. Zatim se uzorak hladi i doda se 2 mL 12 % BF; u
metanolu. Epruvete se ponovno &vrsto zatvore, dobro protresu te vrate u termostat na jo§ 10 minuta.
Nakon ponovnog hladenja u uzorak se dodaje 2 mL heksana i 1 mL 20 % NH,Cl. Uzorak se
centrifugira 15 minuta na 3000 g pri 4 °C. PaZljivo se odvoji gornja organska faza, dodaje se natrijev
sulfat bezvodni kako bi se odstranio viSak vode, te ostavi uzorak na 4 °C preko noc¢i. Nakon filtriranja
uzorci se upare do suhog. Epruvete se propusu Cistim dusikom iz boce, zatvore i Cuvaju na -20 °C do

analize na plinskom kromatografu.

2.2.5. Plinska kromatografija

Upareni ekstrakti metilnih estera masnih kiselina (fatty acid methyl esters, FAME) otapani su u otopini
kloroforma, te su injektirani u plinski kromatograf SRI 8610C (Slika 2.6), (SRI Instruments
Chromatography Systems, Torrance, CA, USA). Za kromatografiju je koriStena DB-WAX kolona,
duljine 60 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm te debljine aktivhog sloja 0,25 um, proizvodaga Agilent
J&W, SAD.

iciency

DETECTOR
PRESSURE CONTROLS PARAMETERS

Slika 2.6 Plinski kromatograf, model SRI 8610C
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Temperaturni uvjeti bili su slijedeci: temperatura injektora 260 °C, temperatura detektora (FID) 260
°C, pocetna temperatura kolone 150 °C, 3 min, zagrijavanje 8°C/min do 220 °C, 32 min na 220 °C.
Kao plin nosa€ koristen je vodik uz protok 20 mL/sec, u “split modu” omjera 1:100. Ukupno trajanje
programa iznosilo je 45 min.

Identifikacija pojedinih masnih kiselina provedena je na temelju vremena retencije usporedbom s
poznatim standardima (PUFA 1 F.AM.E. mix, C 18-C 20, PUFA 2 Marine Source, Supelco 37
Component F.A.M.E. mix, Supelco, SAD).

Sadrzaj masnih kiselina izrazen je kao relativni maseni udio (%). Masne kiseline su grupirane i
prikazane u skladu sa svojim stupnjem zasicenosti SFA, MUFA, PUFA, n-3, n-6, ako nije drugacije
navedeno. Kvantitativno odredivanje pojedinih masnih kiselina provedeno je usporedbom povrsine
vr§ka internog standarda (C 19:0) dodanog tijekom metilacije masnih kiselina s povrS§inom vrska
pojedine masne kiseline. Obrada kromatograma provedena je racunalnim programom Peak Simple
3D 2000 za Windows. Aterogeni indeks (Al), trombogeni indeks (Tl), omjer nezasicenih i zasicenih
masnih kiselina (U/S), te indeks nezasi¢enja (Ul) n-3 i n-6 reda izraCunati su prema formulama
prikazanim na slici 2.7 (Slika 2.7 a, b, c,d i e).

(4 x C 14:0) + C 16:0

a) Al = EMUFA + ZPUFA (n—6)+ LPUFA (n-3)
C 14:04C 16:0+C 18:0
b) TI= Ak ies
0,5 (ZMUFA)+0,5(EPUFA (n-6) )+ 3(EPUFA (n-3))+(=)
IMUFA + ZPUFA
c) u/s = i

ZSFA

Z(n—3 PUFA ) x Z(dvostrukih veza n—3 PUFA)
100

d Uln-3)=

Z (n—6 PUFA) x Z (dvostrukih veza n—6 PUFA)
100

e) Ul(n—=6) =

Slika 2.7 Formule koriStene za izraCunavanje indeksa masnih kiselina
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2.3. Odredivanje oksidativhog ostec¢enja

Nakon uzorkovanja, Skoljkasima je izvadeno tkivo, viSekratno isprano u fizioloSkoj otopini, osuSeno na
stanicevini i izvagano. Tkivo je zatim homogenizirano koriStenjem 0,14 M otopine KCI u omjeru 1:10
pomoc¢u Ultra-Turax homogenizatora (5 x 20 s) uz stalno hladenje u vodi s ledom. Homogenati su
zatim centrifugirani na 12 000 g 10 minuta pri 4 °C u Eppendorf centrifugi Hettich EBA 12 R. Nakon
centrifugiranja, supernatanti tkiva su ¢uvani na -80 °C do analize. U tako dobivenom supernatantu
homogenata tkiva kamenica opseg oksidativnih oSte€enja procijenjen je na nekoliko nagina, putem

odredivanja aktivnosti antioksidacijskih enzima i koncentracije lipidnih peroksida i malondialdehida.

2.3.1. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD)

Katalititka koncentracija enzima superoksid-dismutaze (SOD, E. C. 1.15.1.1.) odredena je u
supernatantu homogenata tkiva inhibicijom redukcije citokroma ¢ u sustavu ksantin/ksantin-oksidaza
prema modificiranoj metodi McCord i Fridovich (1969). U staklenu kivetu s 2,9 mL otopine A (1,5 mg 1
mM ksantina otopljen je u 9,86 mL 1 mM NaOH i tome je dodano 12,96 mg 0,05 mM citokroma ¢
otoplijenog u 85 mL 50 mM fosfatnog pufera pH = 7,8 koji sadrzava 0,1 mM EDTA) doda se 50uL
uzorka i reakcija se zapo¢ne dodatkom 50uL otopine B (1500 uL otopine svjeze pripremljene ksantin-
oksidaze u 50 mM fosfatnom puferu pH = 7,8 koji sadrzava 0,1 mM EDTA-e, kona¢ne aktivnosti od
0,2 U/mL). Vrijeme reakcije mjeri se 3 minute na valnoj duljini 550 nm. Jedinica SOD-a (U) definirana
je kao koli¢ina enzima potrebnog za 50-postotnu inhibiciju redukcije citokroma ¢ u usporedbi s
baZdarnim pravcem s poznatim koncentracijama SOD. Aktivnhosti SOD izraZena je kao U/mg proteina.

Svaki uzorak izmjeren je u triplikatu.

2.3.2. Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze (GR)

Aktivnost enzima glutation-reduktaza (GR, E. C. 1.6.4.2) odredena je prema protokolu za komercijalni
set (Randox, Irska). Glutation-reduktaza katalizira konverziju oksidiranog glutationa u reducirani
glutation upotrebljavaju¢i NADPH kao supstrat. Kolicina NADPH koja se koristi u reakciji izravna je
mjera aktivnosti enzima. Reakcijska smjesa (pH 7,5) sadrzavala je 0,1 M KH,PO,, 0,1 M K,HPO,, 1
mM EDTA, 2 mM NADPH i 2 mM GSSG. U kivetu od kvarcnog stakla dodano je 500 yuL 2 mM otopine
GSSG, 400 pyL 100 mM kalijevog fosfatnog pufera (pH 7.5) koji je sadrzavao 1 mM otopinu EDTA te
50 pL ekstrakta proteina i 50 yL 2 mM otopine NADPH. Smanjenje apsorbancije praceno je 2-3
minute pri valnoj duljini od A = 340 nm svakih 15 sekundi. Za svaku seriju mjerenja napravljena je i
negativna kontrola s destiliranom vodom umjesto oksidiranog glutationa. Kao pozitivha kontrola
koriStena je glutation-reduktaza ekstrahirana iz kvasca, koja je takoder sastavni dio koriStenog

analitickog seta za GR. Aktivhost GR izrazena je enzimskim jedinicama (U) koje predstavljaju koli¢inu
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enzima koji katalizira redukciju 1 ymol supstrata po minuti, a normirana je na koncentraciju proteina u
uzorku.

Aktivnosti SOD i GR odredivane su reagensima tvrtke Randox (Dublin, Irska) na biokemijskom
analizatoru SABA 18 (AMS, Rim, ltalija).

2.3.3. Odredivanje lipidnih peroksida (LP)

Za mjerenje o$teCenja na razini lipida koriStena je metoda sa Zeljezo-reagensom (Mihaljevi¢ i sur.,
1996). Suhi ostatak nakon ekstrakcije lipida razrijedi se diklormetanom (CH,Cl,) tako da svaki uzorak
sadrzi priblizno 2 mg/mL lipida. U odmjernim tikvicama od 5 mL deaerira se smjesa otapala
(CH,Cl,:MeOH = 2:1, v:v) kojoj se potom doda alikvot ekstrahiranih hidroperoksida te 0,4 mL Fe—
reagensa (deaerirana otopina 0,0045 mol dm™ FeSO, x 7H,0 u 0,04 mol dm™ HCI i 3% KSCN u
MeOH pomijeSane su u omjeru 1:1). Crveno obojene mjerne otopine snimljene su na
spektrofotometru pri valnoj duljini A = 500 nm, u kiveti od 1 cm na sobnoj temperaturi. Uzorci su
snimani 30—40 minuta nakon vremena postizanja kvantitativnosti reakcije Fe—reagensa i ispitivanih
otopina hidroperoksida. Ova se metoda temelji na mjerenju koli€ine peroksida nastalih prilikom
oksidacije lipida. Koncentracija hidroperoksida izrauna su iz vrijednosti apsorbancije mjernih otopina
umanjenih za vrijednost sliiepe probe i vrijednosti molarnog ekstinkcijskog koeficijenta

feritiocijanatnog kompleksa (€ = 58440 M'cm™).

2.3.4. Mjerenje koncentracije malondialdehida (MDA)

Stupanj peroksidacije lipida odreden je prema metodi Okhawa i sur. (1979). Koncentracija produkata
lipidne peroksidacije odredena je kao koli€ina tvari koje reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (engl.
Thiobarbituric acid reactive substances - TBARS) (Heath i Packer, 1968.) uz odredene modifikacije.

U 0,5 mL supernatanta dodaje se 1,0 mL 20%-tne trikloroctene kiseline (TCA) (Kemika, Hrvatska)
kako bi se istalozili proteini. Nakon centrifugiranja na 4 °C pri 6000 g tijekom 5 minuta, na 0,5 mL
bistrog supernatanta dodaje se 1,0 mL 0,5% tiobarbiturne kiseline (TBA) (Sigma Aldrich, Njemacka).
promijeSa i smjesa se zagrijava 30 minuta u vodenoj kupelji na 95 °C. Nakon ponovnog
centrifugiranja pri 1000 g 10 minuta, apsorbancija se ocita pri A = 535 nm i A = 600 nm na
spektrofotometru Genesys (10 S, USA) prema slijepoj probi, koristeCi integriranu programsku
podrsku. Ovaj spektrofotometar je koriSten u svim kasnije opisanim analizama antioksidativne
aktivnosti. Koncentracija produkata lipidne peroksidacije (TBARS) izraCunata je prema molarnom
ekstincijskom koeficijentu € = 155 mM™* ecm™ i izraZena kao nM g'l mokre mase (w/w). Bazdarni
dijagram pripremljen je iz razli€itih razrijedenja mati¢nog standarda 1,1,3,3-tetrametoksipropana
(TMP) (Sigma Aldrich, Njemacka).
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2.4. Statisticka obrada podataka

Razina statisticke znacCajnosti odredena je na p < 0,05, te su u svim slu€ajevima upotrebljavani
dvokraéni (engl. two-tail) testovi statisticke znacajnosti. Normalnost raspodjela provjeravana je
Shapiro-Wilk testom, a kao mjere centralne tendencije i rasprsenja prikazani su medijan i interkvartilni
raspon. Statisticka znac¢ajnost razlike u srednjim vrijednostima pojedinih parametara kroz 12 mjeseci
analizirana je Kruskal — Wallis testom. Povezanost pojedinih parametara s obiljezjima sezone
analizirana je Pearsonovim koeficijentom korelacije, a predvidanja vrijednosti na temelju obiljezja
sezone obavljena su putem multiple linearne regresije. Sve statisticke obrade obavljene u paketu
SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

StupiCasti grafikoni sazeto prikazuju raspodijelu vrijednosti na svakoj razini. Krajevi linija prikazuju 25
% (donji kvartil - Q1) i 75 % (gornji kvartil - Q3) vrijednosti, a sredina Cini interkvartalni raspon. Visina
stupic¢a prikazuje medijan mjerenih vrijednosti.

U idu¢em koraku napravljena je multipla regresijska analiza za varijable koje su se pokazale statisti¢ki
znaCajno povezane s obiljezjima sezone i statisticki znaajno razliCite s obzirom na mjesece
(statisticka znacajnost u oba slu¢aja). U analizi su u obzir uzete 4 komponente, buduc¢i da su pojedina
obiljezja sezone medusobno u visokim korelacijama.

Kod viSestrukih usporedbi koristi se Bonferroni korekcija koja podeSava razinu statisticke znac¢ajnosti
jedne analize kako bi razina statistiCke zna€ajnosti cijelog seta usporedbi iznosila p < 0,005. Razina
vjerojatnosti da ¢emo dobiti laZno pozitivan rezultat postavljena je na p = 0,05 kod jedne usporedbe,
no kad se rade primjerice tri usporedbe, ako je razina znacajnosti za svaku p = 0,05, tada ¢e za
ukupnu analizu (sve 3 usporedbe) vjerojatnost pogredke biti 0,05*3, odnosno 15 %. Bonferronijeva

korekcija postavlja ukupnu razinu zna€ajnosti (za sve analize) na 0,05.

2.5. Matemati¢cko modeliranje

Pored klasi€nih statistickih metoda obrade podataka, u ovom radu koristene su i metode
matemati¢kog modeliranja i predikcije sastava masnih kiselina ukupnih lipida koriStenjem racunalnog
programa R (verzija i386 3.0.3, R Foundation for Statistical Computing, Be¢, Austrija).

Analiza podataka provedena je metodom viSestruke linearne regresije. Modeliranje je provedeno
zasebno za svaku zavisnu varijablu (ZV). Za dobivanje boljeg uvida u oblik distribucija koriste se box
— dijagrami i histogrami. U sluaju odstupanja od pretpostavki regresije ili postojanja veéih outliera
(netipi€nih vrijednosti), provodi se Box — Coxova metoda za procjenu najbolje transformacije nad ZV u
smislu regresijskog modela. Osim toga, kako bi bolje procijenili oblik i formu modela, koridten je
regresijski model u kojem je neovisna kategori¢ka varijabla mjesec, s 12 kategorija koje su uklju¢ene
u model kroz 11 pokazatelja (dummy) varijable (Zar, 2010). Ovaj model je ekvivalent ANOVA analizi.
Kriteriji koji su koriSteni za procjenu prilagodbe pojedinog modela su: prilagodeni koeficijent

determinacije (adjusted coefficient of determination, Raz), Akaike informacijski kriterij (Akaike
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information criteria, AIC) i predikcijska suma kvadrata reziduala (predicted residual sum of squares,
PRESS).

t-testom se testira jeli, s obzirom na druge nezavisne varijable u modelu, dobiveni koeficijent znac¢ajno
razli¢it od 0, a F testom se testira jeli model znacajan u cijelosti (goodness—of—fit). Za usporedbu s
dobivenim modelom naveden je i R> modela s mjesecima kao kategorijskom nezavisnom varijablom
(ANOVA model) te vrijednost F—testa za prilagodbu modela (lack—of—fit).

Pomocu Shapiro — Wilkovog testa, testira se odstupaju li reziduali zna€ajno od normalne razdiobe, a
Breusch — Paganov test testira postoji li znaCajna heterogenost varijance. Eventualno postojanje
multikolinearnosti provjerava se VIF (variance inflation factor) statistikom. Uz ove osnovne
dijagnostike, provjerava se i postojanje utjecajnih slu¢ajeva.

Ovim pristupom dobivaju se modeli koji, moze se reéi koriste podatke i na ucinkovitiji nacin od
standardnih statistickih metoda. Pristup modeliranju podataka preko strojnog u¢enja omogucava, u
nekim slu€ajevima istovremeno koristenje podataka sa prediktivnog aspekta, ali i modele podataka
koji omogucavaju jednostavniju interpretaciju sa stanoviSta varijabli od interesa za istrazivani

fenomen.
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3. REZULTATI
3.1. Osnovni hidrografski parametri

Temperatura (temperature, T) morske vode mijenja se sezonski, raste tijekom prolje¢a i ljeta te
dostize maksimalne vrijednosti u srpnju i kolovozu, a tijekom zimskih mjeseci ima najniZze vrijednosti.
Najveca srednja mjeseCna temperatura mora (27,6 °C) utvrdena je u srpnju, a najniza (12,1 °C) u
sije€nju. (Slika 3.1).
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Slika 3.1 Vrijednosti temperature mora na ispitivanoj postaji u razdoblju od travnja 2009. do ozujka
2010.

Na mjestu pokusnog parka utvrdena je pozitivha korelacija temperature mora s koncentracijom
otopljenog kisika (dissolved oxygen, DO), te negativha kolerelacija temperature mora s
koncentracijom nitrita (NO,) i salinitetom (salinity, S) kroz godinu (Tablica 3.1).

U usporedbi s temperaturom mora, srednje mjesecne vrijednosti saliniteta izrazitije su varirale tijekom
godine (Slika 3.2). Najveci salinitet zabiljeZzen je u studenom (37,8 psu). Na mjestu pokusnog parka
utvrdene su negativne korelacije saliniteta s koncentracijom otopljenog kisika i temperaturom mora, a
visoka pozitivha korelacija utvrdena je izmedu saliniteta i koncentracije partikularne i anorganske
tvari. (Tablica 3.1).
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Slika 3.2 Vrijednosti saliniteta mora na ispitivanoj postaji u razdoblju od travnja 2009. do ozujka 2010.
Vrijednosti zasi¢enja mora kisikom uglavhom su vec¢e od 80 % na istrazivanoj postaji Sto pokazuje
dobru prozracnost. Srednja mjesecna zasic¢enost mora kisikom bila je najve¢a u ozujku (106 %), a

najmanja u studenom (81 %) (Slika 3.3).
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Slika 3.3 Vrijednosti koncentracije otoplijenog kisika u moru na ispitivanoj postaji u razdoblju od
travnja 2009. do ozujka 2010.

Tijekom razdoblja istraZivanja izmjerene su niZe vrijednosti koncentracije otopljenog kisika u periodu
od listopada do velja¢e. Utvrdene su negativne korelacije vrijednosti otopljenog kisika u moru sa
salinitetom, koncentracijom partikularne i anorganske tvari i koncentracijom nitrata (NO3’), a visoka
pozitivha korelacija utvrdena je izmedu vrijednosti zasicenja mora kisikom i temperature mora.
(Tablica 3.1).
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Srednje mjesecne vrijednosti stupnja kiselosti (potential Hydrogen, pH) na istrazivanoj postaji su
pokazivale manje oscilacije tijekom cijele godine, pri €¢emu je najveca vrijednost zabiljezena u lipnju
(8,35), a najmanja u srpnju (7,94) Sto ¢ini i jedinu vecu godiSnju oscilaciju (Slika 3.4). 1z Tablice 3.1 je

vidljiva najveéa pozitivna korelacija izmedu pH mora i koncentracije fosfata (PO43') u moru.
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Slika 3.4 Vrijednosti pH mora na ispitivanoj postaji u razdoblju od travnja 2009. do oZujka 2010.

Rezultati srednjih mjesecnih koncentracija svih komponenti partikularne tvari tijekom godine pokazuju
izrazitije vremenske varijacije (Slika 3.5a). Tijekom razdoblja istraZivanja najveée srednje mjeseéne
koncentracije ukupne partikularne tvari (total particular matter, TPM) izmjerene su u studenom
(0,0123 g/L), organske partikularne tvari (particular organic matter, POM) u sije¢nju (0,0053 g/L), a
anorganske partikularne tvari (particular inorganic matter, PIM) u studenom (0,0102 g/L). Najnize
srednje mjesecne koncentracije TPM i PIM bile su u svibnju (0,0015 g/L, 0,0007 g/L), a POM u srpnju
(0,004 g/L). Utvrdene su negativne korelacije vrijednosti TPM i PIM sa stupnjem zasic¢enosti mora
kisikom, dok je vrijednost POM negativno korerirala s temperaturom mora. Visoka pozitivna korelacija
utvrdena je izmedu vrijednosti TPM i PIM s vrijednostima saliniteta, nitrata i fosfata. Osim sa
salinitetom, nitratima i fosfatima, vrijednosti POM u pozitivhoj su korelaciji i s koncentracijom
amonijaka u moru (Tablica 3.1).

Omijer izmedu PIM i POM u studenom i veljagi imao je vrijednosti iznad 2,5. (Slika 3.5b).
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Slika 3.5 Vrijednosti koncentracije partikularne tvari u moru na ispitivanoj postaji i omjer anorganske i

organske partikularne tvari, u razdoblju od travnja 2009. do ozujka 2010.

Koncentracija nitrata (NO3') u moru na ispitivanoj postaji zna¢ajno je varirala od 0,005 do 4,67 pymol/L,
(Slika 3.6). Najvec¢a koncentracija nitrata zabiljezena je u lipnju, dok je najniza koncentracija nitrata
zabiljeZzena u srpnju. Na mjestu pokusnog parka utvrdena je pozitivna korelacija koncentracije nitrata
sa salinitetom mora i koncentracijom fosfata u moru, a znacajna negativna korelacija nije uocena
(Tablica 3.1).

Varijacije koncentracije nitrita (NO,) u moru tijekom godine na istraZivanoj postaji bile su manje u
usporedbi s koncentracijom nitrata (Slika 3.6). Tijekom zime, koncentracije nitrita su bile poviSene
(0,37-1,34 umol/L). U toplijem dijelu godine od ozujka do listopada koncentracija nitrita kretala se u
rasponu od 0,0039 do 0,22 umol/L. Utvrdena je pozitivna korelacija koncentracije nitrita sa salinitetom
mora i koncentracijom PIM, a negativha korelacija uoCena je izmedu koncentracije nitrita i

temperature mora, te sa stupnjem zasi¢enosti mora kisikom (Tablica 3.1).
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Slika 3.6 Vrijednosti koncentracije nitrata i nitrita u moru na ispitivanoj postaji u razdoblju od travnja
2009. do ozujka 2010. godine.

Koncentracije fosfata (PO43') bile su u rasponu 0,051 — 1,11 pymol/L (Slika 4.7). Najveca koncentracija
fosfata zabiljezena je u travnju i lipnju, a najmanja u svibnju i srpnju. Utvrdena je pozitivha korelacija
koncentracije fosfata s koncentracijom POM, PIM, nitrata, te pH mora, a znacajnija negativna
korelacija nije uo¢ena (Tablica 3.1).

Koncentracije sulfata (8042’) bile su u rasponu 0,01 - 0,1541 pmol/L (Slika 3.7). Najveca
koncentracija sulfata u moru zabiljeZena je u listopadu, a najmanja u velja€i. Utvrdena je slaba
pozitivha korelacija koncentracije sulfata s koncentracijom amonijaka i temperaturom mora, dok je

najveca negativna korelacija utvrdena s koncentracijom nitrita (Tablica 3.1).
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Slika 3.7 Vrijednosti koncentracije fosfata i sulfata u moru na ispitivanoj postaji u razdoblju od travnja
2009. do ozujka 2010.
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Koncentracije amonijaka (NH3') u moru izmjerene su u rasponu od 0,0011 do 0,69 pmol/L (Slika 3.8).
Najmanje koncentracije amonijaka zabiliezene su u srpnju i studenom, a najveée u kolovozu.
Utvrdena je pozitivha korelacija koncentracije amonijaka s koncentracjom POM, nitrata, te sulfata u

moru, a negativna korelacija uoena je s koncentracijom nitrita u moru (Tablica 3.1).
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Slika 3.8 Vrijednosti koncentracije amonijaka u moru na ispitivanoj postaji u razdoblju od travnja
2009. do ozujka 2010.
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Tablica 3.1 Korelacije nezavisnih i zavisnih varijabli obiljezja sezone

T DO H S TPM PIM POM Nitrati Nitriti Fosfati Sulfati Amonijak

(°C) (%) p (psu) (g/L) (g/L) (g/L) (umol/L) (umol/L)  (umol/L)  (umol/L) (umol/L)
Z’C) 1,00 043 -018 -068 -022 -014 -0,36 -0,08 -0,54 0,04 0,25 0,03
(D%O) 043 100 018 053 -037 -047 -0,02 0,04 -0,48 0,10 -0,19 013
pH 018 018 100 000 035 043 006 0,43 0,11 0,59 -0,22 0,07
ﬁosu) 068 -053 000 1,00 055 050 036 0,22 0,40 0,32 0,04 0,07
(TgP,[") 022 -037 035 055 1,00 093 060 0,51 0,25 0,71 -0,17 0,18
(Pgl,'\ﬁ) 014 -047 043 050 093 100 0,27 0,48 0,39 0,66 -0,17 0,07
'(;%\;' 0,36 -002 006 036 060 027 1,00 0,34 -0,10 0,42 -0,07 039
Nitrati 0,08 004 043 022 051 048 0,34 1,00 0,27 0,58 -0,14 043
(umol/L)
Nitriti
(umol/L) 054 -048 011 040 025 039 -0,10 0,27 1,00 -0,17 -0,42 -0,28
Fosfati 004 010 059 032 071 066 042 0,58 0,17 1,00 -0,02 0,47
(umol/L)
Sulfati 025 -019 -022 004 017 017 -007  -0,14 -0,42 -0,02 1,00 0,28
(umol/L)
Amonijak
(umoliL) 003 013 007 007 018 007 0,39 0,43 -0,28 0,47 0,28 1,00

KRATICE: T = temperature mora; DO = otopljeni kisik; S = salinitet; TPM = ukupna partikularna tvar; PIM = anorganska partikularna tvar;
POM = organska partikularna tvar
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3.2. Indeks kondicije i biokemijski sastav tkiva kamenica

Indeks kondicije kamenica kretao se tijekom godine od minimalnih 24,1 (21,3-30,5) u kolovozu, do
maksimalnih vrijednosti indeksa kondicije zabiljezenih u travnju 60,2 (52,1-78,5). Indeks kondicije
pokazuje tendenciju smanjenja od travnja i dostize minimum u kolovozu i rujnu, nakon ¢ega slijedi

postupno povecéanje tilekom jeseni i zime kada je indeks kondicije priliéno ujednacen (Slika 3.9).
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Slika 3.9 Indeksa kondicije kamenica tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, crta pogreske

prikazuje interkvartilni raspon

Rezultati udjela biokemijskih parametara (lipidi, glikogen i proteini) tkiva kamenica izrazeni su u obliku
medijana i interkvartiinog raspona uz razinu statistiCke znacajnosti (p) ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha), i prikazani u Tablici 3.2.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znacajne promjene s obzirom na mjesece u godini (p < 0,05).
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Tablica 3.2 Biokemijski sastav europske plosnate kamenice tijekom godine

Medijan

(IOR) Travanj Svibanj Lipanj Srpan;j Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
Lipidi

(52,75- (53,75- (36,75- (42,38- (45,50- (50,13- (34,00- (36,25- (36,50- (36,38- (46,25- (32,00-
(rvr\;\?vl)g 63,00 65.38) 53,75 66.88) 37,25 43,00) 42,75 48,88) 55,00 59.50) 59,00 61,50) 35,25 37.75) 36,25 38,88) 40,00 42,38) 38,00 41,63) 46,75 56,13) 38,50 39,25) 0,043
Proteini

(122,16- (174,85- (104,09- (141,37- (180,40- (58,67- (100,08- (109,52- (91,95- (62,87- (31,72- (77,63-
(rvr\;\?vlg 133,39 135,52) 190,70 196,14) 115,96 117,40) 144,72 147.86) 194,43 196,00) 62,59 67.44) 103,84 112,47) 109,71 112,06) 96,20 100,58) 64,91 68.66) 34,84 50.32) 83,58 86,35) 0,001
Glikogen

(12,47- (23,44- (9,68- (23,27- (23,16- (3,97- (15,78- (17,12- (20,35- (39,46- (24,08- (25,62-
(rvr\;\?vl)g 15,74 17.51) 26,75 28 54) 10,11 17.87) 30,78 33,02) 25,16 27.92) 4,60 5,41) 16,95 19,94 19,23 21,00) 21,02 22.75) 40,05 42,44 26,05 28,81) 26,59 28.51) 0,008

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke znac¢ajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Udio lipida u tkivu kamenica tijekom godine kretao se od minimalnih 35,25 (34,0 — 37,75) mg/g
vlaznog tkiva (wet weight, ww) u listopadu, do maksimalnih vrijednosti zabiljezenih u travnju 63,0
(52,75 — 65,38) mg/g ww. Udio lipida raste tijekom proljeca i dostize maksimum u travnju i svibnju,
nakon Cega slijedi ljetni pad u lipnju i srpnju, a tijekom jeseni i zime udjeli lipida priliéno su ujednaceni
(Slika 3.10). Kruskal-Wallis (KW) testom utvrdena je statisticki zna€ajna razli¢itost vrijednosti udjela

lipida u vlaznom tkivu kamenica (p = 0,043) tijekom godine (Tablica 3.2).
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Slika 3.10 Udio lipida u tkivu kamenica tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, crta

pogreske prikazuje interkvartilni raspon

Udio sadrzaja proteina u tkivu europske plosnate kamenice tijekom godine kretao se od minimalnih
34,84 (31,72 — 59,32) mg/g ww u veljadi do maksimalnih vrijednosti zabiljeZzenih su u svibnju 190,7
(174,85 — 196,14) i kolovozu 194,43 (180,40 — 196,0) mg/g ww. Primije¢en je porast sadrzaja
proteina od ozujka do svibnja, te od lipnja do kolovoza, nakon Cega slijedi smanjenje u rujnu i
ujednacene minimalne vrijednosti u hladnijem dijelu godine (Slika 3.11). KW testom utvrdena je
statistiCki znacajna razlika (p = 0,001) udjela proteina u vlaznom tkivu kamenica prema mjesecima u
godini (Tablica 3.2).
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Slika 3.11 Udio proteina u tkivu kamenica tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, crta

pogreske prikazuje interkvartilni raspon

SadrZaj glikogena u tkivu europske plosnate kamenice tijekom godine varirao je od minimalnog udjela
od 40,6 (3,97 — 5,41) mg/g ww u rujnu, do maksimalnog udjela u sije€nju 40,05 (39,46 — 42,44) mg/g
ww. Najvecée vrijednosti udjela glikogena bile su u zimskom periodu, u proljeée i jesen vrijednosti su
nesto nize, dok se u jesenskom periodu dostize minimalna vrijednost, (Slika 3.12). KW testom
utvrdena je statistiCki zna€ajna razlika (p = 0,008) izmedu udjela glikogena u vlaznom tkivu kamenica

prema mjesecima u godini (Tablica 3.2).
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Slika 3.12 Udio glikogena u tkivu kamenica tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, crta

pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati
3.3. Sastav masnih kiselina lipidnih frakcija kamenica

3.3.1. Sastav masnih kiselina ukupnih lipida

Rezultati analize masnokiselinskog sastava ukupnih lipida, sume pojedinih skupina masnih kiselina i
masnokiselinski indeksi izrazeni su u obliku medijana i interkvartiinog raspona uz razinu statistiCke
znacajnosti (p) ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha), i prikazani u Tablicama 3.3 i 3.4. Crvenom

bojom naglasene su statistiCki znacajne promjene s obzirom na mjesece u godini (p < 0,05).

Sastav masnih kiselina ukupnih lipida tkiva europske plosnate kamenice (Ostrea edulis L.) prikazan je
u Tablici 3.3.
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Tablica 3.3 Relativni maseni udio (%) pojedinih masnih kiselina u ukupnim lipidima
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Rezultati
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KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke zna¢ajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Rezultati

Najvecdi relativni maseni udio (%) zasi¢enih masnih kiselina (saturated fatty acids, SFA) ukupnih lipida
Cini palmitinska kiselina (palmitic acid, C 16:0). Medijan i interkvartilni raspon (IQR) udjela C 16:0
tijekom godine kretao se od minimalnih 11,3 (5,9 — 19,3) % u veljadi do maksimalnih 20,1 (12,4 —
20,9) % u studenom. Najveéi relativni maseni udio jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina
(monounsaturated fatty acids, MUFA) ukupnih lipida Cini oleinska kiselina (oleic fatty acid, C 18:1n-9)
Ciji udio se tijekom godine kretao od minimalnih 2,0 (1,4 — 3,1) % u oZujku, do 4,5 (3,3 — 4,8) % u
travnju.

Najve¢i maseni udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (polyunsaturated fatty acids, PUFA)
ukupnih lipida €ine eikozapentaenska kiselina (eicosapentaenoic acid, EPA, C 20:5n-3) s rasponom
od 5,22 (3,1 — 7,5 % u lipnju do 11,4 (8,4 — 13,9) % u travnju, i dokozaheksaenska kiselina
(docosahexaenoic acid, DHA, C 22:6n-3) s rasponom od 11,08 (10,96 — 14,67) % u listopadu do 32,3
(25,2 — 37,1) % u rujnu. DHA je dominirala u odnosu na EPA tijekom cijele godine.

Stearidonska kiselina (stearidonic acid, 18:4n-3) biljezi najve¢e udjele u hladnijim mjesecima, od
prosinca do travnja, osim u ozujku kada je udio iznosio 1,3 (0,7-2,2), dok je u ostatku godine njen
udio dosta maniji, te je od svibnja do studenog medijan udjela manji od 2,0. KW testom je utvrdeno da
promjena udjela stearidonske kiseline u tkivu kamenica tijekom godine ima razinu statistiCke
znacajnosti p = 0,043. Eikozenska kiselina (eicosenic fatty acid, 20:1n-9) najveéi udio ima u srpnju,
kolovozu, rujnu i listopadu (2,2 — 2,5) %, dok su nize vrijednosti utvrdene u prosincu, sije¢nju, veljadi i
ozujku (0,5 — 2,0) %. KW testom je utvrdeno da promjena udjela eikozenske masne kiseline u tkivu
kamenica tijekom godine ima razinu statisticke zna€ajnosti p = 0,019.

Osim navedenih, unutargodiSnje varijacije na statisti¢koj razini znacajnosti p < 0,05 uocene su kod
arahidonske masne kiseline (AA) 20:4n-6 (0,040) i 22:5n-6 (0,037) (Tablica 3.3).

Suma pojedinih skupina masnih kiselina, grupiranih ovisno o stupnju zasi¢enosti, i masnokiselinski

indeksi prikazani su u Tablici 3.4.
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Rezultati

Tablica 3.4 Suma pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinski indeksi u ukupnim lipidima
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Rezultati

M(?glljsn Travanj Svibanj Lipanj Srpan;j Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p

I (6,70- (13,42- (8,12- (14,92- (9,54- (18,27- (6,55- (5,11- (6,32- (6,91- (8,15- (9,01-

20:4/18:3n-3 9,45 12.83) 18,52 41,35) 12,54 37,21) 16,84102’21)10,12 48.36) 25,14 47,29) 6,55 7,52) 7,20 22,13) 16,33 57,50) 11,51 21,83) 12,08 41.36) 12,93 16,42) 0,226
3 (16,53- (17,04- (10,44- (14,43- (14,87- (18,36- (13,71- (13,24- (15,06- (16,90- (16,11- (11,16-
Ul n-3 19,49 23.94) 18,09 20,87) 14,32 16,49) 16,36 20.65) 15,97 20.72) 20,31 22.00) 13,72 15.46) 15,02 15.20) 18,14 22.55) 17,93 21.38) 21,57 26.05) 16,98 18,59)
. (2,27- (2,43- (2,92- (3,11- (3,11- (3,32- (3,41- (3,01- (2,95- (2,57- 1,75- 2,73-

Ul n-6 2,61 3,46) 3,60 5.66) 3,49 4.63) 4,09 6,15) 3,69 4,56) 3,65 4,50) 3,52 3,54) 3,65 7,13) 3,27 4.84) 2,75 4,97) 2,47 4,31) 3,27 3,45) 0,614
(13,73- (13,95- (13,92- (17,28- (14,99- (15,19- (18,07- (15,48- (13,83- (13,13- (13,36- (13,57-

u/s 16,27 26,22) 15,22 16,22) 17,26 18,63) 17,42 17,65) 18,93 21,73) 16,25 16,85) 18,29 18,34) 17,61 18,12) 15,42 16,78) 15,25 16,58) 15,11 23,19) 14,36 15,11) 0,148

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke znac¢ajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Rezultati

Ukupni lipidi sastoje se od SFA, s medijanom i interkvartiinim rasponom (interquartile rate, IQR)
najmanjeg relativnog masenog udjela od 20,17 (9,83 — 35,84) u veljaci do najveéeg udjela od 33,78
(30,64—33,93) % u listopadu (Slika 3.13). MUFA imaju najmanje udjele 11,80 (10,11-13,67) % u rujnu
do najveéih udjela 17,34 (11,02-19,65) % u kolovozu (Slika 3.14). PUFA imaju najmanji udio od
47,51 (47,42-51,12) % u listopadu do najveceg udjela od 62,93 (46,92—77,41) % u veljaci (Slika
3.15).

Buduéi da PUFA i MUFA ¢&ine glavninu masnih kiselina, u Tablici 3.4. usporedno je prikazan i njihov
sastav s obzirom na pripadnost n-3, n-6 i n-9 redu. Nazastupljenije su n-3 PUFA (16:4n-3, 18:3n-3,
18:4n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3) s najmanjim udjelom od 32,6 (32,6 — 36,8) % u listopadu do
najveceg udjela 51,3 (38,4 — 60,0) % u veljaci (Slika 3.16). Slijjede n-6 PUFA (18:2cn-6, 18:2tn-6, 20:2
n-6, 20:3n-6, 20:4n-6, 22:2n-6, 22:4n-6 i 22:5n-6) sa minimalnim udjelom 10,3 (7,29 — 17,96) % u
veljaci do maksimalnog udjela od 17,0 (12,9 — 25,6) % u srpnju (Slika 3.17). Najmanje zastupljene u
sastavu masnih kiselina su n-9 MUFA (16:1n-9, 18:1cn-9 i 20:1n-9) s najmanjim udjelom od 5,8 i IQR
5,0-6,4 % u ozujku do najvecih vrijednosti relativnog masenog udjela u kolovozu 9,4 (5,5-10,6) %.
Udjeli n-3 PUFA vedi su od udjela n-6 PUFA i njihovi omjer (n-3/n-6) varira od 1,9 do 4,4. Maksimalna
vrijednost zabiljezena je u travnju, a minimalna u lipnju, dok su tijekom ostalih mjeseci vrijednosti n-
3/n-6 omjera iznad 2,0.

Omjer AA/EPA u tkivu europske plosnate kamenice (Ostrea edulis L.) povec¢ava su od travnja (0,12)
do rujna (0,34) te se smanjuje prema veljaci (0,09). KW testom je utvrdeno da promjene AA/EPA
omjera u tkivu kamenica tijekom godine imaju razinu statisticke znacajnosti p = 0,005. Omjer
16:0/14:0, odnosno palmitinske i miristinske kiseline (myristic fatty acid, C 14:0) najmanje vrijednosti
ima u srpnju i kolovozu, a KW testom utvrdena je statisticki znaCajna povezanost (p = 0,049) s
godisnjim ciklusom (Tablica 3.4). Omjeri 20:1n-9/18:1n-9 i 20:3n-3/18:3n-3 masnih kiselina, odnosno
indeksi elongacije, generalno su bili manji u hladnijem dijelu godine, a veci u toplijem dijelu godine.
Znacajna povezanost izmedu vrijednosti ovih omjera i godiSnjeg ciklusa utvrdena je KW testom.
Aterogeni indeks (atherogenic index, Al) kretao se izmedu 0,50 i 0,61, a trombogeni indeks
(thrombogenic index, TI) izmedu 0,14 i 0,24 tijekom godine. Indeks nezasi¢enosti (unsaturation index,
Ul) n-3 masnih kiselina kretao se od 13,72 u listopadu do 21,57 u veljaci, dok se isti indeks n-6
masnih kiselina kretao od 2,47 u veljaci do 3,65 u studenom. Omjer ukupnih nezasi¢enih i zasicenih
masnih kiselina (unsaturated/saturated, U/S) bio je od 14,36 u ozujku do 18,93 u kolovozu (Tablica
3.4).
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Rezultati
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Slika 3.13 Udio zasi¢enih masnih kiselina (SFA) ukupnih lipida tjekom godine; rezultat je prikazan

kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Slika 3.14 Udio jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) ukupnih lipida tijekom godine;

rezultat je prikazan kao medijan, crta pogreSke prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati

90.0 1
80.0 -

70.0 1

PUFA (%)
2 O o
S & ©
o o o

w

©

o
L

20.0 1

10.0 A1

travanj
svibanj
lipanj
srpanj
kolovoz
rujan
listopad
studeni
sijecan;j
veljaca

prosinac

Slika 3.15 Udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) ukupnih lipida tijekom godine; rezultat

je prikazan kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Slika 3.16 Udio n-3 PUFA ukupnih lipida tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, rezultat je

prikazan kao medijan, crta pogreSke prikazuje interkvartilni raspon
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Slika 3.17 Udio n-6 PUFA ukupnih lipida tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, rezultat je

prikazan kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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3.3.2. Sastav masnih kiselina frakcije triacilglicerola

Rezultati analize masnokiselinskog sastava, sume pojedinih skupina masnih kiselina i
masnokiselinski indeksi lipidne frakcije triacilglicerola izrazeni su u obliku medijana i interkvartilnog
raspona uz razinu statisticke znacajnosti (p) ili vjerojatnost pogreSke tipa | (alpha), i prikazani u
Tablicama 3.5 i 3.6. Crvenom bojom naglaSene su statistiCki znaajne promjene s obzirom na

mjesece u godini (p < 0,05).

Sastav masnih kiselina frakcije triacilglicerola europske plosnate kamenice (Ostrea edulis L.) prikazan
je u Tablici 3.5



Tablica 3.5 Relativni maseni udjeli masnih kiselina u lipidnoj frakciji triacilglicerola

Rezultati

M(Iegié?n Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecan;j Veljaca Ozujak p
C 14:0 2,29 (21"353)' 3,57 %’j’%’ 2,92 (22”5’3)' 3,89 (51”&1)' 4,03 (;’gf)' 4,79 (é’gg)' 2,69 (32,’53)- 3,56 (52,520)- 3,52 g’slf)' 3,27 g’gg)' 3,17 %??55) 2,73 (3?238) 0,228
c141 032 (g’,jg)- 0,21 (8,?415)_ 0,27 (OCJ’,%)- 0,29 8’3}73)' 0,38 (gfg)- 0,31 (8’3?27)' 0,28 (g’gg)' 0,30 (8’723' 0,43 (00”725)' 0,26 (g’gg’)' 0,22 (géé' 0,31 (8,’577)_ 0,744
C 150 0,08 ((]()"fg)' 0,03 (O()’gg)' 0,29 (00"33?)' 0,01 (00”(())3?)' 0,02 (00"339)' 0,00 (g’gg)' 0,00 (g’gf)' 0,12 (g’gg)' 0,00 (g’gg)' 0,05 (8’881)- 0,06 (g’fg)' 0,28 (g'jg’)'

ci5s1 0,38 (gfg)' 0,59 (3’5(})' 0,43 (8'53%' 0,76 (8'3;' 0,81 %0,'3%' 0,94 (g'g%' 0,73 (g'gg)' 0,76 (f'fg)' 0,66 (g’g’g)' 0,84 (ﬁ’gf)' 0,65 (gg‘;' 0,52 ((?";"77)'

c160 7,73 (36,'983?)_ 10,26 g%% 7,83 ﬁ?l) 15,25 9’2}{) 16,21 (1191”221)' 19,50 (Zlg*gg)' 14,34 (11%&88)' 15,36 (212*5"%' 11,78 53222) 15,73 (]?82,7328)- 12,43 i%';%') 14,55 (1172"23?)'

C16:1n-9 1,76 (21"2621)' 2,54 %gg) 1,98 (;’??é' 3,19 (41,’363)_ 3,25 (5513?) 3,85 (g*f;)' 2,27 (i*gg)' 2,34 (i*gg)' 2,43 (jgl??) 1,99 %,*gg)' 1,69 (11,}(3);)_ 1,62 (211128) 0,204
C16:1n7 0,35 (g’fg)' 0,31 (00,34181)_ 0,26 (8'??%' 0,40 (00"513?)' 0,46 (00"533?)' 0,53 (g'g‘g)' 0,39 (gf%' 0,44 (gfg)' 0,40 (3’6317)' 0,49 (3’548)' 0,41 (gfé' 0,32 (g’j;)' 0,304
C170 074 ((]()"gg)' 0,62 (3'531)' 1,60 (2’17?)_ 0,51 ?’j’é‘ 0,94 (f’gg)' 1,03 (3*33)' 0,80 (4()’*;‘:)' 1,33 (g*fg' 2,04 ffg' 0,84 (8*86;‘)' 0,59 g'gg)' 2,90 (31’8;‘)' 0,152
C17:1n-7 0,70 (()(),'é’f)' 0,83 (3'52%' 0,61 8,5;)— 1,27 (3’5526)' 1,41 (11,’312)' 1,77 (i*éé)' 1,42 (f,fg)' 1,38 (11,*590)' 0,99 (f*fg' 1,31 (11’&%' 1,01 (i'gg' 1,04 (11,%)- 0,119
C164n3 0,59 g';‘g)' 1,29 (333 1,72 (g'ff)' 0,86 (gff)' 1,52 (??,':e?)_ 2,29 (31,'02;' 1,92 ﬁ%g) 0,76 (2'353)' 1,21 (3’5507)' 1,95 (gfg)' 1,63 (2'783)' 1,88 %gg) 0,776
c180 1,38 (11"71(})' 3,34 (50,'88% 1,89 (;’f%' 4,76 (é’jg)' 4,85 (ggg)' 6,33 (é*gf)' 5,50 fé%g) 4,57 féglz) 2,88 (31,’24%- 4,77 (g’gj’) 3,18 (51511) 5,94 (73152)

C181cn9 2,12 (21,'321)' 1,94 %’57% 1,19 (21,?(1)57)- 3,17 (;’gg)' 4,04 f’é’%‘ 4,30 (é*gf)' 2,44 (22,75(3)??)- 2,73 (é*g’é’)' 1,83 9&%‘ 3,15 (jll?f‘) 2,08 (?‘;lff) 2,78 (32,58_ 0,026
C181tn-7 0,80 (Egg)' 1,47 (327% 0,86 (f,'g’zl)' 1,96 (2'885)' 2,15 (21,'5‘,188)_ 2,41 (22,'5(%' 1,26 (11,'33)_ 1,14 (i'gf)' 1,08 (3’3?82)_ 1,39 (f”gzl)' 0,83 (3'172)' 1,13 (f’f;' 0,040
C18:2cn-6 1,39 (11"523)' 1,08 (ﬁgg)' 0,72 (3’3?72)' 1,89 (2’3?;)' 2,54 %gg‘)‘ 2,19 %’L%‘ 1,19 (11,76(3)1)- 1,55 (i*g’f)' 1,07 (35’25) 1,68 %*gg)' 1,47 (3'77;‘)' 1,82 %gé)' 0,037
C182tn-6 0,14 (O(),gg)' 0,34 (00,341(;3)_ 0,49 8’7?’3)' 0,26 (00,’513)' 0,25 8’3}22)' 0,25 (g,;lz)- 0,20 (8*577)' 0,32 (g*f;)' 0,33 (3*288)' 0,09 (8,’55’)' 0,14 ((‘));52) 2,49 (71%) 0,027
Cc183n3 2,19 (22,'23?)_ 1,25 (3’350)' 0,54 (f';g)' 1,09 (f'gf)' 1,51 (2123% 1,67 (11,’6187)' 0,03 ?fg; 1,82 (2’333)' 1,11 (f’gg)' 2,24 (2195(% 2,17 (217':;};‘)' 1,04 (213?5’) 0,021
C184n3 3,67 g'fg)' 2,34 (2143% 0,98 (3’9821)' 1,87 (21”539)' 2,08 (21”;‘93)' 1,97 (21’?71)' 1,29 (3’9711)' 2,57 (21”953)' 1,86 (zlf; 3,52 (412:’517)- 3,53 (if;' 2,24 %5’37) 0,011
C185n3 0,06 (g’,fg)- 0,10 (oo,'ff)_ 0,15 (é’,’gf)' 0,15 (8’3};)' 0,22 (00,’53)' 0,23 (8,222)- 0,61 (3’1176)' 0,31 (3’1271)' 0,00 (8,’83‘ 0,22 (()(),’jll)_ 0,19 (()?'géf')' 0,60 (ggg’) 0,008
C20:1n-9 0,00 ((g’,gg)' 0,43 (gff)' 0,42 (O(J,'é’g)' 0,26 (00,';’% 0,97 (f'fg)' 1,29 (3’152)' 0,90 (2’1528)' 0,56 (3’372)' 0,60 (()()”94;)' 0,64 (()()”94;‘)' 0,77 (f,gsﬁ)_ 0,97 (féig)'

C20:1n-7 0,36 (00’%1)' 0,45 (85151) 0,33 %0,‘875)' 0,60 (3’5171)' 0,49 (OC”’%’)' 0,55 (g’gj)' 0,81 (3’2?;‘)' 0,79 (3’527)' 0,10 (Ooy*g‘%' 0,48 (0()’*54;‘)' 0,52 g;‘g 0,59 (OO"%'

C20:2n6 2,17 (512551) 3,46 (62,’53?)_ 1,81 (21,’9?&- 2,90 (ifg)' 2,28 (j”gg)‘ 2,41 (;’g’%' 3,69 (égzl)' 2,39 (;’g’g)' 2,21 (21”73’86)' 2,37 (22”85)' 2,34 (é,'gg)' 2,40 (2253) 0,877
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Rezultati

M(Iegié?n Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
C20:3n-6 0,41 (00"5188)' 0,21 (00"21;)' 0,02 (OO"SQ)' 0,28 (3'22%' 0,29 (()()";g)' 0,28 (8’58)' 0,22 (8’??;)' 0,41 (8’7393)' 0,16 (g’gg)' 0,39 (g’gg 0,38 (oo,fe(s))- 0,36 gfg)' 0,167
C20:3n3 0,17 8’1173)' 0,18 (0%. 0,06 (OO,’SS)' 018 (00,’5’5‘)' 0,29 8’563)' 0,28 (g’gf)' 0,17 (8’50(;‘)' 0,24 (g’gg)' 0,21 (00,’35‘)’ 0,25 ((()’;15) 0,15 (00,'3(,)3)- 0,43 (oo,’gg)- 0,117
C20:4n6 0,85 (f'fg)' 0,88 (f”%' 0,46 (f"gg)' 1,37 (i'éj)' 1,73 (21"35‘)' 2,49 (217777) 2,07 (;’393)' 1,12 (f’gg)' 0,59 (g’g’g 1,30 (11”%' 1,09 (E'gg' 1,13 (f”?g)' 0,020
C20:4n-3 0,96 (3'2734)' 0,60 (Oo‘,gj)- 0,11 (00,'3(,);))- 0,47 (00,'53;)- 0,54 (00,';1(?)- 0,65 (8’75%' 0,13 (g’gg 0,54 (8’7113)' 0,39 ((()),’7179)- 0,59 ((()),’7221)- 0,86 (00,';12)' 0,88 (3'26;")' 0,002
C20:5n3 20,51 (21;’223' 12,71 Sﬁ) 9,19 ﬁ?é%) 9,96 ﬁ’)"%?;') 9,45 £83"03‘é') 10,89 ﬁ’,%f;') 8,78 fé?éi) 8,77 g’gj') 10,68 gi’é) 11,80 (1121,’36%' 12,67 (117155) 7,77 (3’833)' 0,120
C220 0,00 ((]O’gf)' 0,07 (ggf)' 0,43 (0()”823)' 0,55 %’,’8311)' 018 (S,‘Sf)' 0,03 (g*fg)' 0,03 (g*fg 0,05 (g*ff)' 0,14 (g*gg)' 0,09 (8%' 0,08 g'fg)' 0,00 ((?"fg)' 0,020
C 22:1n-9/n-7 0,15 (32?17)_ 0,15 ggll)' 0,00 (8%' 0,49 (00,;15)- 0,41 (8’52;)' 1,47 (gff)' 0,54 (f*gg)' 0,62 (fﬁ)' 0,00 (ﬁ*gg)' 0,42 (E*S%' 0,27 %’ég’) 0,54 gg’g 0,044
C222n6 081 (E'gg)' 3,0 (51571) 8,79 %272) 411 (é'fg)' 2,98 (41,'(?;)- 1,28 (g'gg)' 3,72 (82,'3?5)_ 2,64 (i'gg)' 2,88 (51,’2%' 1,92 (51,’5?(%_ 1,99 (ig‘ge)' 3,11 (3293;’) 0,032
C22:3n3 0,09 ((]O"fg)' 0,06 (g"fso)' 0,09 (OO’%))' 0,12 (0()”3983)' 0,12 (0()”563)' 0,19 (8*2162)' 0,40 (g’,ggz)- 0,14 (f’*gf)' 0,28 (8*3%' 0,24 (8*623)' 0,13 gfg’)' 0,42 (00’,5291)- 0,550
NMID1 0,03 (00"871)' 0,06 (g'fg 0,00 (()O"é)f)' 0,23 (8’;)56)' 0,17 (8’3;‘)' 0,17 (g*gg)' 0,08 (g*fg 0,06 (g*g%' 0,00 (g*fg 0,40 (g*gg)' 0,17 (ggg)' 0,36 (gfll)' 0,196
NMID2 0,88 (ggg)' 0,48 (oo,’szj)_ 0,07 (%313)' 0,56 ?’?%’ 0,37 (3'113)' 0,46 (g'g;)' 0,42 (f'gg' 0,61 (3'12;‘)' 0,27 (g’g%' 0,67 (3’63%' 0,63 (g';‘g)' 0,22 (00,’71% 0,482
C22:4n6 0,04 (oo,'c??)- 0,16 (oo,§54)- 0,47 (0()”61(‘)))' 0,19 (S,‘SE‘)' 0,20 (oo,’jgl)- 0,19 (8*2157)' 0,20 (8*595)' 0,38 (g*gg)' 0,08 (8,’23)' 0,21 %0,’33)' 0,15 gfg)‘ 0,22 (00,'3%26)_ 0,538
C:22:5n-6 0,43 (00,'523)_ 0,47 %O,Qé”)' 0,65 (00,’5’5)' 0,82 (3'527)' 1,27 (f,’fg)' 0,39 (g*g’g)' 0,73 gfﬁ) 1,68 (;*g%' 0,82 (f*g(%' 1,10 (f*gg' 0,63 gg‘,o,l)' 0,41 (fg’;)'
C22:5n3 0,48 g'gg’)' 0,65 (oo,';f)_ 1,16 (f,';g 1,06 (3'5’3)' 0,75 (00,'8712)_ 1,03 (3'58;)_ 0,68 (3'313' 0,03 (8'98%' 0,71 (3’52;‘)' 0,76 (3’27;‘)' 1,05 (Efol)' 1,04 (555; 0,313
C22:6n3 41,02 (j’gfg)‘ 40,54 (52;"'3153)' 39,86 (533’71g)' 28,96 gg’é’g 21,58 (fg’gsg)' 14,06 (llj*gf)' 22,78 é%f_g) 28,27 (31;*53)' 31,86 (fg*g’é)' 31,04 (323*3(%' 38,46 (423,%). 25,45 (3%62";‘3)' 0,155

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal — Wallis test, razina statisticke znac¢ajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Rezultati

Najveéi relativni maseni udio (%) SFA triacilglicerolne frakcije (triacylglycerol, TGA) €ini C 16:0.
Medijan i IQR udjela stearinske kiseline tijekom godine kretao se od minimalnih 7,37 (6,89-8,93) % u
travnju do maksimalnih 19,50 (18,05-20,80) % u rujnu. Najveci relativni maseni udio MUFA frakcije
triacilglicerola €ini C 18:1n-9 s minimalnim udjelom od 1,2 (1,1 — 2,4) % u lipnju, do 4,3 (4,2 — 6,5) %
u rujnu.

Najve¢i maseni udio PUFA triacilglicerolne frakcije ¢ine C 20:5n-3 s rasponom od 7,8 (6,3 — 9,8) % u
ozujku do 20,5 (17,2 — 25,2) % u travnju, i C 22:6n-3 s rasponom od 14,1 (13,4 — 14,9) % u rujnu do
41,02 (38,3 — 43,2) % u travnju. DHA je dominirala u odnosu na EPA tijekom cijele godine.
Eikozatetraenska kiselina (eicosatetraenoic fatty acid, ETA, C 20:4n-3) biljezi najvece udjele u
proljetnim mjesecima, od veljate do travnja, a najmanji udjeli zabiljezeni su u lipnju i listopadu. KW
testom je utvrdeno da promjena udjela eikozatetraenske kiseline u tkivu kamenica tijekom godine ima
razinu statistiCke znacajnosti p = 0,002 (Tablica 3.5).

Osim navedenih, unutargodi$nje varijacije na statistickoj razini znacajnosti p < 0,05 uocene su kod
masnih kiselina 18:1cn-9, 18:1tn-7, 18:2cn-6, 18:2tn-6, 18:3n-3, 18:4n-3, 18:5n-3, 20:4n-6, 22:0,
22:1n-9/n-7 i 22:2n-6 (Tablica 3.5).

Suma pojedinih skupina masnih kiselina triacilglicerolne frakcije lipida, grupiranih ovisno o stupnju

zasi¢enosti, te masnokiselinski indeksi prikazani su u Tablici 3.6.
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Tablica 3.6 Suma pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinski indeksi u lipidnoj frakciji triacilicerola

M(?gg?n Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
In3 6247 (;‘2'63;' 57,78 (g’é'gs)' 46,28 (g’;ﬁ)’ 43,51 (533’33)' 36,41 (??72573) 44,64 (gégll)' 49,17 (gi'jza)' 51,63 (63;':83)' 52,25 (54;'%' 62,47 %372,';%- 45,12 g’zg’g)' 69,45 (;3???12)' 0,049
Sn6 89 ﬁ’;i') 14,08 é%"é% 12,55 (116112% 11,95 (1121”557)' 11,12 le?i) 17,16 (2150”322)' 11,72 iglggé) 9,00 ﬁg‘é) 9,95 582’,%%') 8,48 ﬁ%') 12,82 (llg'fg)' 6,79 (;'5124)'

Z n-9 4,91 9'885' 4,48 (53"712)' 6,61 (5355) 8,60 (é”'gg)' 9,76 i%?ég) 5,89 (2’1515)' 5,19 (;‘”gg)' 5,53 (%’593)' 6,51 (;’g%' 4,20 (3’;‘50)' 6,34 (75”521)' 3,97 (2'565)' 0,042

~ MUFA 9,00 3363) 7,45 (;'31)' 12,72 gg) 15,16 (1150"27:)' 19,88 (2132‘2(’)' 11,39 8',%3') 11,77 i%',ig') 9,77 S%) 12,18 53512) 8,02 5%’;3%-) 11,05 3352) 7,00 (86,'213)- 0,016
SPUFA 70,90 (gg,zsg)- 72,43 (7638"f§)' 58,06 (;‘g”gg 55,68 %‘88’%' 41,98 (2"51’?%' 60,63 (;‘3'5%' 59,71 (35'588)' 61,76 (;‘3?"335)' 62,19 %’2267)' 70,50 (%,f%' 57,50 (SZ,’Z%' 77,14 ggég)‘
> SFA 18,91 éj"g% 20,34 (2117 gf)' 26,22 (312135,327) 28,02 ggﬁf)' 32,97 (gj’gg 25,44 %177 *8172)' 25,99 (fégg)' 27,90 % *8656)' 25,48 (é}g,';s%- 20,14 %1'25%' 29,67 (gg'gg 14,13 (1161"2?72)' 0,156
SNMID 0,56 (00,'53?)_ 1,00 (E'gé' 0,82 (fg%' 0,58 (f,'fe%- 0,69 g?;' 0,59 (ffg)' 0,77 (gﬁg‘)' 0,36 (g%’)’ 1,07 (ﬁ’ff)' 0,72 (ﬁ’gg' 0,60 (ﬁ’fg)' 0,92 (f,ge?)- 0,318
n-3in-6 544 (74’&%' 4,26 (é'fg)' 3,77 (f”gg)' 3,60 f’?g)' 2,95 (72172) 3,33 (2'563)' 422 (;'3?%' 5,21 (;'3?21)' 4,92 (;’g(%' 6,65 ﬁfﬁ) 3,78 (41”88;)' 10,35 ﬁg%)

EPAIDHA 0,37 (()()"52;‘)' 0,24 (()‘),ff)' 0,37 (8'51?‘;’)' 0,44 8’65253)' 0,69 (ﬁgg' 0,42 (gfg)' 0,30 (gfg)' 0,37 (8*6117)' 0,40 (g*g’g)' 0,41 (gf;' 0,34 (8*5275)' 0,48 (3'352)' 0,239

AAEPA 0,10 (g’fg)' 0,08 (g'fg)' 0,14 (g'llf)' 0,20 (00,'213%)' 0,28 (()9'2187)' 0,29 (3'2190)' 0,11 (8,'572)' 0,08 (g'gg)' 0,11 (g’fg)' 0,09 (g’f;' 0,16 (8’218' 0,03 gé’g)‘ 0,022

AADHA 0,03 (00,852)_ 0,01 (O()’gg)' 0,05 (()()"(())82)' 0,07 %O,é)é")' 018 (00',11;- 0,10 (g*gf)' 0,03 (8*871)' 0,02 (g*gg)' 0,05 (00’*8;' 0,03 (00’*851)' 0,06 (oo,’f%- 0,02 (OO"(%' 0,010

20:1/18:1n-9 0,18 (gg;‘)' 0,19 (00,'?;)' 0,09 (ggg' 0,24 (O(),’;g)' 031 (00,%_ 0,31 (f,*gg)' 0,21 (g*g?‘f)' 0,42 (g*éf)' 0,21 g*zlf)' 0,26 (fj%' 0,31 (8*72;)' 0,00 (ggg)' 0,102
16:0/14:0 2,74 (50377) 3,07 %‘; 3,50 943,’126%' 4,23 (43,%)_ 417 (43&%' 4,76 (53,'5%_ 4,32 (43,';33)_ 3,95 (fsg) 4,93 (;’2522)' 421 (531217) 5,36 (g’gg 3,51 (g’gg) 0,005
18:0/16:0 0,26 (ggg 0,26 (00"225)' 0,33 (g"gg)' 0,28 (0()”3?73)' 0,29 (g;f) 0,40 (g*gf)' 0,32 (gfg)' 0,19 (8*2153)' 0,29 (é),gf)- 0,28 (00’*3?%' 0,38 (00’*359)' 0,18 (O()"llg)' 0,023
20:3/18:3n-3 0,13 gg?f’)' 0,04 (O(),ff)' 0,15 (oo,':(),);_ 018 (00,’21:71)' 0,20 (g'zlf)' 0,16 (8*533)' 0,13 (8’512)_ 0,21 (g*gg)' 0,10 (Ooy*ff)' 0,06 (00,’39;)- 0,20 (oo,’j%- 0,07 (ggg)' 0,543
20:2/18:2n-6 3,30 ﬁ‘g) 2,27 (41,';16?)_ 1,54 (51813?) 1,08 (f'gf)' 1,09 (f'f(%' 3,27 (511133) 1,42 (3’573)' 2,13 (51,’502)' 1,38 (2121:% 1,37 %7%%') 1,34 (11’%' 1,49 (41,'598)' 0,356
20:4/18:2n-6 0,63 (40,'35)- 0,42 (f"j’gl)' 0,74 (ﬁfg)' 0,63 g,gg— 1,13 (ll"fj)' 1,78 (3’5907)' 0,73 (8’9106)_ 0,75 (f”f;)' 0,85 (00,’97;;1)_ 0,69 g*;é)' 0,68 (0()’*558)' 0,64 ggg)- 0,408
20:6/18:3n-3 32,49 (éfg%' 81,70 (933':72)' 26,27 ﬁ%’i% 13,35 (318’;25)' 9,37 3'203') 17,95 4(1%,98%-) 14,68 gzlé) 32,38 %é’gg)' 16,06 gg%) 17,96 (jf"%)' 11,05 571*7%3') 18,64 (Zlg,'g’g)' 0,153

Uin-3 2341 (33’29?‘?)' 21,88 (21; ';‘5")' 19,44 (zlég%' 18,28 (21253?52) 14,20 (1153;;' 16,63 glég) 20,12 g;%) 17,56 (zlj,’gg)_ 21,04 (legg 24,18 (22;'86;)_ 18,95 (2122883?’) 27,73 (22521;)
Uin-6 2,15 (32361) 3,20 (41’f37)' 2,83 (32581) 2,87 (3?17% 1,86 (2()"97;' 3,82 (é’gg)' 2,58 (22”52)' 1,83 (2'1,2312)- 2,26 g*gj)' 2,04 (31’*:'5)' 3,08 (f’*fg)' 1,63 (21"215)'
uis 1534 (2113,?41% 11,53 gﬂ) 15,56 (11;‘:52(%' 16,78 (11;‘5’;)' 20,99 (le?y’g%' 13,98 (115’351)' 13,51 (115?,133)- 12,21 (112’293)' 15,32 (115,'5’77)' 12,70 (11;'966%' 13,02 (113?,'55)_ 12,72 (11;,5151)- 0,004

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p =

Kruskal - Wallis test, razina statistiCke znacajnosti ili vierojatnost pogreske tipa | (alpha)



Rezultati

Triacilgliceroli se sastoje od SFA s medijanom i IQR najmanjeg relativnog masenog udjela od 14,13
(11,62 — 16,27) % u travnju do najveceg udjela od 32,97 (31,66 — 34,53) % u rujnu, MUFA s
najmanjim udjelom od 7,0 (6,14 — 8,28) % u travnju do najveéeg udjela 19,88 (18,40 — 22,42) % u
rujnu (Slika 3.18) i PUFA s najmanjim udjelom od 41,98 (41,05 — 45,37) % u rujnu do najveéeg udjela
od 77,14 (73,27 — 80,93) % u travnju (Slika 3.19). KW testom je utvrdeno da promjene udjela MUFA u
triacilglicerolnoj frakciji lipida tijekom godine ima razinu statisticke znacajnosti p = 0,016 (Tablica 3.6).
Buduéi da PUFA i MUFA ¢&ine glavninu triacilglicerolne frakcije, u Tablici 3.6 usporedno je prikazan i
njihov sastav s obzirom na pripadnost n-3, n-6 i n-9 redu. Najzastupljenije su n-3 PUFA (16:4 n-3,
18:3 n-3, 18:4 n-3, 20:5 n-3, 22:5 n-3, 22:6 n-3) s najmanjim udjelom od 36,41 (32,71 — 37,50) u rujnu
do najveceg udjela 69,45 (66,62 — 73,81) % u travnju (Slika 3.20). KW testom je utvrdeno da
promjene sume n-3 PUFA triacilglicerolne frakcije lipida tijekom godine imaju razinu statisticke
znacajnosti p = 0,049. Zatim po zastupljenosti slijede n-6 PUFA (18:2c n-6, 18:2t n-6, 20:2 n-6, 20:3
n-6, 20:4 n-6, 22:2 n-6, 22:4 n-6 i 22:5 n-6) s minimalnim udjelom 6,79 (5,14 — 9,52) % u travnju do
maksimalnog udjela od 17,16 (10,92 — 25,72) % u listopadu. Najmanje zastupliene u sastavu
nezasi¢enih masnih kiselina su n-9 MUFA (16:1 n-9, 18:1c n-9 i 20:1 n-9) s najmanjim udjelom od
3,97 i IQR 3,62 — 4,50 % u travnju do najvecih vrijednosti relativnog masenog udjela u rujnu 9,76
(9,36-13,52) %. KW testom je utvrdeno da promjena udjela n-9 MUFA triacilglicerolne frakcije lipida
tijekom godine imaj razinu statisticke znac¢ajnosti p = 0,042. Udjeli n-3 PUFA ve¢i su od udjela n-6
PUFA i njihovi omjeri (n-3/n-6) tijekom godine variraju od 2,9 do 10,3. Maksimalna vrijednost
zabiliezena je u travnju, a minimalna u rujnu. Vrijednosti n-3/n-6 omjera triacilglicerolne frakcije
tijekom cijele godine su iznad 2,0.

Omjer AA/EPA u tkivu europske plosnate kamenice (Ostrea edulis L.) najvece vrijednosti ima u
kolovozu, rujnu i listopadu (0,20 — 0,29). KW testom je utvrdeno da promjene AA/EPA omijera
triacilglicerolne frakcije lipida tijekom godine imaju razinu statisticke znacajnosti p = 0,022. Omjer
AA/DHA masnih kiselina pokazuje najvece vrijednosti u rujnu i listopadu dok je u ostatku godine
relativno nizak KW testom je utvrdeno da promjene AA/DHA omjera triacilglicerolne frakcije lipida
tijekom godine imaju razinu statisticke znacajnosti p = 0,010. Omjer 16:0/14:0 ima najmanje
vrijednosti u svibnju i lipnju, a KW testom utvrdena je statistiCki znaajna povezanost (p = 0,005) s
godisnjim ciklusom. Indeks 18:0/16:0 imao je najmanje vrijednosti u travnju (0,18) i prosincu (0,19),
dok je u ostatku godine omijer varirao 0,26 — 0,40, a KW testom utvrdena je znalajna povezanost
izmedu vrijednosti navedenog indeksa i godidnjeg ciklusa. Omjer ukupnih nezasi¢enih i zasi¢enih
masnih kiselina (U/S) triacilglicerolne frakcije lipida bio je od 11,53 u lipnju do 20,99 u rujnu, te je
utvrdena znacajna povezanost vrijednosti omjera U/S i godiSnjeg ciklusa na razini p = 0,004 (Tablica
3.6).
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Rezultati
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Slika 3.18 Udio jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) frakcije triacilglicerola tijekom

godine; rezultat je prikazan kao medijan, crta pogreSke prikazuje interkvartilni raspon
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Slika 3.19 Udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) frakcije triacilglicerola tijekom godine;

rezultat je prikazan kao medijan, crta pogreSke prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati
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Slika 3.20 Udio n-3 PUFA triacilglicerola tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, crta

pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati

3.3.3. Sastav masnih kiselina frakcije fosfolipida

Rezultati analize masnokiselinskog sastava, sume pojedinih skupina masnih kiselina i
masnokiselinski indeksi lipidne frakcije fosfolipida izrazeni su u obliku medijana i interkvartilnog
raspona uz razinu statisticke znacajnosti (p) ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha), i prikazani u
Tablicama 3.7 i 3.8. Crvenom bojom naglaSene su statistiCki znaajne promjene s obzirom na

mjesece u godini (p < 0,05).

Sastav masnih kiselina frakcije fosfolipida europske plosnate kamenice (Ostrea edulis L.) prikazan je
u Tablici 3.7.
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Tablica 3.7 Relativni maseni udjeli (%) masnih kiselina u lipidnoj frakciji fosfolipida

Rezultati

Medijan

(I0R) Travan] Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
C14:0 2,63 (41|'57é))- 3,92 (40"%)' 9,01 (;’gg’)' 9,42 %3,'8311)' 2,91 (§’54§)' 4,07 (43,';3)' 2,82 (51”521)' 5,12 (g,g‘)' 4,99 (32711) 3,38 %‘:‘,’%) 2,44 (géf) 6,95 (;'175)- 0,031
c151 1,23 (fg%' 0,67 (00"718)' 2,83 (g% 1,60 (1172% 0,86 (f”gg)' 0,81 (ig“%)' 0,97 (f’gf)' 1,78 (21352) 1,10 (11,15,)5%_ 0,98 (EQJ)' 0,03 (Eg’%' 2,51 %7722) 0,024
C16:0 16,14 (2173"3’77)' 13,76 i‘é"g%') 25,04 (22516733) 21,35 (2177 'fg)' 17,95 (1192"13%' 13,91 (112’123)' 11,96 gﬂ) 20,57 (223(’&39)' 17,65 (2152”5967)' 18,03 gg';;)' 13,04 (1151'722)' 25,33 (3?2'38)-
C17:0 0,70 (3’93;' 0,52 (gé’g)' 1,33 (21552) 3,06 (52!?01) 0,72 (50,’82(3)- 0,34 (851;) 1,60 (2'77; 4,16 (9375312)' 0,99 (g"fj)' 3,76 (725'}% 0,38 (g'gg 2,87 (5133?) 0,005
C17:1n7 2,89 (;fé’)' 1,12 (f'ff)' 1,72 (11,15121)- 1,11 (f’fé)' 1,36 (f’gg)' 0,84 (i'fé' 0,92 (f’fg)' 1,91 (zl,gf)_ 0,97 (3'813)' 1,74 (i,fg)- 0,74 (i'gg)' 1,80 %f;' 0,014
C 16:4n-3 5,44 (9327??) 1,31 (3(,),'505)_ 35,52 (3??,2(1)3?)_ 26,10 (2262"8611)' 25,41 g%‘é) 11,88 (lli*gg)' 29,03 é%?éi) 1,13 (117'115)' 14,90 §5732?é) 11,19 %ﬁ%%') 13,42 Sgg) 14,42 é‘;g)) 0,029
C180 6,83 (;‘513‘) 7,20 Sg) 5,77 (gff)' 8,38 (96,'575' 6,34 (;'fg)' 5,08 (54,'635)_ 5,07 (62,'53?)- 12,14 (112'?56)_ 5,92 g%% 10,55 {3;‘255) 6,84 %3\;’88) 13,26 (11;%)' 0,167
C 18:1cn-9 3,71 (éfg' 3,08 %2’% 1,75 (3’8857)' 1,84 (;)312) 2,27 (;’82(%' 1,83 (jﬁ) 1,11 (f’fg)' 0,44 %)7222) 1,50 (11,'623‘?’)' 0,00 (igg)' 1,92 (i,gss)- 0,00 (fgg' 0,003
C 18:1tn-7 1,34 (2()"88??)' 1,72 (éff)' 2,02 (21,’%)' 1,61 (f,ggl)- 1,69 (11;&915)- 0,93 (36157)' 1,30 (g*gf)' 0,88 (g;‘f)' 1,27 (35?51) 0,00 (g&%' 1,52 (355' 0,00 (ggg' 0,049
C 18:2cn-6 1,85 %gg) 0,00 (E'S%' 0,00 (()O,'fs% 0,00 (00,'52)% 1,50 (g'g;)' 0,00 g?g; 0,00 (8'%’)' 0,00 (0-0) 0,70 (3'122)' 0,00 (gg(%' 1,21 (lléf) 0,00 fff)' 0,012
C20:4n6 1,62 (21g53) 0,68 (g'gg)' 0,00 (S,‘SS)' 0,00 (O()'é)g)' 1,17 (2’6117)' 5,39 (84,'225)- 2,14 (i*gg)' 0,00 (ggg 0,79 (3'2162)' 0,00 (3'3("%' 1,75 (3,'893' 0,00 (gg(%' 0,008
C 20:5n-3 20,11 (213,;93)- 16,10 é2383‘é) 0,00 (g’gg 0,00 (ng 8,24 izzi%) 13,12 (Zlg’,*gé’)' 9,18 S*,%g') 0,00 (g'gg)' 7,09 &123;\21) 0,00 g"g%') 18,72 (1157'55)' 0,00 gé’g 0,006
C22:6n-3 33,38 ééész) 27,74 %;‘72)' 14,70 (11;'35")' 15,84 583',%%') 31,53 (3%93,%_ 36,72 %’,gg)‘ 20,08 (?:,L;‘,i%' 0,00 (20,'%))_ 22,37 g%z% 0,00 g:% 33,15 (577,'35)_ 5,34 ﬂ,%g_)

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Rezultati

Najvedi relativni maseni udio (%) SFA fosfolipidne frakcije (phospholipid, PL) €ini C 16:0. Medijan i
IQR udjela palmitinske kiseline tijekom godine kretao se od minimalnih 12,0 (7,4 — 16,1) % u
listopadu do maksimalnih 25,3 (23,3 — 34,2) % u ozujku. Najveci relativni maseni udio MUFA
fosfolipidne frakcije €ini C 18:1n-9 s minimalnim udjelom od 0,00 (0,00 — 1,0) % u sije¢nju, do 3,08
(1,98 — 13,27) % u svibnju. Najve¢i maseni udio PUFA fosfolipidne frakcije ¢ine C 20:5n-3 s
rasponom od 0,0 (0,0 — 1,0) % u studenom do 20,1 (14,0 — 26,7) % u travnju, i C 22:6n-3 s rasponom
od 0,0 (0,0 — 2,7) % u studenom do 36,7 (20,4 — 39,1) % u rujnu. U frakciji fosfolipida DHA je
dominirala u odnosu na EPA tijekom cijele godine (Tablica 3.7).

Unutargodi$nje varijacije masnokiselinskog sastava fosfolipidne frakcije na statistickoj razini
znacCajnosti p < 0,05 utvrdene su KW testom kod masnih kiselina 14:0, 15:1, 17:0, 17:1n-7, 16:4n-3,
18:1cn-9, 18:1tn-7, 18:2cn-6, 20:4n-6 i 20:5n3 (Tablica 3.7).

Suma pojedinih skupina masnih kiselina fosfolipidne frakcije lipida, grupiranih ovisno o stupnju

zasicenosti, i masnokiselinski indeksi prikazani su u Tablici 3.8.
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Rezultati

Tablica 3.8 Suma pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinski indeksi u lipidnoj frakciji fosfolipida

Medijan

(I0R) Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
>n-3 5584 (g’iff)' 47,10 (6125"723)' 48,90 (;‘f'g%' 43,35 (5352?%) 61,88 (5)91,’58:)- 61,26 (230,'811)' 59,90 g‘g’gf)' 1,23 (i'gf)' 40,82 (62:,'595)' 27,48 é‘é’;i') 65,08 (fif%' 27,53 (31011274) 0,022
$n6 513 gfg 2,01 %’gg)' 1,38 (gfg)' 3,47 (435381) 4,39 (f’gg)' 1,92 (21”;388)' 4,59 (gyfg)' 4,76 (5321% 2,53 %1”;17)' 6,19 illg‘é) 4,03 (ez,ﬁ)_ 0,66 (40,’5?%- 0,541
>n9 371 (62"24%' 3,08 %ZE;) 1,75 (3'557)- 1,84 (3312) 2,27 (21,2'32(()))- 1,83 (41”17:)' 1,11 (Efg)' 0,44 (5’7222) 1,50 (11625’) 0,00 (f’gg)' 1,92 (2},'586)' 0,00 (ffg' 0,003
5 MUFA 8,51 ﬁ’iﬁ') 9,11 gt‘é) 7,08 (3'33)' 5,17 (é'ff)' 5,90 (;‘2751) 6,13 (3'2297)' 4,89 (52!?;') 5,01 (;'gg' 473 (;’358)' 2,96 (j’llé' 5,01 (3'5976)- 4,16 (83,’245)- 0,033
5 PUFA 59,44 (gggj)' 48,40 (612'27(%' 48,90 (;‘f’f‘%' 43,35 (5355211) 63,39 (751’315)' 70,08 (fg'gj)' 62,57 %117,76?63)- 1,23 (51’,3;3)- 42,49 (6252,’85)- 27,48 é‘é*;%') 68,01 (fg*gg)' 27,53 (S%igg)- 0,013
S SFA 2584 %gol)' 23,77 (lesle)' 40,35 (2’3?;58) 47,10 (535’91;)' 29,24 %Lg,gg)- 23,35 (2241,'5?3)- 21,45 %22,7595)- 39,03 (533*5’;' 29,95 (525,'3?3)- 38,49 (gg*gf)' 24,82 gg Zg)' 48,78 gg'gf’)'
n3in6 10,83 ggi) 28,56 S'%g') 12,92 é%g') 7,61 S’i‘;‘) 15,44 %fg 32,28 (32;?%' 13,43 §891185) 0,78 (Egi?)' 16,31 fé%') 2,37 é%g) 16,40 ;E,%%) 2,58 (gé’g
16:0/14:0 5,80 %?'212‘)' 3,00 gég)‘ 2,72 (32”173?)' 2,27 (33825’) 4,54 (6575(}) 2,82 (3?,’6111)- 3,17 (44,'\,?‘%' 3,26 (43,'385’)' 3,37 (é*gé' 2,73 (é*lzf)' 3,58 (755571) 3,52 (53173) 0,038
18:0/16:0 0,24 (gfg 0,22 (g'ég)' 0,21 (8’225)' 0,32 (8'3386)' 0,30 (00,'4385)_ 0,28 (gfg)' 0,29 (8'43; 0,50 %)5551) 0,31 (f*gg' 0,30 (8,’(?13)- 0,28 g%’; 0,45 (g'g’é)' 0,231
Uln3 5,38 (3’73%' 2,29 (;g)' 6,65 (;'fg)' 3,16 (86,?8)' 7,78 i%'fg) 8,86 (3'5189)' 6,91 ﬁ% 0,17 (8'7138)' 3,19 (3’6112)' 0,71 (3’322)' 8,92 ﬁ’)% 1,69 (:'51?::’) 0,022
Uln-6 0,18 %’3?31) 0,07 (00"615)' 0,00 (oo,’ff)_ 0,19 (oo,'zzg)- 0,17 (()()"3?(%' 011 (8*1172)' 0,22 g,szss)- 0,09 g'ng)' 0,09 (00’*;05)' 0,10 (00’*?27)' 0,13 (001'325‘)' 0,55 gfg)' 0,541
UiS 10,14 (113'5:%- 7,38 (1171"5’;' 5,80 (3’%’)' 3,98 (g;?) 7,05 %’ﬁ%‘ 7,41 (98,’363?)' 6,77 g)%‘g) 4,98 (55,%_ 5,12 (76,&%- 2,53 %?”Zg)' 7,37 g'llg)' 417 (ézg)' 0,012

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Rezultati

Fosfolipidi sadrze SFA s medijanom i IQR najmanjeg relativnog masenog udjela od 21,45 (12,25 —
32,09) % u listopadu do najveceg udjela od 48,8 (45,3 — 60,8) % u ozujku (Slika 3.21), MUFA s
najmanjim udjelom od 2,96 (2,14 — 4,16) % u sije€nju do najveceg udjela 9,11 (5,14 — 17,06) % u
svibnju (Slika 3.22) i PUFA s najmanjim udjelom od 1,23 (1,18 — 5,09) % u studenom do najveceg
udjela od 70,08 (68,01 — 70,94) % u rujnu (Slika 3.23). KW testom je utvrdeno da promjene udjela
MUFA i PUFA u fosfolipidnoj frakciji lipida tijekom godine imaju razinu statisticke znacajnosti p =
0,033 odnosno p = 0,013 (Tablica 3.8).

Buduéi da PUFA i MUFA ¢ine glavninu fosfolipidne frakcije, u Tablici 3.8 usporedno je prikazan njihov
sastav s obzirom na pripadnost n-3, n-6 i n-9 redu. Najzastupljenije su n-3 PUFA (16:4n-3, 20:5n-3 i
22:6n-3) s najmanjim udjelom od 1,23 (1,18 — 4,84) % u studenom do najveéeg udjela 65,08 (59,45 —
71,47) % u veljaci. KW testom je utvrdeno da promjene sume n-3 PUFA fosfolipidne frakcije lipida
tijekom godine imaju razinu statisticke zna€ajnosti p = 0,022. Zatim slijede n-6 PUFA (18:2cn-6 i
20:4n-6) s minimalnim udjelom 0,66 (0,00 — 4,57) % u ozujku do maksimalnog udjela od 6,19 (1,74 —
11,96) % u sijeCnju (Slika 3.24). Najmanje zastupliene u sastavu masnih kiselina su n-9 MUFA
(18:1cn-9) s najmanjim udjelom od 0,00 i IQR 0,00 — 1,05 % u sijecnju do najvecih vrijednosti
relativnog masenog udjela u travnju 3,71 (2,46 — 6,27) %. KW testom je utvrdeno da zbroj n-9 MUFA
fosfolipidne frakcije lipida tijekom godine ima razinu statistiCke zna¢ajnosti p = 0,003.

Udjeli n-3 PUFA veéi su od udjela n-6 PUFA i njihovi omjeri (n-3/n-6) tijekom godine variraju u
rasponu od 0,78 do 32,28. Maksimalna vrijednost zabiljezena je u rujnu, a minimalna u studenom.
Vrijednosti n-3/n-6 omjera fosfolipidne frakcije jedino su u studenom manje od 2,0. Za promjene u
omjeru 16:0/14:0 KW testom utvrdena je statisticki znacajna povezanost (p = 0,038) s godiSnjim
ciklusom. Indeks nezasicenosti (Ul) n-3 masnih kiselina kretao se od 0,17 u studenom do 8,92 u
veljaci, te je KW testom utvrdena znac€ajna povezanost vrijednosti U/l n-3 masnih kiselina fosfolipidne

frakcije lipida i godiSnjeg ciklusa na razini p = 0,022 (Tablica 3.8).
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Slika 3.21 Udio zasi¢enih masnih kiselina (SFA) fosfolipida tijekom godine; rezultat je prikazan kao

medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Slika 3.22 Udio jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) fosfolipida tijekom godine; rezultat

je prikazan kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati
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Slika 3.23 Udio viSestruko nezasicenih masnih kiselina (PUFA) fosfolipida tjekom godine; rezultat je

prikazan kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Slika 3.24 Udio n-6 PUFA fosfolipida tijekom godine; rezultat je prikazan kao medijan, crta pogreske

prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati

3.3.4. Sastav slobodnih masnih kiselina

Rezultati analize masnokiselinskog sastava, sume pojedinih skupina masnih kiselina i
masnokiselinski indeksi lipidne frakcije slobodnih masnih kiselina izrazeni su u obliku medijana i
interkvartiinog raspona uz razinu statisticke zna€ajnosti (p) ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha), i
prikazani u Tablicama 3.9 i 3.10. Crvenom bojom naglaSene su statisticki znaCajne promjene s
obzirom na mjesece u godini (p < 0,05).

Sastav masnih kiselina frakcije slobodnih masnih kiselina europske plosnate kamenice (Ostrea edulis
L.) prikazan je u Tablici 3.9.
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Tablica 3.9 Relativni maseni udjeli masnih kiselina u frakciji slobodnih masnih kiselina

Rezultati

Medijan

(I0R) Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
5,77 (3%37)- 4,56 (?71?3 5,49 ﬁ’g‘;') 4,18 (;'gg)' 422 (2'3?13)' 7,03 %’g‘i') 6,95 (87779(,5) 6,29 (???e?) 4,10 (85,’7229)- 3,37 g'fg')' 2,76 (g?j’) 2,03 (213175’) 0,584
0,45 (00,512)_ 0,39 (g’;}g‘ 0,45 (OO”S;' 0,40 (00"96(%' 0,32 (00";56)' 0,42 %)75??) 0,59 (00',;352)- 0,46 (00”543)' 0,32 gg’g 0,23 gg’(g’)' 0,22 gfg)' 0,18 ?’%‘ 0,331
1,57 (zlygj)' 1,08 (115373) 1,48 (22,’&7)' 1,21 (21273 1,12 (11"327)' 1,48 (Zlf;‘) 1,95 (225’27) 1,56 (11;;6?)- 1,08 (llg’g) 0,20 (213358) 018 (11,’91;- 0,18 (50,'17;‘)_ 0,130
26,61 (33:11% 20,23 (2251”5;' 27,23 (35’3322) 23,50 (3227 '9213)' 20,99 (225 ';97)_ 26,36 (53’375)' 29,49 (3331727) 26,27 (5315’22)' 20,06 (22;'65’22)' 15,66 (3328‘%' 11,92 (3138‘11)' 13,48 gg',%%') 0,362
1,36 (4""’6‘;)5)' 3,29 (;"ff)' 4,80 (86”512)' 2,96 (43"55)' 4,05 (g'gf)' 4,52 (55%) 3,25 (j’le) 3,47 (44”11%' 3,23 (73:'85%' 1,70 (igg)' 1,32 (2?,;%' 1,62 ig',ig')

0,85 (g’gg 0,63 (g’;‘g 0,01 (3’7753)' 0,85 (00"5353)' 0,90 (00"527)' 0,78 (00,'87% 1,20 (11g55) 0,74 (f”gg)' 0,80 (g'gz)' 0,84 (3'5";)' 0,57 (8';’%' 2,88 (50,,;21)- 0,181
1,48 %13??) 0,77 gg’g 0,63 %O,S‘S 1,16 (g'gg)' 0,46 (00,'23)' 1,69 (21171) 1,01 (g’fé' 0,84 (00,'9799)_ 0,81 (Egg)' 1,21 (Eff)' 1,09 gfg 2,06 (gf’Sl)

2,16 (21551) 1,60 (21033) 2,28 (1’6388)' 1,97 %’é’%‘ 1,82 %fg) 2,05 (213?‘% 2,42 (22515) 2,02 (21”157)' 1,63 (11,5121)- 2,31 (21725) 1,53 (20,'322)- 5,90 iﬁ% 0,244
0,37 (8'4371)' 0,34 (00"43%' 0,63 %’,’5,‘11)' 0,43 (00,'51%' 0,33 (()(),'?fg)' 0,33 (gg%' 0,40 (gfg)' 0,45 (oo,’ég)- 0,33 (oo,':i%_ 0,53 (g'gg 0,44 (Oo"gf)' 1,59 (401'63%' 0,383
12,90 %82‘2) 9,48 (96’%’)' 10,47 {g’g‘r(’)') 9,14 %,Zg_) 8,75 (g’gg) 9,95 gg% 8,12 %’2‘5 8,74 ﬁ',%gg_) 7,92 (95,'553)_ 12,69 g%% 7,72 %,?33-) 38,99 %:ﬁ) 0,440
4,95 (;';f)' 422 (43"(?57)' 5,36 (93,%- 4,66 (;‘"f’g)' 4,99 (éf%' 5,45 %5"5%)' 3,70 (j’f% 479 (;19?23) 3,40 (Sz,fg)- 4,95 (Sz,gf)- 2,08 g?f) 11,45 ézl‘;‘é) 0,186
2,81 (21;372) 2,95 (gg?f) 3,88 (53’;)6?)' 2,65 (42,'2%- 2,39 (g'j’z)' 2,30 (Zzygf)' 1,01 (212567) 2,14 (21,’??77)' 2,05 (21925) 1,81 (21,'(())4(1))_ 1,19 (f,'éf)' 5,48 %’%%

2,07 (21”3?8")' 2,49 (3?522) 2,41 Sjgg) 2,51 (i'gg)' 2,08 (;'77;)' 2,57 (;fff) 1,81 (zlgj) 2,26 (223}58) 1,88 (2.1;22) 2,01 (2.125) 2,05 %575) 4,29 %fi‘é') 0,255
0,62 (00”5’5)' 0,18 (00”215‘)' 0,07 (00”311)' 0,21 (00,'303?)_ 0,15 (8'383)' 0,38 (O()'g(%' 0,25 (O()'gf)' 0,17 (00,’25)' 0,21 (()c{é’(::’)' 0,51 (00,,(2)59)- 0,40 (007,6271)- 0,71 (féll) 0,184
1,36 (f”gg)' 1,53 (f’é’%' 1,37 (20,55?)- 1,11 (f"ff)' 1,42 (f"gg)' 1,17 (f”gll)' 1,30 (1181,; 1,83 (11”531)' 1,32 (2.123) 1,50 (Eg%' 1,67 (Egg' 2,05 (70,'3;)- 0,772
0,66 (00”8382)' 0,61 (8,2‘3)' 0,84 (f”g%)' 0,74 (00"5’5)' 0,75 (00";"3)' 0,43 (00’&%' 0,56 (Egs)' 1,29 (f'fg)' 1,02 (ﬁf;' 0,47 g'ff)' 1,15 (37517) 0,57 (40,'3?1%_ 0,151
0,25 (00”522)' 0,16 (00”212%' 0,27 ((())3175) 0,31 g'jf)' 0,16 (8'327)' 0,15 (ggg)— 0,07 (O()'ff)' 0,14 (oo,’llél)_ 0,12 (007,372)- 0,18 ggg)— 0,33 (()c{’jss)' 0,57 (20321) 0,246
0,42 (00”4372)' 0,54 (00”833?)' 0,92 (ﬁg(?)' 0,83 (f"gg)' 0,69 (f"g%' 0,79 (f’gg)' 0,40 ‘é’,ﬁ%’ 0,63 (00”322)' 0,31 (g’gg)' 0,41 %’,’%’ 0,34 (g% 1,76 (g'g%'

1,01 (ﬁf%' 0,78 (f,'{,‘;‘)' 0,85 (f";‘g' 0,84 (Oo’,gg)- 0,72 (()O"gf)' 0,85 (ggé’)' 0,55 (00,'5?;- 1,02 (11"(()’71)' 0,52 (OO,’SG()))- 0,82 (353)' 0,64 (3556)' 4,98 (gfé' 0,341
5,01 (63”19‘%' 8,65 (g”fg)' 8,95 ggi) 5,12 (é'g(%' 5,47 gfg)‘ 4,26 (321% 4,19 (g"’g"%' 6,28 (g’gg 7,17 ﬁ%g) 5,58 %;‘17) 3,94 (gsg) 19,64 ﬁ‘é',‘éi') 0,101
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Rezultati

M(?gg?n Travanj Svibanj Lipanj Srpan;j Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
0,61 (gg"%' 0,39 (8"52%' 0,44 (g'gg 0,57 g'égl)' 0,45 (f'ff)' 0,55 (ggg)' 0,38 (g%)' 0,61 g'g;' 0,41 (oo,'gg)- 0,75 (8'581)' 0,79 (g'fg)' 3,46 9'1%‘ 0,557
0,18 (00,’5(3)30)_ 0,16 (g’gg 0,25 (8’153)' 0,23 (00"3157)' 0,20 8'3(’;)' 0,43 (00,’512)- 0,00 (oo,’g%- 0,16 8'11%' 0,10 (8%)' 0,05 (g'ff)' 0,43 (ggg 0,41 (g'f;' 0,622
0,32 (oo,fg?)_ 0,71 (ﬁgf)' 0,63 (3586)- 0,83 (f’fg)' 1,69 (2'33)' 0,97 (ﬁf(?)' 0,79 (f"g:')' 0,83 (OO"S;' 1,27 (EZE?)' 0,39 (g’;(%' 0,69 (3,6113)- 1,12 (50735’)

0,00 (gg(%' 0,18 (Ooy’;g)' 0,34 (85177) 0,21 (00"62%' 0,26 (()()’fg)' 0,73 g’g’g 0,38 (gfg)' 0,19 (OO’&?)' 0,18 gé’%' 0,16 ggg)‘ 0,57 (g'ge%' 0,73 (30,'5'3)' 0,202
0,76 (00,’;117)- 1,01 (35717) 3,36 (522% 2,25 (;S;) 3,23 %7533) 1,69 (3:};5) 1,84 (710156) 2,81 (?f;;) 6,55 (572?) 0,79 (3';’:')' 2,54 gé’zl)' 2,76 517(;) 0,008
0,11 (ggg 0,31 (g’j%' 0,38 (00”‘(1);' 0,19 (00"3(‘;')' 0,16 (00";22)' 0,06 (00',;):;))- 0,00 (Oo'gg)- 013 (00”115)' 0,06 (g'gf)' 0,07 (oo,'f%' 0,06 (g'gg 0,55 (3'2161)' 0,426
0,72 (00,557)_ 0,88 (f”ff)' 0,51 (f,’gg 0,47 (00"73(?)' 0,54 (00"633)' 0,22 (g’?‘%' 031 (g’gg)' 0,86 (3,153). 0,56 (3'22:)3)' 0,38 (8'515)' 0,41 (g'g)' 1,90 (;),,1256)- 0,198
2,75 ‘32,5‘3)' 5,74 ﬁ‘éﬁ) 3,73 (72,’:67)- 2,72 (42,'45')6?)_ 2,73 (?i'?ill)_ 2,22 (2157‘% 1,54 (211’823')' 3,74 (51"??;' 3,65 (51,';8:3)- 1,67 gg‘% 2,07 (717%)' 7,67 gfﬁ) 0,106
1,25 (f”gg' 0,47 (f2155) 1,13 (f,’é‘%' 0,56 (26‘;)' 0,21 (()()"jg)' 1,48 gfg 2,80 (51515) 0,99 (3’271)' 0,52 (20,5’;)- 0,63 (ggg’) 1,08 (ggg’) 2,40 (2%3)'
0,79 (ff:f) 0,84 (%159)' 0,59 %‘f’é,‘é’ 0,42 (()O,fg)' 0,51 (()(),'gg)' 0,24 (gé)%' 0,52 ((())7372) 0,20 (O(’,’jlz)' 0,71 (ffel)- 0,47 (0?'554)' 0,55 (ffg)_ 2,01 (g'ff)'
0,13 (g’é’g 0 (0-0) 029 %{j%‘ 0,13 (Egg)' 0,11 (()(’,'fg)' 0,26 (igg)' 0,96 (g;‘g 0,02 (8'891)' 0,40 (8'6‘_357)' 0 (00) 016 (gf%' 0,08 (ggé'
0,28 (O()’ff)' 0,39 (00";;7)' 0,37 (OO’QE?)' 0,20 (00"563)' 0,25 (()()’fg)' 0,19 (()O'fg)' 0,32 (()()"gg 0,28 (OO”;;' 0,28 (85273) 0,18 (ggg 0,76 (8'835)' 0,15 (gf%' 0,723
0,33 (gfg)' 0,94 (f”g)' 0,40 (872; 0,61 (gfg) 0,79 (00,':4%' 0,62 (()({'91(;' 0,66 (ifg)' 0,39 (352; 0,47 (g'g%' 0,37 (f,'gg 0,60 (g';;' 0,59 (gfg)' 0,520
0,55 (f,g(%- 1,08 (f’gg)' 0,08 (Efg' 0,41 (00"25’)' 0,61 (0(”':;)' 1,08 (f'f%' 0,60 (00',%)- 0,58 (001'373)' 0,56 gg%' 0,50 (00,'621)' 0,86 (Eg‘;' 1,48 g,ﬁsze)-
0,72 (3215 0,13 (00"55372)' 0,23 (O()’f‘%' 0,31 (0()"515)' 0,10 (OO,’SS)' 0,22 (O()'gg)' 0,29 (O()'gj)' 0,29 (0(”’3};)' 0,21 (3'2153)' 0,32 gfg 0,35 (g'g;‘)' 1,31 gi‘z) 0,849
6,70 ﬁ’gss') 12,15 é%ii') 12,32 i%,sli-) 8,88 giSs) 10,73 Szfﬁ) 7,97 ﬁg%) 6,38 ﬁ%%) 8,57 i%ig) 10,60 ﬁ',%‘é') 4,06 gé’;’)‘ 10,64 éggg) 10,17 %g‘c‘» 0,524

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke zna¢ajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Rezultati

Najvedi relativni maseni udio (%) SFA slobodnih masnih kiselina (free fatty acids, FFA) €ini C 16:0.
Medijan i IQR udjela palmitinske kiseline tijekom godine kretao se od minimalnih 11,92 (19,41 —
31,01) % u veljaci do maksimalnih 29,5 (30,8 — 32,1) % u listopadu. Najvecéi relativni maseni udio
MUFA ¢&ini C 18:1n-9 s minimalnim udjelom od 3,4 (2,5 — 5,5) % u prosincu, do 11,4 (2,4 —21,8) % u
svibnju. Najveéi maseni udio PUFA u sastavu slobodnih masnih kiselina ¢ine C 20:5n-3 s rasponom
od 0,8 (0,3 — 1,7) % u sije¢nju do 6,5 (2,2 — 9,8) % u prosincu, i C 22:6n-3 s rasponom od 4,1 (3,1 —
9,5) % u sije€nju do 12,3 (6,5 — 16,1) % u lipnju (Tablica 3.9).

Unutargodi$nje varijacije masnokiselinskog sastava slobodnih masnih kiselina na statistiCkoj razini

znacCajnosti p < 0,05 utvrdene su KW testom kod masne kiseline C 20:5n-3, p = 0,008 (Tablica 3.9).

Suma pojedinih skupina slobodnih masnih kiselina, grupiranih ovisno o stupnju zasi¢enosti, i

masnokiselinski indeksi prikazani su u Tablici 3.10.
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Tablica 3.10 Suma pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinski indeksi frakcije slobodnih masnih kiselina

M(?gilj;)m Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
11,55 é%%) 18,57 (213'35)' 20,67 (;8“'5917)' 15,10 (lefg’)' 18,06 %;fg 18,99 (21;'8867)' 15,79 (213'%' 17,08 (1192”5;)' 22,40 g;’gé)' 10,16 i%'g%') 26,41 (jg’gg)' 14,44 52277) 0,351
12,35 (113,1”5(%' 20,12 (2175"59%' 16,40 (215'303)' 12,53 (112'352)' 14,76 (1172”29‘%' 12,87 g‘é?é) 10,36 3115;) 14,70 (1162”4(3(‘)5)' 15,92 (113’1943_ 11,29 i%,?)es-) 12,09 éﬂ"%% 12,77 577163) 0,202
10,14 i%"é%') 9,36 %’gg') 12,13 (113%))' 10,15 g%g) 11,72 i%gg) 12,93 (2172115) 9,89 ﬁ'ﬁ%') 11,46 (112'5’(‘)3)' 9,59 §7153%) 9,02 %;83) 6,66 (33,'9?89)' 6,43 (;",'75%' 0,046
19,46 (113’52‘)' 17,74 (213';‘%' 23,27 (31575;’) 19,44 (215"3%' 20,67 (21355' 21,76 (523'586)' 19,85 (2117 'gg)' 20,80 (228833' 18,35 (11;';17)' 17,59 32512) 12,36 gj% 12,40 g:’é?l)
24,41 (312’35)' 41,80 (fg'gg)' 35,53 (523'3(%' 29,30 (gggg)' 34,68 (Sf”%' 32,50 (52;'595)- 27,10 (gig%' 31,15 (gg"gg)' 39,81 (Szf"gg)' 21,45 gf'g(%' 48,97 (588"6155)' 25,22 (géfg)' 0,156
54,37 (gf’gg)' 39,12 (4336"3?2)' 55,61 (5123,'5?77)- 46,87 (;‘i'llg)' 43,72 (fé’gf)' 50,80 ﬁ‘;”gzg') 49,93 (;‘g’szg' 47,62 (;‘3?”955 39,51 (5‘52120) 52,73 (Szg 25% 36,30 (szigg 33,03 (gf??é}) 0,276
1,00 (Efg)' 0,84 (ES‘;' 1,01 (ffg)' 0,55 (f’gg' 0,62 (8’6367)' 0,50 fé’g 1,65 (20,’87?)_ 0,22 (00"515’)' 1,16 (g'é’;' 0,47 (3'5254)' 0,89 (ffg)_ 2,95 (g'ff)'

0,01 (f"fg)' 0,83 f’%’ 1,06 (f’gsz)- 1,34 (f”7972)' 1,15 (21’8%' 1,40 (2’9722)- 1,52 (2171??) 1,19 (3'293‘,5)' 1,19 (11,'8139)- 0,99 (Efg' 1,54 (40,'?72)' 1,40 (g,'g)' 0,873
0,07 (()()’gg)' 0,10 (()‘)”f;)' 0,36 (00”555)' 0,25 (00”31;‘)' 0,33 (00”529)' 0,30 (OO'Qg 0,33 (()()"61%' 0,33 (0()”;3?)' 0,40 (8'7259)' 0,14 (8'212)' 0,12 (20,'879)_ 0,32 (gfg 0,010
0,54 (0(’,';&%' 0,71 (()0,}?76)_ 0,26 (00’,2197)- 0,32 (001’7279)' 0,39 (001’51(?)' 0,50 (gg’g 0,42 (00,3415?)_ 0,30 (g'f(%' 0,24 (g'?f;' 0,52 (g';g)' 0,43 (g'éf)' 0,23 (géls) 0,114
0,05 (00"863)' 0,07 (O(”’f%' 0,09 (()O”fg)' 0,09 (()O”fé‘)' 0,13 (()O”fg)' 013 (()0"3,1&%' 0,09 (()O"fg)' 0,10 (Ooy'f%' 0,11 (g'fg 0,08 g'ff)' 0,07 (g'fg)' 0,07 (g'fg 0,314
0,08 (00,&3)' 0,13 (Ooy'f%' 0,17 (001'21;‘)' 0,16 ((())21??) 0,13 (oo,'f% 0,15 (81173) 0,10 %’,’fg; 0,14 (00,’1152)' 0,10 (()?'f;)' 0,11 (()?'f,;' 0,11 (()?'21(%' 0,16 (Ooj?fg)' 0,043
4,88 (;';"g)' 3,03 (f”;;r’)' 4,81 (533?; 4,03 (5372% 4,69 %4”5’3)' 3,65 (ffg' 3,82 (j’glz) 433 (44,'3)_ 4,63 gg‘f)' 5,17 (5’8721) 3,68 (j’flz) 6,04 (75"271)' 0,047
0,41 ((?"fg)' 0,40 (O‘)’f?)' 0,32 (00"3?%' 0,33 (O()’fg)' 0,30 (00"3?‘%' 0,36 (O()'g’gl)' 0,26 (()()"3?;‘)' 0,31 (00,’9?4?)- 0,30 gf%' 0,44 (853??) 0,44 (gfg)' 0,57 %’,’ég’; 0,020
012 (00"&%' 0,11 (001'382)' 014 (8,%3)' 0,20 (001341(?)' 014 (00"1)73)' 033 (00"5?98)' 0,00 (oo,ff)_ 0,09 (00’896)' 0,06 (oo,'f;)_ 0,04 (g'f%' 0,23 (ﬁ'ff)' 0,10 %),'3?3?)_ 0,611
2,66 (31"5’62)' 3,15 (;’98%' 2,79 (52;5’;3) 2,08 (zl"gg 1,87 g’fj’)' 1,34 (zlgg) 2,32 (zly'gg)' 2,78 (é'gf)- 3,25 (31,';(35)_ 2,77 g?g) 1,80 (g%z) 4,93 (72;3?)

0,15 (00213)' 0,31 (00”236)' 0,34 (oo,fc;l)- 0,33 (O()"ng)' 0,46 (ﬁ’fg' 0,30 (()()";%' 0,40 g,gg)— 0,36 (()O,ff)- 0,57 (f,gf)- 0,26 (()c{’j(;‘)' 0,37 gé’g)‘ 0,39 (001'6212)' 0,187
4,40 (g"g%' 9,79 §72%17) 7,11 §.43’,(¢)198-) 8,67 Ys%) 8,04 é‘é%ei) 5,53 (g;‘g) 5,18 %‘yj}% 4,56 (3’551)' 6,29 é‘i:‘;%) 4,06 (gfg)' 7,28 %’%‘) 10,15 ﬁg%) 0,231
8,37 (;';)g' 7,80 i%’i%') 8,68 gfﬁ) 6,34 (95,'885)' 7,24 ig',‘clg) 6,99 gfll)' 5,58 (;fg)' 7,17 (g'llg)' 9,41 83;%) 3,71 (szg) 11,09 iggz) 6,06 %“;?é) 0,393
2,96 %f;) 4,83 (387;‘) 3,43 (63'%’)' 3,01 (g%”) 3,54 (f"f‘%' 3,0 (71§75) 2,33 (22%’) 3,53 (é’gf)' 3,82 (f3655) 2,27 %5’52) 2,90 (5332?’) 9,44 %722) 0,313
19,82 (213’%’)' 18,81 (Zlf'gg)' 23,86 (3,13'5’52)' 19,92 (213'5?72)' 21,46 (327”;‘%' 22,29 (5211225) 20,39 (2117 ’371)' 21,44 (223’75%' 19,14 (2.13%)' 18,12 g,’gci-) 13,68 (11%:%' 13,40 (fgf’g)'

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha)



Rezultati

Slobodne masne kiseline sastoje se od SFA s medijanom i IQR najmanjeg relativnog masenog udjela
od 33,03 (22,91 - 51,32) % u ozujku do najveceg udjela od 55,61 (43,97 — 92,57) % u lipnju, MUFA s
najmanjim udjelom od 12,36 (7,13 — 16,75) % u veljadi do najveceg udjela 23,27 (18,50 — 37,75) % u
lipnju i PUFA s najmanjim udjelom od 21,45 (13,63 — 31,60) % u sije€nju do najveceg udjela od 48,97
(28,15 — 68,65) % u veljadi (Tablica 3.10).

Buduéi da PUFA i MUFA ¢ine glavninu slobodnih masnih kiselina, u Tablici 3.10 usporedno je
prikazan i njihov sastav ovisno o pripadnosti n-3, n-6 i n-9 redu. Najbrojnije su n-3 PUFA (16:4n-3,
18:3n-3, 18:4n-3, 18:5n-3, 20:3n-3, 20:4n-3, 20:5n-3, 22:3n-3, 22:5n-3 i 22:6n-3) s najmanjim udjelom
od 10,16 (6,08 — 16,36) u sijeCnju do najveceg udjela 26,41 (16,39 — 46,52) % u veljaci. Zatim slijede
n-6 PUFA (18:2cn-6, 18:2tn-6, 20:2n-6, 20:3n-6, 20:4n-6, 22:2n-6, 22:4n-6 i 22:5n-6) s minimalnim
udjelom 10,36 (9,15 — 12,15) % u listopadu i maksimalnog udjela od 20,12 (15,58 — 27,99) % u
svibnju. Najmanje zastupljene u sastavu masnih kiselina su n-9 MUFA (16:1n-9, 18:1cn-9i 20:1n-9) s
najmanjim udjelom od 6,43 i IQR 4,57 — 7,79 % u ozujku do najvecih vrijednosti relativnog masenog
udjela u rujnu 12,93 (12,12 — 27,13) %. KW testom je utvrdeno da zbroj n-9 MUFA frakcije slobodnih
masnih kKiselina tijekom godine ima razinu statistiCke znacajnosti p = 0,046. Udio n-3 PUFA u
slobodnim masnim kiselinama nije puno veéi od udjela n-6 PUFA, pa je omjer (n-3/n-6) tijekom

godine manji od 2, bez vecih oscilacija. DHA je dominirala u odnosu na EPA tijekom cijele godine.

Omjer EPA/DHA u tkivu europske plosnate kamenice pokazuju minimalne vrijednosti od sije€nja do
svibnja (0,07 — 0,32), dok je od lipnja do prosinca viSestruko veéi (0,25 — 0,40). KW testom utvrdena
je statistiCki zna€ajna promjena izmedu omjera EPA/DHA i godidnjeg ciklusa na razini p = 0,010.
Indeks 16:0/14:0 i 18:0/16:0 slobodnih masnih kiselina, odnosno indeks elongacije, generalno se
povecavaju prema ljethom razdoblju, a smanjuju prema zimskom razdoblju. Indeks 20:1/18:1 n-9
masnih kiselina, odnosno indeks desaturacije, takoder pokazuje trend rasta i najveée vrijednosti u
ljetnim mjesecima te smanjenje prema hladnijim mjesecima.

KW testom utvrdena je statisticka znacajnost promjena tijekom godine za indekse 16:0/14:0 na razini
p = 0,047, 18:016:0 na razini p = 0,020 i 20:1/18:1 n-9 na razini p = 0,043 (Tablica 3.10).
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Rezultati

3.4. Antioksidativni status kamenica

Kataliticka koncentracija antioksidativnih enzima i koncentracija produkata lipidne peroksidacije
izrazene su u obliku medijana i interkvartiinog raspona uz razinu statisticke znacajnosti (p) ili
vjerojatnost pogreske tipa | (alpha), i prikazani su u Tablici 3.11.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znacajne promjene s obzirom na mjesece u godini (p < 0,05).
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Rezultati

Tablica 3.11 Oksidativni status europske plosnate kamenice po mjesecima

M(?gij??n Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac Sijecanj Veljaca Ozujak p
e gs’g)rgteina) 16,53 (11;'5’51)' 21,11 (21317;)' 22,83 (2251"??%' 23,60 (2251’4311)' 24,39 (221’3)- 25,65 (22737'82)' 26,28 (zzg’g’f)' 27,14 (223’386)' 28,34 (2295,'3?; 25,22 (22;‘,’;2)' 54,84 (g’g’f%' 20,76 ggég)' 0,231
(U/mgc;foteina) 0,12 (00"112)' 031 (00,'3?30)_ 0,29 (0()”325)' 0,16 (0()”515)' 031 (0()”3216)' 0,26 (8'2295)' 023 (8*2263)' 023 (8*2253)' 034 (00,'3255)_ 023 (8*225)' 0,58 (g*g%' 0,25 (8'2262)' 0,135
(ng;i{%g?/ 0,41 ((]()’ff)' 15,80 (féfg)' 1,78 (11,1963?)- 4,01 (2’275)' 4,23 (f”;g)' 7,77 (8755% 2,44 (42’*812)' 1,71 (11,7562)- 3,92 g'fg)' 5,75 (g*ff)' 6,99 (765’13) 1,80 (115313) 0,001
MD’:rc()rtmg')/mg 0,11 (3'1121)' 0,12 ((()31121) 0,19 (8’21;1)' 0,10 (g’fg)' 0,10 (g’fg)' 0,12 (()0,'559)_ 0,12 (g*fg)' 0,15 (8*1173)' 0,22 g'zlg)' 0,17 (8*2117)' 0,33 (8*521)' 0,14 (gllg) 0,046

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal - Wallis test, razina statisticke znacajnosti ili vierojatnost pogreske tipa | (alpha)
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Rezultati

Aktivnost superoksid-dismutaze (superoxide dismutase, SOD) u tkivu europske plosnate kamenice
tijekom godine kretala se od minimalnih 16,53 (15,34 — 18,39) U/mg proteina u travnju do 54,8 (36,27
— 59,17) U/mg proteina u veljaci (Slika 3.25). Vrijednosti kataliticke koncentracije SOD gotovo su
podjednake tijekom godine, osim u veljaci, i ne pokazuju statisti¢ki zna¢ajnu varijaciju izraCunatu KW

testom (p = 0,231) (Tablica 3.11).
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Slika 3.25 Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u tkivu kamenica tijekom godine; rezultat je

prikazan kao medijan, crta pogreSke prikazuje interkvartilni raspon

Aktivhost glutation-reduktaze (glutathione reductase, GR) u tkivu europske plosnate kamenice
(Ostrea edulis L.) tijekom godine kretala se od minimalnih 0,11 (0,11 — 0,12) U/mg proteina u travnju
do 0,58 (0,40 — 0,67) U/mg proteina u veljadi (Slika 3.26). Porast aktivnosti GR zabiljeZzen je od
toplijeg prema hladnijem dijelu godine. lako su vrijednosti GR varirale, aktivnost GR ne pokazuje

statistiCki zna€ajnu razliku (p = 0,135) tijekom godine (Tablica 3.11).
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Slika 3.26 Aktivnost glutation-reduktaze (GR) u tkivu kamenica tijekom godine; rezultat je prikazan
kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati

Koncentracija lipidnih peroksida (lipid peroxides, LP) u tkivu kamenica kroz godinu kretala se od
minimalnih 0,41 (0,40 — 0,44) mmol LOOH/mg lipida u travnju, dok je maksimalni sadrzaj LP po
miligramu ukupnih lipida kamenica iznosio 15,80 (14,60 — 16,40) u svibnju (Slika 3.27). Tijekom
godine vidljiva su dva razdoblja rasta koncentracije LP, i to od lipnja do rujna, te od studenog do

veljaCe. Za koncentraciju LP u tkivu kamenica KW testom utvrdena je statistiCki znacajna razlika na

razini p = 0,001 tijekom godine (Tablica 3.11).
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Slika 3.27 Koncentracija lipidnih peroksida (LP) u tkivu kamenica tijekom godine; rezultat je prikazan

kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon

Koncentracija malondialdehida (malondialdehyde, MDA) u tkivu kamenica kroz godinu bila je od 0,10
(0,08 — 0,10) mmol/mg proteina u kolovozu, do najvecih koncentracija u velja¢i 0,33 (0,27 — 0,54)
mmol/mg proteina (Slika 3.28). KW testom utvrdena je statistiCki zna¢ajna povezanost (p = 0,046)

izmedu mjeseci u godini i koncentracije MDA u tkivu kamenica (Tablica 3.11).
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Slika 3.28 Koncentracija malondialdehida (MDA) u tkivu kamenica tijekom godine; rezultat je prikazan

kao medijan, crta pogreske prikazuje interkvartilni raspon
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Rezultati
3.5. Faktorska struktura obiljezja sezone

Analizom glavnih komponenti (principal component analysis, PCA) s kriterijem ekstrakcije glavnih
komponenata: eigen vrijednosti (lambda, A) vece od 1, izolirane su Cetiri glavhe komponente koje
sadrze 12 manifestnih varijabli obiljeZja okoli$nih &imbenika. Cetiri komponente ukupno objasnjavaju
79,1 % varijance zavisnih varijabli (Tablica 3.12). Prvu komponentu ¢ine koncentracija fosfata,
anorganska partikularna tvar (PIM), ukupna partikularna tvar (TPM), pH i koncentracija nitrata. Drugu
komponentu €ine otopljeni kisik (DO), salinitet (S) i temperatura mora (T). Treéu komponentu €ine
organska partikularna tvar (POM) i koncentracija amonijaka, te Cetvrtu komponentu Cine

koncentracije sulfata i nitrita (Tablica 3.13).

Tablica 3.12 Udjeli objadnjenja varijance u Cetiri izolirane glavne komponente obiljezja sezone

Komponenta % varijance Kumulativni %
I 26,7 26,7
Il 22,7 49,4
] 15,0 64,4
\Y 14,7 79,1

Tablica 3.13 Varimax rotirana matrica strukture obiljezja sezone

Komponenta
[ I n v
Fosfati (Lmol/L) 0,852 -0,040 0,355 0,181
PIM (g/L) 0,845 0,485 -0,070 -0,035
TPM (g/L) 0,785 0,452 0,240 -0,047
pH 0,698 -0,182 -0,006 -0,277
Nitrati (umol/L) 0,679 -0,014 0,339 -0,207
DO (%) -0,015 -0,901 0,188 -0,149
S (psu) 0,172 0,809 0,321 -0,063
T (°C) 0,122 -0,636 -0,379 0,533
POM (g/L) 0,231 0,182 0,817 -0,086
Amonijak (umol/L) 0,223 -0,120 0,695 0,364
Sulfati (umol/L) -0,202 0,144 0,052 0,862
Nitriti (umol/L) 0,131 0,553 -0,246 -0,642

KRATICE: PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);
DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)
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Rezultati

3.5.1. PCA analiza biokemijskog sastava tkiva kamenica

U Tablici 3.14 prikazana je povezanost biokemijskog sastava tkiva europske plosnate kamenice i
obiljezja sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA analizi u 4 glavne komponente. U tablici
su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent korelacije (r) i razina statisticke zna&ajnosti (p),
odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).

Oznakom ** oznaCene su one varijable koje su se pokazale statisti¢ki znac¢ajno razli¢ite s obzirom na
mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znaCajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Tablica 3.14 Povezanost obiljezja biokemijskog sastava s obiljezjima sezone

Rezultati

r Fosfati PIM TPM Nitrati o POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
D @moll) (gl (/L) PH  moiy PO Slsy)  TCC) (pmoI}L) (umolll)  (umol/L) i i N v
Lipidi 0,057 -0,044 -0,103 -0,063 -0,020 0,089 -0,270 0,239 -0,165 0,284 -0,119 -0,080 0,038 -0,224 -0,036 0,076
(mg/g ww) 0,742 0,801 0,551 0,715 0,908 0,606 0,111 0,161 0,336 0,093 0,491 0,641 0,828 0,189 0,834 0,658
Proteini (mglg ww)** -0,089 -0,103 -0,138 -0,234 0,078 0,123 -0,494 0,628 -0,173 0,415 0,247 -0,437 0,019 -0,366 -0,052 0,492
0,605 0,550 0,422 0,170 0,653 0,477 0,002 <0,001 0,314 0,012 0,147 0,008 0,913 0,028 0,761 0,002
Glikogen (mg/g -0,402 -0,091 0,049 -0,219 -0,106 -0,097 -0,110 -0,286 0,367 -0,069 -0,366 0,207 -0,285 0,102 0,205 -0,401
WW)** 0,015 0,597 0,776 0,199 0,537 0,575 0,522 0,091 0,028 0,689 0,028 0,226 0,092 0,554 0,231 0,015
KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);

DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)
Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)
Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)
Komponenta Il = POM (g/L), amonijak (umol/L)
Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

Za varijablu udjela ukupnih lipida prema istrazivanim obiljezjima sezone nije utvrdena statistiCka
znacajnost. Za varijablu udjela ukupnih proteina utvrdena je pozitivna korelacija s temperaturom mora
(r =0,628; P < 0,001), koncentracijom amonijaka (r = 0,415; P = 0,01) i komponentom 4 (r = 0,492; p
= 0,002), a negativna povezanost sa salinitetom mora (r = -0,494; p = 0,002), koncentracijom nitrita (r
=-0,437; p = 0,008) i komponentom 2 (r = -0,366; p = 0,028).

Za varijablu udjela glikogena u tkivu kamenica utvrdena je pozitivna korelacija s koncentracijom POM
(r = 0,367; p = 0,0028) te negativha korelacija s koncentracijama fosfata (r = -0,402; p = 0,0028) i
sulfata (r = -0,366; p = 0,0015) te komponentom 4 (r = -0,401; p = 0,0015) (Tablica 3.14).
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Rezultati

3.5.2. PCA analiza masnokiselinskog sastava ukupnih lipida tkiva kamenica

U Tablici 3.15 prikazana je povezanost relativnog masenog udjela pojedinih masnih kiselina ukupnih
lipida kamenica s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA analizi u 4 glavne
komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent korelacije (r) i razina
statistiCke znacajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).

Oznakom ** oznacene su one masne kiseline koje su se pokazale statisticki znacajno razliCite s
obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki zna€ajne korelacije s obzirom na komponente okoliSnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Tablica 3.15 Povezanost relativnog masenog udjela (%) pojedinih masnih kiselina ukupnih lipida s komponentama okoliSnih ¢imbenika

Rezultati

r Fosfati TPM PIM Nitrati " POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta ~ Komponenta ~ Komponenta  Komponenta
D @mol) @U) @v PP umoy POCO  Slbsw)  TCC) oy Gmoll)  (umoll)  (umolil) I I i v

C 18:1¢n-9 0,346 0,301 0,269 0,007 0,135 -0,166 0,141 0,106 0,185 0,301 0,180 -0,234 0,262 0,102 0,164 0,358
’ 0,018 0,042 0,071 0,963 0,369 0,271 0,351 0,485 0,218 0,042 0,232 0,118 0,079 0,500 0,277 0,015
C 18:1tn-7 0,187 0,027 0,036 0,025 0,081 0,045 -0,222 0,379  -0,004 0,249 0,346 -0,335 0,167 -0,185 0,003 0,453
: 0,214 0,856 0,815 0,870 0,592 0,767 0,138 0,009 0,978 0,095 0,018 0,023 0,266 0,218 0,984 0,002
C 18:2¢n-6 0,110 0,152 0,088 -0,198 0,030 -0,047 0,043 0,225 0,161 0,103 0,260 -0,206 0,064 0,044 0,083 0,346
’ 0,465 0,314 0,560 0,186 0,844 0,757 0,778 0,132 0,284 0,496 0,081 0,170 0,673 0,773 0,582 0,019
C 18:3n-3 0,232 0,330 0,314 0,105 0,079 -0,401 0,446 -0,449 0,222 0,201 -0,095 0,161 0,142 0,427 0,230 -0,064
’ 0,121 0,025 0,034 0,489 0,600 0,006 0,002 0,002 0,138 0,181 0,529 0,286 0,347 0,003 0,125 0,674
C 18:4n-3** 0,217 0,288 0,305 0,172 0,141 -0,340 0,380 -0,480 0,145 0,132 -0,319 0,312 0,169 0,358 0,158 -0,280
’ 0,148 0,052 0,039 0,253 0,349 0,021 0,009 0,001 0,335 0,380 0,031 0,035 0,262 0,014 0,293 0,060
C 20:1n-9% 0,052 -0,115 -0,152 -0,260 -0,234 0,249 -0,042 0,373 -0,071 0,003 0,273 -0,430 -0,097 -0,186 -0,008 0,396
' 0,731 0,448 0,314 0,081 0,118 0,095 0,779 0,011 0,640 0,985 0,067 0,003 0,523 0,215 0,958 0,006
C 20:2n-6 0,002 0,044 0,047 -0,131 0,037 -0,023 -0,070 0,259  -0,008 0,142 0,277 -0,169 0,044 -0,024 -0,017 0,332
’ 0,987 0,774 0,756 0,386 0,809 0,881 0,646 0,082 0,956 0,347 0,063 0,260 0,770 0,873 0,911 0,024
C 20:4n-6* -0,031 -0,158 -0,212 -0,354 -0,295 0,090 0,089 0,200 -0,008 0,080 0,458 -0,289 -0,241 0,010 0,088 0,437
’ 0,838 0,294 0,157 0,016 0,046 0,554 0,555 0,183 0,955 0,598 0,001 0,052 0,106 0,949 0,563 0,002
C 220 -0,252 -0,376  -0,321  -0,065 -0,053 0,217 -0,537 0,352  -0,283 -0,017 -0,021 -0,180 -0,155 -0,409 -0,202 0,038
' 0,092 0,010 0,030 0,669 0,725 0,148 <0,001 0,016 0,056 0,911 0,887 0,231 0,305 0,005 0,179 0,804
C 22:3n-3 0,313 0,190 0,227 0,485 0,339 0,121 -0,156 0,164 0,022 -0,078 0,024 -0,039 0,440 -0,195 -0,124 0,006
' 0,034 0,205 0,129 0,001 0,021 0,425 0,300 0,276 0,886 0,606 0,875 0,795 0,002 0,193 0,411 0,969
C 22:5n-6+ -0,060 0,184 0,231 -0,120 -0,064 -0,288 0,186 0,022  -0,064 -0,295 0,062 0,154 0,060 0,298 -0,260 0,074
’ 0,694 0,222 0,122 0,429 0,672 0,053 0,217 0,883 0,671 0,047 0,684 0,308 0,693 0,044 0,081 0,624

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);

DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)
Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)

Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Il = POM (g/L), amonijak (umol/L)
Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

U Tablici 3.16 prikazana je povezanost suma pojedinih skupina masnih kiselina u ukupnim lipidima
kamenica i masnokiselinskih indeksa s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA
analizi u 4 glavne komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent
korelacije (r) i razina statisticke zna€ajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).
Oznakom ** oznagene su one skupine masnih kiselina i omjeri koji su se pokazali statistiCki znacajno
razli¢iti s obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znaCajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).

86



Rezultati

Tablica 3.16 Povezanost sume pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinskih indeksa u ukupnim lipidima s komponentama okoli$nih ¢imbenika

r Fosfati TPM PIM Nitrati o POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
D @mol) @@L @@L PP umony POCA)  Slsu)  TEC) (pmoI}L) (molll)  (umol/L) i it N v

s MUFA 0,233 0,195 0,203 0,056 0,100 -0,055 0,032 0,184 0,061 0,162 0,228 -0,162 0,229 0,017 0,017 0,314
0,118 0,194 0,176 0,712 0,508 0,717 0,835 0,220 0,687 0,281 0,127 0,283 0,126 0,912 0,912 0,034
n-3/n-6 0,066 0,072 0,084 0,091 0,026 -0,116 0,153 -0,364 0,075 0,174 -0,331 0,300 0,008 0,146 0,157 -0,324
0,668 0,639 0,584 0,551 0,866 0,447 0,317 0,014 0,625 0,252 0,026 0,045 0,959 0,337 0,303 0,030
ARA/EPA* -0,018 -0,143 -0,172  -0,209 -0,309 0,174 0,001 0,321  -0,076 -0,109 0,514 -0,356 -0,146 -0,080 -0,074 0,469
0,906 0,344 0,253 0,164 0,037 0,246 0,993 0,030 0,614 0,473 <0,001 0,015 0,333 0,595 0,626 0,001
ARA/DHA 0,052 -0,005 -0,044 -0,150 -0,168 0,021 0,123 0,165 0,042 0,058 0,503 -0,282 -0,066 0,057 0,060 0,452
0,732 0,976 0,770 0,319 0,265 0,890 0,415 0,274 0,779 0,701 <0,001 0,057 0,661 0,705 0,694 0,002
20:1/18:1n-9%* -0,191 -0,309 -0,316  -0,263 -0,323 0,322 -0,147 0,261 -0,207 -0,229 0,023 -0,232 -0,270 -0,244 -0,140 0,067
’ ’ 0,204 0,037 0,032 0,078 0,029 0,029 0,330 0,080 0,167 0,126 0,880 0,121 0,070 0,102 0,354 0,658
16:0/14:0%* 0,116 0,191 0,126  -0,006 0,005 -0,246 ,370 -0,317 0,187 -0,057 -0,083 -0,066 0,011 0,285 0,167 -0,043
’ ’ 0,441 0,205 0,405 0,970 0,976 0,099 0,011 0,032 0,214 0,707 0,583 0,663 0,943 0,055 0,268 0,776
20:3/18:3n-3** 0,060 -0,096 -0,082 -0,043 0,010 0,275 -0,290 0,430 -0,122 -0,113 0,043 -0,174 0,079 -0,316 -0,177 0,138
’ ) 0,692 0,524 0,589 0,778 0,948 0,064 0,051 0,003 0,421 0,455 0,774 0,247 0,604 0,032 0,239 0,360

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statistiCke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);

DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)
Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)

Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Ill = POM (g/L), amonijak (umol/L)
Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

3.5.3. PCA analiza masnokiselinskog sastava frakcije triacilglicerola tkiva

kamenica

U Tablici 3.17 prikazana je povezanost relativnog masenog udjela pojedinih masnih kiselina
triaciglicerolne frakcije lipida s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA analizi u
4 glavne komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent korelacije (r) i
razina statisticke znacajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).

Oznakom ** oznaCene su one masne kiseline koje su se pokazale statisticki zna¢ajno razliCite s
obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki zna¢ajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Rezultati

Tablica 3.17 Povezanost relativnog masenog udjela (%) pojedinih masnih kiselina lipidne frakcije triacilglicerola s komponentama okoliSnih ¢imbenika

r Fosfati TPM PIM Nitrati " POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta  Komponenta Komponenta
D @moll)  (gl) @@L  @mohy PH POCO) Ssu)  TCC oy umoll)  (umolll)  (umoliL) I I i v

C 16:1n-7 -0,110 0,083 0,017 -0,059 -0,356 -0,268 0,273 -0,155 0,175 -0,095 0,071 0,166 -0,178 0,343 0,086 0,021
: 0,461 0,577 0,909 0,692 0,014 0,068 0,064 0,297 0,240 0,527 0,634 0,266 0,232 0,018 0,565 0,887
C 16:4n-3 -0,017 -0,089 -0,092 -0,172 0,000 -0,044 0,020 -0,010 -0,003 0,038 0,316 -0,105 -0,100 0,053 0,024 0,216
’ 0,912 0,553 0,539 0,249 0,999 0,771 0,891 0,946 0,985 0,802 0,031 0,482 0,502 0,723 0,874 0,145
c180 -0,208 -0,039 -0,065 -0,390 -0,248 -0,121 0,108 0,031 0,001 -0,211 0,306 -0,099 -0,233 0,196 -0,101 0,239
’ 0,161 0,796 0,664 0,007 0,093 0,418 0,471 0,834 0,994 0,154 0,036 0,509 0,114 0,188 0,499 0,105
C 18:1cn-9* -0,030 -0,047 -0,160 -0,250 -0,394 0,113 0,078 0,164 0,153 -0,010 0,205 -0,225 -0,215 0,005 0,139 0,247
: 0,840 0,756 0,283 0,091 0,006 0,448 0,602 0,270 0,304 0,947 0,166 0,128 0,147 0,974 0,351 0,094
C 18:1tn-7*+ -0,173 -0,214 -0,272 -0,280 -0,468 0,166 -0,254 0,454 -0,041 -0,042 0,245 -0,306 -0,257 -0,190 -0,064 0,346
: 0,246 0,148 0,065 0,056 0,001 0,263 0,085 0,001 0,786 0,778 0,097 0,037 0,082 0,200 0,668 0,017
C 18:2¢n-6** 0,042 0,124 -0,011 -0,146 -0,435 0,124 0,085 0,220 0,272 0,164 0,110 -0,223 -0,101 0,001 0,237 0,257
’ 0,781 0,407 0,939 0,326 0,002 0,406 0,571 0,137 0,065 0,272 0,462 0,132 0,501 0,993 0,109 0,081
C 18:2tn-6** -0,121 -0,160 -0,217 -0,113 0,090 0,351 0,099 -0,173 0,017 -0,068 -0,041 -0,058 -0,178 -0,134 0,153 -0,195
’ 0,419 0,284 0,142 0,448 0,549 0,016 0,508 0,245 0,909 0,651 0,784 0,700 0,232 0,371 0,306 0,189
C 18:3n-3%* 0,123 0,317 0,178 -0,063 -0,090 -0,119 0,360 -0,394 0,436 0,176 -0,277 0,076 -0,012 0,266 0,402 -0,197
’ 0,409 0,030 0,232 0,676 0,546 0,424 0,013 0,006 0,002 0,236 0,060 0,611 0,934 0,071 0,005 0,185
C 18:4n-3+ 0,136 0,318 0,227 -0,015 -0,020 -0,170 0,300 -0,400 0,344 0,106 -0,425 0,179 0,052 0,254 0,284 -0,309
’ 0,362 0,030 0,125 0,920 0,892 0,253 0,040 0,005 0,018 0,479 0,003 0,229 0,727 0,085 0,053 0,034
C 20:1n-7 -0,003 -0,014 0,003 -0,436 -0,124 -0,032 0,007 0,189 -0,097 -0,203 0,234 -0,235 -0,074 0,048 -0,198 0,306
’ 0,986 0,928 0,982 0,002 0,406 0,832 0,962 0,203 0,516 0,171 0,113 0,111 0,622 0,747 0,181 0,037
C 20:4n-6+* -0,101 -0,185 -0,233 -0,427 -0,340 -0,077 0,022 0,113 0,018 0,091 0,484 -0,283 -0,314 0,090 0,074 0,454
’ 0,499 0,212 0,116 0,003 0,019 0,605 0,886 0,451 0,903 0,543 0,001 0,054 0,032 0,547 0,619 0,001
C 20:4n-3+ 0,036 0,052 0,003 -0,064 -0,073 0,145 0,259 -0,301 0,100 0,163 -0,411 0,128 -0,085 0,042 0,266 -0,334
’ 0,808 0,728 0,986 0,670 0,627 0,330 0,079 0,040 0,502 0,275 0,004 0,392 0,571 0,781 0,071 0,022
C 20:5n-3 0,175 0,030 0,038 0,071 0,048 -0,076 0,058 -0,145 0,025 0,308 -0,179 -0,021 0,057 0,008 0,183 -0,054
’ 0,240 0,842 0,802 0,634 0,746 0,614 0,698 0,330 0,866 0,035 0,229 0,888 0,702 0,957 0,219 0,719
C 22:0% 0,003 -0,117 -0,092 0,117 0,006 0,371 -0,525 0,557 -0,153 -0,173 -0,157 -0,176 0,137 -,0497 -0,262 0,001
: 0,983 0,432 0,537 0,433 0,970 0,010 <0,001 <0,001 0,305 0,244 0,291 0,237 0,359 <0,001 0,076 0,992
C 22:2n-6+* 0,103 -0,041 -0,009 0,180 0,332 0,250 -0,356 0,280 -0,075 -0,127 0,033 -0,113 0,227 -0,346 -0,174 0,005
’ 0,490 0,782 0,954 0,225 0,023 0,090 0,014 0,057 0,615 0,396 0,828 0,451 0,126 0,017 0,242 0,972
C 22:5n-6 -0,020 0,012 0,038 -0,176 -0,058 -0,266 0,112 -0,017 -0,031 -0,005 0,369 -0,088 -0,059 0,224 -0,064 0,313
) 0,893 0,939 0,800 0,235 0,700 0,071 0,452 0,908 0,835 0,971 0,011 0,557 0,695 0,130 0,667 0,032

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);
DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)

Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)

Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Ill = POM (g/L), amonijak (umol/L)

Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

U Tablici 3.18 prikazana je povezanost suma pojedinih skupina masnih kiselina triaciglicerolne
frakcije lipida i masnokiselinskih indeksa s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema
PCA analizi u 4 glavne komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent
korelacije (r) i razina statisticke znac¢ajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).
Oznakom ** oznagene su one skupine masnih kiselina i omjeri koji su se pokazali statisti¢ki znacajno
razli€iti s obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znacajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Rezultati

Tablica 3.18 Povezanost sume pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinskih indeksa lipidne frakcije triacilglicerola s komponentama okoli$nih

C¢imbenika
r Fosfati TPM PIM Nitrati o POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
D @moll)  (gL) (gL (umoiy PH DO Shsy)  TCC) oy Gmoll)  (umoll)  (umolL) | I m Y
S N-g** -0,074 -0,130 -0,224 -0,220 -0,369 0,135 0,023 0,194 0,085 -0,056 0,267 -0,207 -0,239 -0,034 0,084 0,252
0,622 0,383 0,130 0,137 0,011 0,365 0,876 0,190 0,569 0,709 0,070 0,163 0,106 0,823 0,575 0,087
s MUEA* -0,126 -0,120 -0,204 -0,315 -0,441 0,051 0,038 0,214 0,060 -0,135 0,304 -0,204 -0,276 0,038 0,009 0,302
0,399 0,422 0,168 0,031 0,002 0,732 0,801 0,148 0,687 0,366 0,038 0,168 0,060 0,799 0,951 0,039
ARA/EPA -0,058 -0,160 -0,156 -0,279 -0,124 -0,115 0,040 0,035 -0,055 0,075 0,477 -0,204 -0,195 0,101 0,015 0,385
0,701 0,282 0,294 0,058 0,408 0,440 0,791 0,814 0,714 0,617 0,001 0,168 0,189 0,499 0,921 0,007
ARA/DHA* -0,060 -0,196 -0,208 -0,320 -0,181 -0,085 0,064 0,034 -0,048 0,053 0,478 -0,224 -0,245 0,096 0,037 0,386
0,688 0,188 0,161 0,028 0,225 0,570 0,668 0,821 0,748 0,723 0,001 0,129 0,097 0,521 0,805 0,007
20:1/18:1n-9 -0,056 -0,023 0,027 0,039 0,111 -0,082 0,137 -0,220 -0,048 -0,039 0,061 0,317 -0,022 0,163 -0,032 -0,137
: ’ 0,709 0,878 0,856 0,793 0,458 0,584 0,357 0,137 0,751 0,795 0,682 0,030 0,882 0,275 0,831 0,360
16:0/14:0% -0,088 0,119 -0,004 -0,198 -0,137 -0,115 0,425 -0,411 0,320 -0,082 0,085 0,093 -0,215 0,348 0,273 -0,082
0,556 0,424 0,978 0,183 0,357 0,443 0,003 0,004 0,028 0,585 0,568 0,533 0,148 0,017 0,064 0,584
18:0/16:0% -0,202 -0,114 -0,114 -0,463 -0,132 -0,035 -0,045 0,100 -0,073 -0,181 0,323 -0,196 -0,218 0,060 -0,149 0,270
0,174 0,446 0,446 0,001 0,376 0,815 0,764 0,505 0,625 0,222 0,027 0,187 0,141 0,689 0,319 0,066
20:6/18:3n-3 0,006 -0,143 -0,057 0,232 0,229 0,211 -0,380 0,270 -0,237 -0,123 -0,130 0,012 0,164 -0,347 -0,253 -0,114
0,968 0,338 0,705 0,116 0,122 0,154 0,008 0,066 0,109 0,411 0,385 0,938 0,271 0,017 0,087 0,444
Ul n-3 0,145 0,114 0,117 0,143 0,202 0,034 -0,086 -0,122 0,078 0,181 -0,393 0,070 0,166 -0,104 0,111 -0,263
0,330 0,446 0,435 0,338 0,173 0,818 0,567 0,416 0,603 0,224 0,006 0,639 0,266 0,487 0,458 0,075
Ul n-6 -0,052 -0,143 -0,134 -0,216 0,051 0,171 -0,221 0,245 -0,087 -0,035 0,297 -0,261 -0,054 -0,192 -0,100 0,259
0,731 0,342 0,373 0,149 0,739 0,256 0,139 0,101 0,565 0,819 0,045 0,080 0,720 0,201 0,509 0,082
U/ -0,217 -0,289 -0,329 -0,423 -0,451 0,097 -0,236 0,354 -0,101 -0,039 0,257 -0,314 -0,343 -0,142 -0,077 0,343
0,144 0,048 0,024 0,003 0,001 0,517 0,110 0,015 0,498 0,795 0,081 0,032 0,018 0,341 0,605 0,018

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statistiCke znaCajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);
DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)

Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)
Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Il = POM (g/L), amonijak (umol/L)
Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

3.5.4. PCA analiza masnokiselinskog sastava frakcije fosfolipida tkiva

kamenica

U Tablici 3.19 prikazana je povezanost relativnog masenog udjela pojedinih masnih kiselina
fosoflipidne frakcije lipida s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA analizi u 4
glavne komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent korelacije (r) i
razina statisticke znacajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).

Oznakom ** oznaCene su one masne kiseline koje su se pokazale statisticki zna¢ajno razliCite s
obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki zna¢ajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Rezultati

Tablica 3.19 Povezanost relativnog masenog udjela (%) pojedinih masnih kiselina lipidne frakcije fosfolipida s komponentama okoliSnih ¢imbenika

r Fosfati TPM PIM Nitrati pH DO % S (psu) T (°C) POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta  Komponenta ~ Komponenta  Komponenta
p (umol/L) (g/L) (g/L) (umol/L) (g/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) | 1l 1l \Y
C 14:0% -0,075 -0,073  -0,122 -0,022 0,113 0,329 -0,146 0,108  -0,005 -0,409 -0,181 -0,113 -0,007 -0,265 -0,124 -0,203
’ 0,628 0,640 0,431 0,887 0,464 0,029 0,345 0,487 0,973 0,006 0,239 0,464 0,962 0,082 0,422 0,187
C 15:1% 0,224 0,118 0,088 0,165 0,389 0,391 0,092 -0,004 0,055 -0,177 -0,121 -0,094 0,249 -0,219 0,031 -0,167
: 0,144 0,444 0,572 0,284 0,009 0,009 0,552 0,981 0,723 0,250 0,436 0,544 0,103 0,154 0,844 0,278
C 160 0,076 0,117 0,034 0,123 0,114 0,318 0,114 -0,056 0,140 -0,211 -0,295 -0,046 0,093 -0,145 0,094 -0,275
’ 0,626 0,451 0,829 0,427 0,461 0,036 0,459 0,717 0,365 0,170 0,052 0,769 0,548 0,348 0,543 0,071
C 17:0% -0,085 0,216 0,136 -0,155 -0,127 -0,133 0,127 -0,011 0,193 -0,316 0,009 -0,082 -0,019 0,189 -0,057 0,038
’ 0,581 0,159 0,377 0,314 0,413 0,388 0,411 0,943 0,209 0,037 0,952 0,597 0,903 0,218 0,713 0,807
C 17:1n-7% 0,319 0,342 0,237 0,134 0,166 0,036 0,264 -0,142 0,292 0,087 -0,194 -0,248 0,242 0,033 0,274 -0,034
: 0,035 0,023 0,122 0,384 0,281 0,819 0,083 0,359 0,054 0,572 0,208 0,105 0,113 0,833 0,072 0,829
C 180 -0,259 -0,040 -0,074 0,030 -0,056 0,024 0,125 -0,228 0,031 -0,219 -0,178 0,189 -0,165 0,095 0,013 -0,298
’ 0,090 0,798 0,632 0,849 0,720 0,878 0,418 0,136 0,844 0,153 0,248 0,219 0,284 0,539 0,932 0,049
C 18:1tn-7** 0,012 -0,149 -0,011 0,082 0,110 0,000 -0,332 0,276  -0,307 0,303 0,111 -0,063 0,11 -0,214 -0,167 0,196
: 0,939 0,333 0,944 0,599 0,477 0,998 0,028 0,070 0,043 0,046 0,473 0,685 0,477 0,163 0,279 0,202
C 18:2cn-6** 0,229 0,103 0,088 0,172 0,009 0,166 0,186 -0,070 0,073 0,377 -0,143 0,018 0,118 -0,048 0,276 -0,054
: 0,135 0,505 0,571 0,263 0,954 0,282 0,226 0,650 0,640 0,012 0,356 0,907 0,445 0,759 0,070 0,726
C 22:6n-3 0,167 -0,033 0,063 0,077 0,009 -0,058 -0,059 0,105 -0,145 0,329 0,081 0,097 0,112 -0,020 -0,014 0,138
) 0,278 0,832 0,686 0,618 0,955 0,707 0,702 0,498 0,347 0,029 0,599 0,533 0,47 0,897 0,926 0,371

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);

DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)

Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)
Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Ill = POM (g/L), amonijak (umol/L)
Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

U Tablici 3.20 prikazana je povezanost suma pojedinih skupina masnih kiselina u fosfolipidnoj frakciji
lipida i masnokiselinskih indeksa s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA
analizi u 4 glavne komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent
korelacije (r) i razina statisticke znac¢ajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).
Oznakom ** oznagene su one skupine masnih kiselina i omjeri koji su se pokazali statisti¢ki znacajno
razli€iti s obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znacajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Rezultati

Tablica 3.20 Povezanost sume pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinskih indeksa lipidne frakcije fosfolipida s komponentama okolisnih ¢imbenika

r Fosfati TPM PIM Nitrati . POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
pH DO % S (psu) T (°C)
p (umol/L) (g/L) (g/L) (umol/L) (/L) (umol/L) (umol/L)  (umol/L) | 1] 1} \Y
5 n-3 0,245 -0,074 -0,012 0,103 0,004 0,056 -0,123 0,192 -0,093 0,382 0,145 -0,014 0,117 -0,136 0,061 0,207
0,109 0,633 0,936 0,504 0,980 0,718 0,428 0,212 0,550 0,010 0,349 0,926 0,448 0,378 0,695 0,179
S 6 -0,139 -0,174 -0,266 -0,173 0,060 0,401 0,103 -0,211 0,073 -0,049 -0,085 -0,085 -0,239 -0,158 0,224 -0,223
0,368 0,259 0,081 0,261 0,701 0,007 0,507 0,170 0,636 0,750 0,581 0,584 0,118 0,305 0,143 0,146
s MUFA** 0,122 -0,106 -0,024 0,083 0,204 0,165 -0,269 0,221 -0,225 0,289 -0,042 -0,217 0,152 -0,321 -0,046 0,106
0,430 0,492 0,879 0,592 0,184 0,285 0,078 0,150 0,141 0,057 0,788 0,158 0,324 0,034 0,765 0,492
s PUFA*™* 0,256 -0,078 -0,017 0,091 -0,007 0,061 -0,102 0,189 -0,096 0,390 0,155 -0,023 0,111 -0,130 0,070 0,218
0,093 0,616 0,912 0,556 0,966 0,693 0,511 0,219 0,537 0,009 0,316 0,883 0,472 0,398 0,653 0,155
s SFA -0,094 0,072 -0,008 0,038 0,032 0,204 0,104 -0,099 0,119 -0,329 -0,249 0,013 -0,023 -0,048 0,018 -0,284
0,545 0,643 0,959 0,805 0,838 0,185 0,502 0,522 0,441 0,029 0,103 0,931 0,884 0,758 0,908 0,062
16:0/14:0% 0,372 0,399 0,355 0,234 0,012 -0,146 0,378 -0,232 0,280 0,466 -0,201 0,106 0,257 0,226 0,371 -0,042
: : 0,014 0,008 0,019 0,130 0,941 0,352 0,013 0,134 0,069 0,002 0,195 0,498 0,096 0,145 0,014 0,788
Ul n-3** 0,245 -0,074 -0,012 0,103 0,004 0,056 -0,123 0,192 -0,093 0,382 0,145 -0,014 0,117 -0,136 0,061 0,207
0,109 0,633 0,936 0,504 0,980 0,718 0,428 0,212 0,550 0,010 0,349 0,926 0,448 0,378 0,695 0,179
Ul n-6 -0,139 -0,174 -0,266 -0,173 0,060 0,401 0,103 -0,211 0,073 -0,049 -0,085 -0,085 -0,239 -0,158 0,224 -0,223
0,368 0,259 0,081 0,261 0,701 0,007 0,507 0,170 0,636 0,750 0,581 0,584 0,118 0,305 0,143 0,146
U/SH 0,182 -0,149 -0,034 0,046 0,166 0,083 -0,262 0,251 -0,276 0,430 0,114 -0,223 0,143 -0,274 -0,038 0,257
0,238 0,334 0,828 0,769 0,281 0,592 0,086 0,100 0,069 0,004 0,461 0,146 0,354 0,071 0,805 0,092

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statistiCke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);

DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)

Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)
Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Ill = POM (g/L), amonijak (umol/L)
Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

3.5.5. PCA analiza masnokiselinskog sastava frakcije slobodnih masnih

kiselina tkiva kamenica

U Tablici 3.21 prikazana je povezanost relativnog masenog udjela pojedinih ne-esterificiranih masnih
kiselina u tkivu kamenica s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA analizi u 4
glavne komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent korelacije (r) i
razina statisticke znacajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).

Oznakom ** oznaCene su one masne kiseline koje su se pokazale statisticki zna¢ajno razliCite s
obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znacajne korelacije s obzirom na komponente okoliSnih
¢imbenika (p < 0,05)
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Rezultati

Tablica 3.21 Povezanost relativnog masenog udjela (%) pojedinih slobodnih masnih kiselina u tkivu kamenica s komponentama okoli$nih ¢imbenika

Fosfati TPM PIM Nitrati a POM Amonijak  Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
(molll)  (g/L) @@L  @mohry PH PO Spsu) TCC) )y moll) (umoll) (umoliL) | I I Y
0,005 0152 0,164 0,115 0126 _ 0285 0013 0013 0074 _ 0094 0062  -0145 20,064 0,179 0,000 0,020
0975 030l 0265 0435 0392 0050 0930 0929 0617 0526 0675 0,324 0,666 0,224 0,051 0,894
0022 0211 0223 0146 0114 0322 -0,131 0109 -0,106  -0,047 0098  -0,280 -0,086 0,275 0,002 0,060
0,881 0151 0127 0322 0441 0026 0374 0460 0473 0751 0508 0,053 0,56 0,059 0,989 0.684
0043 0073  -0142 -0,050 0160 0349 0057 -0079 0077  -0027 0013 -0172 -0,044 0,186 0,169 -0,096
0773 0620 033 0738 0278 0015 0699 0595 0605 085 0031 07241 0,765 0,206 0,252 0,514
0,044 0104  -0163 0127 0069 0396 -0,085 0156 0,046 0092 0117  -0192 0,005 0,289 0,151 0,048
0,769 0482 0267 0388 0640 0005 0565 0290 0755 0532 0428 0,190 0,972 0,046 0,307 0,746
0063 0150  -0214 -0,086 0078 0307 0086 -0,133 0046  -0014 004  -0123 0,155 0,130 0,181 0,096
0673 0310 0145 0559 0600 0033 0560 0367 0756 0925 0783 0,406 0,294 0,377 0,217 0,515
0013 0107 -0186 -0,104 0129 0350 0061 -0,118 0087  -0033  -00l1  -0,165 -0,109 0172 0,189 0,117
0032 0469 00206 0483 0382 0015 0681 0424 0558 0824 0938 0262 0,46 0,241 0,198 0,430
0051 0080 0150 -0,079 0152 0333 0064 -0177 0091  -0043 0,107 -0,058 -0,100 0,147 0,178 e
0730 0588 0309 0595 0303 0021 0664 0228 0540 0773 0468 0,696 0,497 0,319 0,226 0,128
0032 0108  -0198 -0,105 0118 0371 0077 0173 0107  -0024 0,104  -0,130 0133 0,174 0,226 -0,201
0,829 0464 0178 0476 0423 0009 0602 0239 0469 0871 0484 0379 0,367 0,236 0.122 0,171
0002 0113  -0194  -0,083 0077 0410 0003 -0,007 0062  -0,044 0056 -0215 -0,089 0,247 0,160 -0,099
0987 0443 0187 0577 0603 0004 0982 0960 0677 0767 0,706 0,143 0,548 0,001 0,279 0,501
0014 0200  -0240 -0,021 0163 0492 -0,194 0141 0059  -0035  -0,046 -0273 20,04 0,412 0,059 0,073
0925 0173 0101 0887 0267 <000l 018 0341 0691 0816 0,754 0,060 0,786 0,004 0,690 0,623
0043 0040 0117 -0,066 004l 0142 0265 038 0142 0112  -0218 0012 0,14 0,032 0,325 0,266
0770 0,786 0427 0654 0784 0336 0068 0007 0334 0448 0,136 0934 0,342 0.829 0,024 0,067
0028 0123 0194 0052 018l -0030 0117 -0189  -0,060  -0077  -0244 0367 0,129 0112 -0,103 0,294
0,848 0403 0186 0724 0218 0840 0429 0199 0684 0602 0095 0010 0,381 0,450 0,487 0,043
0080 0013 0085 0175 0019 -0151 0147 0217 0,09  -0050 0,156 0426 0,011 0,189 0,076 0,264
0587 0928 0565 0233 0897 0306 0318 0138 0517 0736 0,289 0,003 0,941 0,198 0,609 0,070
0020 0092  -0149 -0,114 0110 0326 0039 -0149 0054  -0014 0,186  -0,076 -0,099 0,170 0.164 0,228
0,891 0535 0312 0442 0458 0024 0794 0313 0713 0926 0,205 0,608 0,503 0,249 0,267 0,118
0054 0140  -0197 -0,110 0080 0398 -0,024 -0010 0014  -0073  -0052  -0,138 -0,109 0,234 0,101 0,126
0714 0343 0180 0457 0589 0005 0871 0049 0926 0623 0,726 0,350 0,461 0,110 0,494 0,392
0061 0098  -0173 -0,116 0105 0355 0095 -0177 0079  -0040  -0111  -0,081 -0,134 0,145 0,192 0,214
0681 0508 0241 0434 0476 0013 0520 0230 0593 0787 0451 0,584 0,363 0,324 0,192 0,144
0097 0135 0200 -0,007 0138 0379 0001 -0,119 0052  -0029  -0,090  -0,068 0113 0,210 0,166 0,220
0511 0359 0173 0964 0350 0008 0994 0422 0728 0842 0545 0,647 0,443 0,152 0,260 0,134
0011 003 0025  -0062 0129 0158 0140 -0249 0056  -0,013  -0232 0207 20,02 0,016 0,097 0310
0941 0807 0867 0674 0383 0283 0342 0088 0707 0928 0113 0158 0,895 0,912 0,512 0,032
0101 0116  -0159  -0,001 -0,062 0286 -0,004 0047 0017 0024 0058  -0,034 0116 0,141 0,103 0,035
0494 0433 0279 0992 0677 0049 0978 0750 0909 0871 0698 0,820 0,432 0,339 0,485 0,813
0074 0167  -0205 -0,167 0048 0341 0028 -0070 -0021  -0083  -0,035  -0,047 -0,154 0,159 0,079 0,142
0616 0256 0162 0256 0745 0018 0850 0637 085 0576 0813 0751 0,296 0,279 0,592 0,335
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Rezultati

r Fosfati TPM PIM Nitrati o POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
D Wmolll)  (g/L) @D  (moiy PH DO S(su) TCC) oy moll) (umoll) (umoliL) | I i IV

C 220 -0,041 -0,142 -0,157 0,017 0,154 0,363 -0,066 -0,032 -0,048 -0,021 -0,129 0,001 -0,043 -0,241 0,062 -0,214
. 0,781 0,336 0,288 0,908 0,295 0,011 0,655 0,828 0,748 0,886 0,384 0,993 0,773 0,099 0,677 0,143
C 22:1n-9/n-7 -0,084 -0,101 -0,142 -0,044 0,114 0,295 0,046 -0,128 0,013 -0,022 -0,093 -0,049 -0,097 -0,141 0,125 -0,187
: 0,572 0,495 0,335 0,768 0,441 0,042 0,758 0,387 0,928 0,881 0,530 0,742 0,511 0,338 0,399 0,203
NMID 1 -0,094 -0,168 -0,222 -0,053 0,134 0,344 0,065 -0,229 0,034 0,057 -0,115 -0,023 -0,162 -0,161 0,223 -0,254
0,523 0,254 0,130 0,721 0,365 0,017 0,661 0,118 0,816 0,699 0,437 0,879 0,271 0,276 0,127 0,081
NMID 2 -0,048 -0,253 -0,220 -0,197 -0,011 0,049 0,058 -0,022 -0,170 -0,004 0,324 -0,135 -0,184 -0,005 -0,016 0,192
0,746 0,082 0,132 0,180 0,943 0,739 0,695 0,880 0,248 0,978 0,025 0,359 0,211 0,972 0,914 0,190
C22:5n-3 -0,073 -0,148 -0,192 -0,089 0,109 0,322 0,006 -0,104 0,011 -0,012 -0,045 -0,063 -0,125 -0,172 0,129 -0,156
0,620 0,314 0,190 0,549 0,461 0,026 0,967 0,480 0,942 0,937 0,762 0,671 0,397 0,242 0,382 0,288

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);
DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)

Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)

Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Il = POM (g/L), amonijak (umol/L)

Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

U Tablici 3.22 prikazana je povezanost suma pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinskih
indeksa lipidne frakcije slobodnih masnih kiselina s obiljezjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su
prema PCA analizi u 4 glavne komponente. U tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov
koeficijent korelacije (r) i razina statisticke znacajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha).

Oznakom ** oznagene su one skupine masnih kiselina i omjeri koji su se pokazali statisti¢ki znacajno
razli¢iti s obzirom na mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki znacajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Tablica 3.22 Povezanost sume pojedinih skupina masnih kiselina i masnokiselinskih indeksa lipidne frakcije slobodnih masnih kiselina u tkivu kamenica s

komponentama okolisnih ¢imbenika

Rezultati

r Fosfati TPM Nitrati o POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
D @mol) (L) PMOEL moy PR PO Ssu)  TCC) ) (@molll)  (umolll)  (umollL) I I M Y,

S -6 -0,103 -0,158 -0,189 -0,067 0,128 0,363 -0,023 -0,096 -0,022 -0,036 -0,105 -0,005 -0,116 -0,202 0,094 -0,223
0,488 0,283 0,198 0,651 0,386 0,011 0,875 0,517 0,883 0,805 0,478 0,974 0,433 0,168 0,525 0,127
S n-g** 0,031 -0,138 -0,200 -0,080 0,040 0,387 0,012 0,079 0,008 -0,048 0,094 -0,229 -0,079 -0,229 0,107 0,029
0,835 0,348 0,173 0,588 0,785 0,007 0,934 0,595 0,955 0,745 0,524 0,117 0,591 0,117 0,468 0,845
s MUFA 0,007 -0,160 -0,220 -0,103 0,072 0,395 0,011 0,025 0,003 -0,053 0,056 -0,219 -0,103 -0,234 0,118 -0,022
0,964 0,278 0,133 0,488 0,625 0,005 0,941 0,869 0,984 0,722 0,707 0,134 0,487 0,110 0,423 0,881
s PUFA -0,091 -0,133 -0,153 -0,040 0,104 0,320 0,015 -0,104 -0,026 -0,013 -0,089 0,048 -0,101 -0,154 0,090 -0,212
0,537 0,367 0,299 0,787 0,481 0,027 0,919 0,481 0,863 0,928 0,546 0,745 0,496 0,296 0,542 0,149
s SFA 0,016 -0,139 -0,208 -0,124 0,091 0,363 0,063 -0,069 0,039 -0,060 0,004 -0,175 -0,114 -0,186 0,152 -0,085
0,915 0,346 0,157 0,401 0,537 0,011 0,671 0,641 0,790 0,684 0,979 0,234 0,439 0,206 0,303 0,564
s NMID -0,075 -0,252 -0,281 -0,152 0,057 0,293 0,072 -0,137 -0,059 0,012 0,081 -0,099 -0,212 -0,132 0,142 -0,071
0,612 0,084 0,053 0,302 0,703 0,044 0,628 0,355 0,691 0,936 0,586 0,503 0,148 0,370 0,337 0,632
EPA/DHA* 0,068 0,085 0,148 0,081 0,068 -0,065 0,156 -0,093 -0,067 -0,063 -0,040 0,306 0,103 0,143 -0,097 -0,113
0,652 0,572 0,320 0,587 0,648 0,663 0,295 0,533 0,655 0,675 0,790 0,037 0,490 0,337 0,515 0,448
ARA/EPA -0,227 -0,204 -0,231 -0,312 -0,201 -0,030 -0,270 0,082 -0,031 0,031 -0,011 -0,178 -0,263 -0,100 -0,014 0,072
0,120 0,164 0,115 0,031 0,171 0,841 0,063 0,578 0,834 0,837 0,941 0,227 0,071 0,498 0,924 0,627
ARA/DHA 0,023 -0,085 -0,115 -0,096 -0,212 0,054 0,075 0,165 -0,010 -0,047 0,300 -0,132 -0,103 0,015 0,004 0,261
0,880 0,571 0,441 0,523 0,152 0,718 0,615 0,268 0,949 0,755 0,040 0,378 0,491 0,921 0,980 0,077
20:1/18:1n-7 0,045 0,139 0,202 0,001 0,130 -0,093 0,108 -0,194 -0,025 -0,039 -0,248 0,362 0,112 0,147 -0,082 -0,264
. : 0,761 0,345 0,168 0,997 0,378 0,529 0,463 0,186 0,865 0,790 0,089 0,011 0,448 0,320 0,578 0,070
20:1/18: 1n-9%* -0,075 -0,165 -0,147 -0,179 0,094 0,386 -0,253 0,252 -0,159 -0,224 -0,022 -0,121 -0,026 -0,325 -0,190 -0,039
: : 0,614 0,261 0,319 0,225 0,524 0,007 0,082 0,084 0,282 0,125 0,883 0,413 0,859 0,024 0,195 0,795
16:0/14:0%* 0,093 0,135 -0,027 0,120 0,070 0,249 0,151 -0,196 0,371 0,102 -0,180 -0,144 0,006 -0,087 0,402 -0,190
: : 0,529 0,361 0,854 0,416 0,636 0,088 0,307 0,181 0,009 0,492 0,221 0,327 0,970 0,558 0,005 0,195
18:0/16:0%* -0,118 -0,097 -0,200 -0,192 0,087 0,297 0,046 -0,351 0,167 -0,047 -0,414 0,026 -0,210 -0,127 0,257 -0,462
: : 0,424 0,514 0,173 0,190 0,558 0,040 0,757 0,014 0,256 0,751 0,003 0,861 0,151 0,391 0,078 0,001
Ul n-6 -0,097 -0,139 -0,164 -0,058 0,131 0,344 -0,020 -0,091 -0,023 -0,037 -0,104 0,017 -0,098 -0,187 0,080 -0,221
0,513 0,345 0,265 0,696 0,375 0,017 0,892 0,536 0,876 0,802 0,481 0,911 0,507 0,203 0,589 0,132
uis 0,003 -0,160 -0,218 -0,099 0,075 0,396 0,010 0,021 -0,001 -0,051 0,049 -0,205 -0,102 -0,233 0,115 -0,032
0,984 0,278 0,138 0,504 0,613 0,005 0,945 0,885 0,993 0,731 0,741 0,162 0,492 0,111 0,435 0,830

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);
DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)

Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)
Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Ill = POM (g/L), amonijak (umol/L)
Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati
3.6. PCA analiza (anti) oksidativhog statusa tkiva kamenica

U Tablici 3.23 prikazana je povezanost (anti) oksidativhog statusa europske plosnate kamenice s
obiljeZjima sezone. Obiljezja sezone grupirana su prema PCA analizi u 4 glavne komponente. U
tablici su uz svaku varijablu navedeni i Pearsonov koeficijent korelacije (r) i razina statistiCke
znacajnosti (p), odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha).

Oznakom ** oznaCene su one varijable koje su se pokazale statistiCki zna¢ajno razli¢ite s obzirom na
mjesece.

Crvenom bojom naglasene su statistiCki zna€ajne korelacije s obzirom na komponente okolisnih
¢imbenika (p < 0,05).
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Tablica 3.23 Povezanost obiljezja antioksidativnhog sastava s obiljezjima sezone

r Fosfati PIM TPM Nitrati o POM Amonijak Sulfati Nitriti Komponenta Komponenta Komponenta Komponenta
D @moll)  (g/L) (/L) PH  moiy PO Slsy)  TCC) (pmoI}L) (molll)  (umol/L) i it N v

SOD (U/mg -0,024 0,310 0,212 0,099 0,027 -0,257 0,156 -0,227 -0,044 -0,195 -0,239 0,594 0,138 0,310 -0,227 -0,317
proteina)* 0,888 0,066 0,214 0,564 0,875 0,131 0,363 0,183 0,800 0,254 0,161 <0,001 0,423 0,065 0,184 0,060
GR (U/mg proteina)* -0,064 0,186 0,096 0,183 0,074 -0,112 -0,029 -0,163 -0,051 -0,067 -0,180 0,543 0,112 0,133 -0,168 -0,309
0,709 0,277 0,579 0,284 0,670 0,517 0,869 0,342 0,767 0,699 0,294 0,001 0,517 0,438 0,328 0,066
LP (nmol LOOH/mg -0,556 -0,419 -0,479 -0,189 -0,323 -0,034 -0,5627 0,101 -0,272 -0,066 0,031 0,096 -0,432 -0,165 -0,232 -0,065
lipida)** <0,001 0,011 0,003 0,270 0,055 0,846 0,001 0,558 0,108 0,701 0,858 0,576 0,009 0,336 0,173 0,705
MDA (mmol/mg 0,069 0,317 0,234 0,304 0,150 -0,175 0,163 -0,371 0,015 -0,161 -0,411 0,620 0,217 0,236 -0,128 -0,507
proteina)** 0,691 0,060 0,169 0,071 0,383 0,306 0,344 0,026 0,930 0,349 0,013 <0,001 0,203 0,166 0,457 0,002

KRATICE: r = Pearsonov koeficijent korelacije; p = razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha); PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar);
DO (otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)

Komponenta | = fosfati (umol/L), PIM (g/L), TPM (g/L), pH, nitrati (umol/L)

Komponenta Il = DO (%), S (psu), T (°C)

Komponenta Il = POM (g/L), amonijak (umol/L)

Komponenta IV = sulfati (umol/L), nitriti (umol/L)
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Rezultati

Za varijablu aktivnosti SOD u tkivu kamenica utvrdena je pozitivha korelacija s koncentracijom nitrita
u moru (r = 0,594; p < 0,001). Za varijablu aktivnosti GR utvrdena je izraZzena pozitivha korelacija s
koncentracijom nitrata u moru (r = 0,543; p = 0,001). Za varijablu koncentracije lipidnih peroksida u
tkivu kamenica utvrdena je negativha korelacija sa salinitetom mora (r = -0,527; p = 0,001) i
koncentracijom fosfata (r = -0,556; p < 0,001) (Tablica 3.23). Takoder je statisti¢ki znacajna razlika na
razini p = 0,003; 0,011 i 0,009, te negativna korelacija utvrdena izmedu koli€ine lipidnih peroksida i
koncentracije TPM (r = -0,479), PIM (r = -0,419) u moru i komponente 1 (r = -0,432). Za varijablu
koncentracije MDA utvrdena je i negativna korelacija i statistiCki zna¢ajna povezanost s obiljezjima
sezone i to: temperaturom mora (r = -0,371; p = 0,026), koncentracijom sulfata (r = -0,411; p = 0,013)
i komponentom 4 (r = -0,507; p = 0,002), dok je s koncentracijom nitrita utvrdena pozitivha korelacija
(r = 0,620), a statistiCka znacajnost je bila p < 0,001 (Tablica 3.23).
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3.7. Obiljezja ¢imbenika okoliSa prema godisnjim dobima

U Tablici 3.24 prikazana je povezanost mjerenih Cimbenika okoliSa u ovisnosti o godiSnjim dobima.
Korelacijska matrica daje uvid u snagu univarijatne i multivarijatne medusobne povezanosti. U tablici
su uz svaku varijablu navedeni: aritmeti¢ka sredina (M), standardna devijacija (SD), MANOVA; razina
statisticke znacajnosti, odnosno vjerojatnost pogreske tipa | (alpha) (p), univarijatna (uv) i
multivarijatna (mv) analiza, a ucinak je prikazan kao standardizirana mjera veli¢ine ucinka uz
statisticki znadajne rezultate (n®) za modele ANOVA. Crvenom bojom naznadene su statisticki

znacajne korelacije s obzirom na godi$nja doba (p < 0,05; p < 0,001).

Tablica 3.24 Razlika u obiljeZjima godiSnjeg ciklusa prema godi$njim dobima

Proljece Ljeto Jesen Zima
M (SD) M (SD) M (SD) M (SD) Pwi N’ Py

T (°C) 17,7 (3,37) 258  (1,54) 19,7 (1,99) 13,4 (0,94) <0,001;:0,824 <0,001;0,918
DO (%) 98,3 (6,46) 100,7 (3,45) 883 (8,06) 88,7 (0,49) <0,001;0,532

pH 8,1 (0,02) 8,1 (0,19) 8,1 (0,04) 8,1 (0,07) 0,648

S (psu) 34,2 (3,30) 32,4 (158 361 (1,31) 36,0 (0,64) <0,001; 0,386

TPM (g/L) 0,005 (0,003) 0,007 (0,004) 0,007 (0,004) 0,008 (0,002) 0,250

PIM (g/L) 0,003 (0,003) 0,005 (0,003) 0,005 (0,004) 0,005 (0,002) 0,207

POM (g/L) 0,002 (0,001) 0,002 (0,002) 0,002 (0,000) 0,003 (0,002) 0,213

Amonijak (umol/L) 0,41  (0,144) 0,33 (0,296) 0,20 (0,162) 0,24 (0,015) 0,034;0,177

Nitrati (umol/L) 1,67  (1,059) 2,76 (2,087) 0,90 (0,615) 2,67 (1,225) 0,004; 0,258

Nitriti (umol/L) 0,15  (0,085) 0,13 (0,026) 0,24 (0,265) 0,93 (0,430) <0,001; 0,645

Fosfati (umol/L) 0,47  (0,470) 0,66 (0,444) 0,55 (0,049) 0,39 (0,188) 0,258

Sulfati (umol/L) 0,06 (0,013) 0,07 (0,025) 0,11 (0,033) 0,04 (0,022) <0,00; 0,528

KRATICE: M = aritmeticka sredina; SD = standardna devijacija; p = MANOVA,; razina statisticke znac¢ajnosti ili vjerojatnost
pogreske tipa | (alpha); uv = univarijatna analiza; mv = multivarijatna analiza; n’= eta koeficijent, standardizirana mjera veli¢ine

ucinka uz statistiCki znacajne rezultate ANOVA testa; PIM (partikularna anorganska tvar); TPM (ukupna partikularna tvar); DO
(otopljeni kisik); S (salinitet); T (temperatura); POM (partikularna organska tvar)
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Utvrdena je statisticki znac¢ajna razlika u obiljezjima sezone izmedu Cetiri godi$nja doba (MANOVA; F
(24, 108) = 54,911; p < 0,001; Wilk A = 0,001; n* = 0,918).

Univarijatnim analizama utvrdene su statisticki znaCajne razlike u temperaturi mora (F (3, 44) =
68,762; p < 0,001; n” = 0,824), koligini otoplienog kisika (F (3, 44) = 16,672; p < 0,001; n* = 0,532),
Su (F (3, 44) = 9,204; p < 0,001; n* = 0,386), koncentraciji amonijaka (F (3, 44) = 3,153; p = 0,034; n°
= 0,177), nitrata (F (3, 44) = 5,088; p = 0,004; n° = 0,258), nitrita (F (3, 44) = 26,604; p < 0,001; n° =
0,645) i sulfata (F (3, 44) = 16,434; p < 0,001; n” = 0,528) (Tablica 3.24).

Nakon Bonferronijeve korekcije razine statisticke zna¢ajnosti, koja je u ovom slu€aju postavljenja na p
= 0,004, statisticki znaCajne razlike ostaju u svim parametrima osim u koncentraciji amonijaka i
koncentraciji nitrata.

Bonferronijevim post hoc testom utvrdena je statistiCki zna¢ajna razlika u temperaturi mora izmedu
svih godi$njih doba osim izmedu prolje¢a i jeseni (p < 0,001). Razlika u koncentraciji otopljenog kisika
bila je statisti¢ki zna¢ajna izmedu proljeca i jeseni, prolje¢a i zime, izmedu ljeta i jeseni te izmedu ljeta
i zime (p < 0,001), pri €emu je koncentracija kisika bila najveca u ljeto i prolje¢e, a najmanja u jesen i
zimu. Koli¢ina otopljenog kisika u moru nije se statisti¢ki zna€ajno razlikovala izmedu proljeca i ljeta
te izmedu jeseni i zime. Statisti¢ki znac¢ajna razlika u salinitetu mora utvrdena je izmedu lieta i jeseni
te lieta i zime (p < 0,001), pri Cemu je salinitet bio maniji ljeti nego u jesen i zimu. Koncentracija nitrita
statistiCki se zna¢ajno razlikovala zimi u odnosu na sva ostala godiSnja doba (p < 0,001), pri ¢emu je
koncentracija zimi bila vec¢a. Nisu utvrdene statistiCki zna¢ajne razlike u koncentraciji nitrita izmedu
drugih godisnjih doba. Koncentracija sulfata u jesen statistiCki je znaCajno bila ve¢a od svih drugih
godisnjih doba (p < 0,001), dok se koncentracija sulfata u proljeée, ljeto i zimu nije statisti¢ki znacajno

razlikovala (Tablica 3.24).

105



Rezultati

3.8. Promjene biokemijskog sastava, masnokiselinskog sastava
lipida i lipidnih frakcija i antioksidativhog statusa kamenica prema

godisSnjim dobima

U ovom djelu obrade u obzir su uzete samo varijable koje su se pokazale statisticki znacajno
povezane s obiljezjima sezone, te razliCite po mjesecima.

Grafikonima su prikazane varijable koje su se pokazale statistiCki zna¢ajno povezane s parametrima
sezone, razliCite po mjesecima, i razliCite po godidnjim dobima. U svakom je grafikonu prikazana
istrazivana varijabla i onaj ¢imbenik okolisa s kojima se ta varijabla pokazala statisticki zna¢ajno

povezanom.
3.8.1. Promjene biokemijskog sastava kamenica prema godisnjim dobima

U Tablici 3.25 prikazana je povezanost biokemijskog sastava tkiva europske plosnate kamenice
prema godisnjim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden medijan vrijednosti i interkvartilni
raspon (IQR), razina statistiCke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha) prema rezultatima
Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera velidine uéinka uz statisticki znacajne rezultate (n°).
Oznakom * oznaleni su oni biokemijski parametri kod kojih je statisticka znaCajnost ostala i nakon
Bonferroni korekcije. Crvenom bojom naglasene su statisticki znaajne korelacije s obzirom na

godi$nja doba (p < 0,05).

Tablica 3.25 Razlike biokemijskog sastava europske plosnate kamenice kamenice u ovisnosti o

godi$njim dobima

Proljece Ljeto Jesen Zima
medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p; n°
Proteini (mg/g ww) 133,4 (86,3-174,9)  144,7 (117,4-180,4) 103,8 (67,4-112,1) 72,4 (47,8-92,0) <0,001; -0,64*
Glikogen (mg/g ww) 24,7 (17,5-28,6) 25,2 (12,9-30,7) 15,0 (5,4-21,0) 26 (21,6-39,5) 0,005; -0,76*

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera veli¢ine uginka uz statisti¢ki znac¢ajne rezultate Kruskal-Wallis testa

Utvrdena je statisticki znagajna razlika u masi proteina po gramu $koljke (Kruskal-Wallis t test; x° =
17,054; ss = 3; p < 0,001; n° = -0,64), te u masi glikogena (Kruskal-Wallist test; X° =11,342; ss = 3; p
=0,005; n° = -0,76). U razini proteina statisti¢ki zna¢ajna razlika je utvrdena izmedu prolje¢a i zime
(Mann-Whitney U = 11; Z = -2,605; p = 0,008), ljeta i jeseni (Mann-Whitney U = 8; Z = -2,870; p =
0,003), te izmedu ljeta i zime (Mann-Whitney U = 2; Z = -4,400; p < 0,001) (Tablica 3.25).
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Rezultati

Za maseni udio proteina u tkivu kamenica tijekom godine otkrivena je snazna pozitivnha povezanost s
temperaturom mora (Slika 3.29) i koncentracijom amonijaka (Slika 3.30), a negativha povezanost sa

salinitetom (Slika 3.31) i koncentracijom nitrita u moru (Slika 3.32).
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Slika 3.29 Maseni udio proteina u tkivu kamenica u odnosu na temperaturu mora tijekom godine
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Slika 3.30 Maseni udio proteina u tkivu kamenica u odnosu na koncentraciju amonijaka u moru

tijekom godine
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Slika 3.31 Maseni udio proteina u tkivu kamenica u odnosu na salinitet mora tijekom godine
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Slika 3.32 Maseni udio proteina u tkivu kamenica u odnosu na koncentraciju nitrita u moru tijekom

godine
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Za maseni udio glikogena u tkivu kamenica tijekom godine otkrivena je snazna pozitivha povezanost
s koncentracijom organske tvari (POM) (Slika 3.33), i negativna povezanost s koncentracijom fosfata

(Slika 3.34) i koncentracijom sulfata (Slika 3.35).
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Slika 3.33 Maseni udio glikogena u tkivu kamenica u odnosu na koncentraciju partikularne organske

tvari (POM) u moru tijekom godine
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Slika 3.34 Maseni udio glikogena u tkivu kamenica u odnosu na koncentraciju fosfata u moru tijekom

godine
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Slika 3.35 Maseni udio glikogena u tkivu kamenica u odnosu na koncentraciju sulfata u moru tijekom

godine
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3.8.2. Promjene masnokiselinskog sastava ukupnih lipida kamenica prema

godisnjim dobima

U Tablici 3.26 prikazana je povezanost masnokiselinskog sastava ukupnih lipida tkiva europske
plosnate kamenice prema godi$njim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden medijan
vrijednosti i interkvartilni raspon (IQR), razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha) prema rezultatima Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera veli¢ine u€inka uz statisticki
znacCajne rezultate (nz). Oznakom * oznaCene su one masne kiseline kod kojih je statistiCka
znaCajnost ostala nakon Bonferroni korekcije. Crvenom bojom nagladene su statisticki znacajne

korelacije s obzirom na godiSnja doba (p < 0,05).

Tablica 3.26 Razlike u relativnim masenim udjelima (%) masnih kiselina ukupnih lipida prema

godisnjim dobima

Proljec¢e Ljeto Jesen Zima
medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p; n°
C 18:4n-3 1,71 (1,00-3,39) 1,18 (1,00-1,54) 1,63 (1,36-2,12) 2,49 (1,82-3,26) 0,006; -0,75
C 20:1n-9 1,25 (0,81-2,26) 2,02 (1,76-2,48) 2,00 (1,48-2,30) 0,75 (0,58-1,39) 0,002; -0,70*
C 20:4n-6 1,27 (0,90-1,66) 1,40 (0,88-1,79) 1,65 (1,38-2,29) 0,96 (0,75-1,47) 0,037, -0,83
C 22:5n-6 0,53 (0,36-0,77) 0,89 (0,66-1,52) 1,14 (0,64-2,44) 0,98 (0,77-1,70)  0,007; -0,76

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera velidine uginka uz statisticki znagajne rezultate Kruskal-Wallis testa

U Tablici 3.27 prikazana je povezanost masnokiselinskih indeksa ukupnih lipida tkiva europske
plosnate kamenice prema godidnjim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden medijan
vrijednosti i interkvartilni raspon (IQR), razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha) prema rezultatima Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera veli¢ine u€inka uz statisti¢ki
znacCajne rezultate (r]2). Oznakom * oznaene su one skupine masnih kiselina i masnokiselinski
indeksi kod kojih je statisticka znaajnost ostala nakon Bonferroni korekcije. Crvenom bojom

nagladene su statistiCki zna€ajne korelacije s obzirom na godiSnja doba (p < 0,05).

Tablica 3.27. Razlike u lipidnih indeksa ukupnih lipida prema godiSnjim dobima

Proljec¢e Ljeto Jesen Zima
medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) PR
AA/EPA 0,19 (0,08-0,23) 0,22 (0,15-0,26) 0,26 (0,23-0,32) 0,14 (0,07-0,18) <0,001; -0,61*
20:1/18:1n-9 0,40 (0,26-0,76) 0,59 (0,49-0,74) 0,57 (0,42-0,67) 0,37 (0,25-0,40)  0,009; -0,77
16:0/14:0 4,26 (3,53-5,45) 4,06 (3,51-4,42) 4,46 (4,16-4,79) 4,36 (4,02-5,07) 0,383
20:3/18:3n-3 0,09 (0,04-0,12) 0,18 (0,13-0,49) 0,11 (0,09-0,20) 0,09 (0,07-0,14) 0,002; -0,72*

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n? = eta koeficijent, standardizirana mjera veli¢ine u€inka uz statistiCki znacajne rezultate Kruskal-Wallis testa

Utvrdene su statisticki znaCajne razlike u udjelima svih analiziranih masnih kiselina osim omjera
16:0/14:0. Nakon Bonferronijeve korekcije razine statisticke znacajnosti koriStene kod viSestrukih

usporedbi (pri ¢emu je korigirana razina statistiCcke znacajnosti postavljena na p = 0,008), statisticki
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Rezultati

znacajne razlike izmedu godis$njih doba ostaju u udjelima masnih kiselina C 20:1 n-9 (Kruskal-Wallis
test; X° = 14,635; ss = 3; p = 0,002; n® = -0,70), omjeru ARA/EPA (Kruskal-Wallis test; x> = 18,780; ss
=3; p <0,001; n* = -0,77), te omjeru 20:3/18:3n-3 (Kruskal-Wallis test; x> = 13,621; ss = 3; p = 0,001;
N’ = -0,72) i u tablicama su oznagene oznakom *. Udio C 20:1n-9 masne kiseline statisticki se
znacajno razlikovao izmedu ljeta i zime (Mann-Whitney U = 16, Z = -3,233; p = 0,001) te izmedu
jeseni i zime (Mann-Whitney U = 11, Z = -3,231; p = 0,001). Udio C 20:1n-9 bio je manji zimi u
odnosu na ljeto i jesen. Omjer AA/EPA statisticki se znacajno razlikovao izmedu prolje¢a i jeseni
(Mann-Whitney U = 17, Z = -2,835; p = 0,003) te izmedu jeseni i zime (Mann-Whitney U = 1, Z = -
3,890; p < 0,001), pri ¢emu je omjer AA/EPA bio veéi u jesen u odnosu na proljeée i zimu. Omjer
20:3/18:3n-3 statisticki se znacajno razlikovao izmedu proljeca i ljeta (Mann-Whitney U = 17, Z = -
3,176; p = 0,001) te zime i ljeta (Mann-Whitney U = 20, Z = -3,002; p = 0,002), pri cemu je omjer
20:3/18:3n-3 ljeti bio veci u odnosu na prolje¢e i zimu (Tablica 3.25 i 3.26).

Za relativni maseni udio eikozenske kiseline (C 20:1n-9) ukupnih lipida u tkivu kamenica tijekom
godine otkrivena je snazna pozitivna povezanost s temperaturom mora (Slika 4.36) i negativha

povezanost s koncentracijom nitrita (Slika 4.37).
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Slika 3.36 Relativni maseni udio masne kiseline C 20:1n-9 u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida

tkiva kamenica u odnosu na temperaturu mora tijekom godine
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Slika 3.37 Relativni maseni udio masne kiseline C 20:1n-9 u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida

tkiva kamenica u odnosu na koncentraciju nitrita u moru tijekom godine

Za omjer masnih kiselina AA/EPA u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida u tkivu kamenica tijjekom
godine otkrivena je snazna pozitivha povezanost s temperaturom mora (Slika 3.38), koncentracijom

nitrita (Slika 3.39) i koncentracijom sulfata (Slika 3.40).
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Slika 3.38 Omjer masnih kiselina AA/EPA u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida tkiva kamenica u

odnosu na temperaturu mora tijekom godine

113



Rezultati

0.4 r 1.6
0.4 4 F 1.4
0.3 1 F 1.2
<237 L1102 AA/EPA
o
a -
w2 - L 0.8 5 — = = koncentracija
3 = nitrita
0.2 - 06 2
0.1 4 - 0.4
0.1 4 F 0.2
- S~ e o _
0.0 . . . . . — . . . . 0.0
= = = = N c ° = 3] = © x
T 8 &8 8 ¢ S & s & § ¢ &
s = £ £ & =2 9 3 % @ T =N
= 7 L o o 5 g_ = 9 o

Slika 3.39 Omjer masnih kiselina AA/EPA u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida tkiva kamenica u

odnosu na koncentraciju nitrita u moru tijekom godine
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Slika 3.40 Omjer masnih kiselina AA/EPA u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida tkiva kamenica u

odnosu na koncentraciju sulfata u moru tijekom godine
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Za omjer masnih kiselina 20:3/18:3n-3 u sastavu ukupnih lipida u tkivu kamenica tijekom godine

utvrdena je snazna pozitivha povezanost s temperaturom mora (Slika 3.41).

0.3 - - 30
- 25
0.2 A
- - 200
& 021 e 20:3/18:3n-3
5 =}
2 15 8
1%} Q - = = temperatura mor.
80-1_ g temperatura mora
- 10 @
|_
0.1 A
-5
0.0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; 0
§ § § § ¢ &8 8§ 5 &8 § € s
s £ &£ 2 &2 2 9 3 5 B F N
= o “ 2 % 5 g = > =}

Slika 3.41 Omjer masnih kiselina 20:3/18:3n-3 u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida tkiva

kamenica u odnosu na temperaturu mora tijekom godine
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3.8.3. Promjene masnokiselinskog sastava triacilglicerola u tkivu kamenica

prema godisnjim dobima

U Tablici 3.28 prikazana je povezanost masnokiselinskog sastava triacilglicerola u tkivu europske
plosnate kamenice prema godiSnjim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden medijan
vrijednosti i interkvartilni raspon (IQR), razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha) prema rezultatima Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera veli¢ine u€inka uz statisticki
znadajne rezultate (n°).

Oznakom * oznaene su one masne kiseline kod kojih je statisticka znacCajnost ostala nakon
Bonferroni korekcije.

Crvenom bojom nagla$ene su statisticki znacajne korelacije s obzirom na godi$nja doba (p < 0,05).

Tablica 3.28 Razlike u relativnim masenim udjelima (%) masnih kiselina u sastavu triacilglicerola

prema godiSnjim dobima

Proljece Ljeto Jesen Zima

medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p; n°
C 18:1cn-9 2,37 (1,91-2,92) 2,81 (1,14-3,91) 2,90 (2,33-4,19) 2,16 (1,68-3,35) 0,272
C 18:1tn-7 0,99 (0,70-1,43) 1,74 (0,79-2,34) 1,36 (1,10-1,99) 0,95 (0,82-1,38) 0,076
C 18:2cn-6 1,39 (1,17-1,83) 1,75 (0,70-2,44) 1,46 (1,20-2,00) 1,32 (0,97-1,74) 0,581
C 18:2tn-6 0,40 (0,18-1,79) 0,30 (0,25-0,47) 0,25 (0,18-0,37) 0,16 (0,03-0,34) 0,151
C 18:3n-3 1,85 (1,26-2,23) 1,21 (0,53-1,51) 1,63 (0,80-1,81) 1,56 (1,01-2,38) 0,124
C 18:4n-3 2,40 (2,23-3,58) 1,83 (0,93-2,26) 1,97 (1,24-2,45) 2,35 (1,74-4,28) 0,033; -0,82
C 20:4n-6 1,03 (0,66-1,23) 1,28 (0,75-1,60) 1,85 (1,05-2,49) 1,08 (0,58-1,46) 0,120
C 20:4n-3 0,77 (0,60-1,06) 0,42 (0,25-0,56) 0,50 (0,00-0,65) 0,66 (0,35-0,85) 0,001; -0,70*
C 22:2n-6 2,43 (1,02-3,65) 3,91 (2,73-8,95) 2,84 (1,60-4,25) 2,06 (1,73-4,73) 0,057

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera veli¢ine uginka uz statisti¢ki zna¢ajne rezultate Kruskal-Wallis testa



Rezultati

U Tablici 3.29 prikazana je povezanost sume pojedinih skupina masnih kiselina grupiranih ovisno o
stupnju zasi¢enosti i masnokiselinski indeksi u lipidnoj frakciji triacilglicerola tkiva europske plosnate
kamenice prema godidnjim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden medijan vrijednosti i
interkvartilni raspon (IQR), razina statisticke znacajnosti ili vierojatnost pogreske tipa | (alpha) prema
rezultatima Kruskall-Wallis testa i standardizirana mijera veli€ine ulinka uz statisticki znacajne
rezultate (r]z).

Oznakom * oznaCene su one skupine masnih kiselina i masnokiselinski indeksi kod kojih je statistiCka
znacajnost ostala nakon Bonferroni korekcije.

Crvenom bojom naglasene su statisti¢ki znacajne korelacije s obzirom na godidnja doba (p < 0,05).

Tablica 3.29 Razlike u sumi skupina masnih kiselina i lipidni indeksi u lipidnoj frakciji triacilglicerola

Proljece Ljeto Jesen Zima
medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p; N
£n9 4,65 (3,85-6,52) 5,96 (4,38-8,72) 5,95 (5,22-8,97) 5,27 (4,01-7,12) 0195
£ MUFA 8,72 (6,35-11,51) 10,68 (6,88-15,18) 12,99 (10,11-16,93) 9,92 (7,67-11,59) 0,058
ARA/EPA 0,09 (0,03-0,13) 0,13 (0,08-0,18) 0,14 (0,09-0,28) 0,09 (0,06-0,12) 0122
16:0/14:0 3,51 (2,99-4,94) 3,50 (3,18-4,31) 4,30 (3,76-4,94) 4,49 (3,57-4,94) 0.147
18:0/16:0 0,25 (0,19-0,37) 0,29 (0,24-0,33) 0,31 (0,27-0,52) 0,26 (0,20-0,30) 0,224

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera velidine uginka uz statisticki znagajne rezultate Kruskal-Wallis testa

Statisticki znac¢ajna razlika u udjelima masnih kiselina triacilglicerola u tkivu kamenica ovisno o
godiSnjem dobu utvrdena je za C 18:4n-3, C 20:4n-3 i C 22:0. Nakon Bonferronijeve korekcije razine
statistiCke znacajnosti (pri ¢emu korigirana razina statisticke znacajnosti iznosi p = 0,003), statisticki
znacajne razlike ostaju u masnim kiselinama C 20:4n-3 (Kruskal-Wallis test; )(2 =14,296;ss=3;p =
0,001; n? = -0,70) i C 22:0 (Kruskal-Wallis test; x* = 19,471; ss = 3; p < 0,001; n? = -0,75) i u
tablicama su oznaCene sa *. Udio C 20:4n-3 masne kiseline u sastavu triacilglicerola statisticki se
znacajno razlikovao izmedu ljeta i prolje¢éa (Mann-Whitney U = 15; Z = -3,292; p < 0,001) te izmedu
prolje¢a i jeseni (Mann-Whitney U = 19; Z = -2,896; p = 0,003), pri €emu je udio bio veci u proljece u

odnosu na ljeto i jesen (Tablica 3.28).
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Rezultati

Za relativni maseni udio eikozatetraenske kiseline (ETA, C 20:4n-3) u lipidnoj frakciji triacilglicerola
tkiva kamenica tijekom godine pokazana je snazna negativha povezanost s temperaturom mora
(Slika 3.42) i koncentracijom sulfata (Slika 3.43).
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Slika 3.42 Relativni maseni udio masne kiseline C 20:4n-3 lipidne frakcije triacilglicerola u odnosu na

temperaturu mora tijekom godine
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Slika 3.43 Relativni maseni udio masne kiseline C 20:4n-3 lipidne frakcije triacilglicerola u odnosu na

koncentraciju sulfata u moru tijekom godine
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Rezultati

3.8.4. Promjene masnokiselinskog sastava lipidne frakcije fosfolipida

kamenica prema godiSnjim dobima

U Tablici 3.30 prikazana je povezanost masnokiselinskog sastava u lipidnoj frakciji fosfolipida tkiva
europske plosnate kamenice prema godidnjim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden
medijan vrijednosti i interkvartilni raspon (IQR), razina statistiCke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske
tipa | (alpha) prema rezultatima Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera veli¢ine ucinka uz
statisticki znagajne rezultate (n).

Oznakom * oznaene su one masne kiseline kod kojih je statisticka znaCajnost ostala nakon
Bonferroni korekcije.

Crvenom bojom nagla$ene su statisticki znacajne korelacije s obzirom na godi$nja doba (p < 0,05).

Tablica 3.30 Razlike u relativnim masenim udjelima (%) masnih kiselina u lipidnoj frakciji fosfolipida

prema godiSnjim dobima

Proljece Ljeto Jesen Zima
medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p; n°
C 14:.0 4,16 (2,55-5,96) 4,44 (3,03-9,48) 4,11 (2,87-5,34) 3,51 (2,41-5,04) 0,656
C 17:0 0,87 (0,37-2,01) 1,22 (0,81-4,41) 1,60 (0,48-4,55) 1,15 (0,36-3,25) 0,722
C 17:1n-7 1,55 (1,13-2,65) 1,36 (1,06-1,74) 1,12 (0,71-1,58) 1,13 (0,68-1,86) 0,190
C 18:1tn-7 1,19 (0,21-1,85) 1,69 (0,79-1,97) 0,94 (0,66-1,28) 0,94 (0,00-1,55) 0,323
C 18:2cn-6 0,49 (0,00-1,91) 0,50 (0,00-1,32) 0,00 (0,00-0,26) 0,70 (0,00-1,20) 0,234

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera veli¢ine uginka uz statisti¢ki zna¢ajne rezultate Kruskal-Wallis testa
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Rezultati

U Tablici 3.31 prikazana je povezanost sume pojedinih skupina masnih kiselina, grupiranih ovisno o
stupnju zasi¢enosti i masnokiselinski indeksi u lipidnoj frakciji fosfolipida tkiva europske plosnate
kamenice prema godiSnjim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden medijan vrijednosti i
interkvartilni raspon (IQR), razina statisticke znacajnosti ili vierojatnost pogreske tipa | (alpha) prema
rezultatima Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera veli€ine ulinka uz statistiCki znacajne
rezultate (r]z).

Oznakom * oznaCene su one skupine masnih kiselina i masnokiselinski indeksi kod kojih je statistiCka
znacajnost ostala nakon Bonferroni korekcije.

Crvenom bojom naglasene su statisti¢ki znacajne korelacije s obzirom na godi$nja doba (p < 0,05).

Tablica 3.31 Razlike u sumi skupina masnih kiselina i lipidni indeksi u lipidnoj frakciji fosfolipida

Proljece Ljeto Jesen Zima

medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p; n°
2 n-3 34,12 (26,45-57,21) 54,17 (44,07-64,82) 53,81 (6,64-67,62) 50,47 (21,25-68,04) 0,439
>~ MUFA 7,11 (4,64-11,79) 6,01 (4,72-7,45) 5,20 (4,41-6,15) 4,60 (3,54-5,06) 0,020;-0,80
> PUFA 37,06 (26,45-60,70) 56,39 (44,07-66,87) 59,08 (7,01-72,08) 53,95 (21,91-70,30) 0,572
16:0/14:0 4,06 (3,47-5,84) 3,90 (2,76-5,36) 3,89 (3,06-4,18) 4,26 (3,37-5,77) 0,486
Ul n-3 5,12 (3,97-8,58) 8,13 (6,61-9,72) 8,07 (1,00-10,14) 7,57 (3,19-10,21) 0,493
uU/S 9,83 (5,60-13,86) 8,68 (6,31-9,46) 7,16 (5,95-9,21) 6,77 (4,70-8,21) 0,091

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera velidine uginka uz statisticki znagajne rezultate Kruskal-Wallis testa

Utvrdena je statisticki znaCajna razlika u udjelu sume jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina
(MUFA) fosfolipidne frakcije lipida (Kruskal-Wallis test; )(2 = 9,495; ss = 3; p = 0,020; n2 =-0,80), no
nakon Bonferronijeve korekcije razine statisticke znacajnosti (kojom je korigirana razina statisticke

znacajnosti postavljena na p = 0,003), niti jedna masna kiselina iz fosfolipidne frakcije viSe nije

statisti¢ki znacajna (Tablica 3.31).
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Rezultati

3.8.5. Promjene masnokiselinskog sastava lipidne frakcije slobodnih masnih

kiselina kamenica prema godiSnjim dobima

U Tablici 3.32 prikazana je povezanost sume pojedinih skupina masnih kiselina, grupiranih ovisno o
stupnju zasicenosti, i masnokiselinski indeksi u lipidnoj frakciji slobodnih masnih kiselina tkiva
europske plosnate kamenice prema godidnjim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden
medijan vrijednosti i interkvartilni raspon (IQR), razina statistiCke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske
tipa | (alpha) prema rezultatima Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera veli¢ine ucinka uz
statisticki znaCajne rezultate (r]z). Oznakom * oznatene su one skupine masnih kiselina i
masnokiselinski indeksi kod kojih je statisticka znacajnost ostala nakon Bonferroni korekcije.

Crvenom bojom nagla$ene su statisticki znacajne korelacije s obzirom na godi$nja doba (p < 0,05).

Tablica 3.32 Razlike u sumi skupina masnih kiselina i lipidni indeksi u lipidnoj frakciji slobodnih
masnih kiselina

Proljece Ljeto Jesen Zima

medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p;n°
>n-9 9,82 (7,35-10,82) 10,94 (9,95-13,30) 11,54 (10,38-12,73) 8,34 (5,76-9,96) 0,002; -0,71*
EPA/DHA 0,12 (0,07-0,31) 0,32 (0,24-0,38) 0,33 (0,21-0,43) 0,21 (0,12-0,40) 0,031;-0,82
18:1n-9/18:0 0,42 (0,30-0,48) 0,51 (0,43-0,63) 0,56 (0,40-0,58) 0,38 (0,34-0,46) 0,015; -0,79
20:1/18:1n-9 0,11 (0,08-0,17) 0,16 (0,12-0,18) 0,14 (0,11-0,16) 0,11 (0,09-0,13) 0,061
16:0/14:0 4,85 (4,08-5,78) 4,62 (3,99-5,22) 4,10 (3,62-4,44) 4,08 (3,59-5,01) 0,094
18:0/16:0 0,42 (0,38-0,53) 0,30 (0,27-0,37) 0,31 (0,28-0,36) 0,38 (0,29-0,49) 0,003; -0,73*

KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera veli¢ine uginka uz statisti¢ki zna¢ajne rezultate Kruskal-Wallis testa

Utvrdena je statistiCki znaajna razlika sume n-9 (Kruskal-Wallis test; )(2 = 13,838; ss = 3; p = 0,003;
n® = -0,71), omjera EPA/DHA (Kruskal-Wallis test; x> = 8,630; ss = 3; p = 0,031; n° = -0,82), omjera
18:1n-9/18:0 (Kruskal-Wallis test; x* = 10,063; ss = 3; p = 0,015; n° = -0,79) i omjera 18:0/16:0
(Kruskal-Wallis test; x2 =13,110; ss = 3; p = 0,003; r]2 = -0,73) u frakciji slobodnih masnih kiselina.

Nakon Bonferronijeve korekcije razine statistiCke znacajnosti (pri ¢emu je korigirana razina

postavijena na p = 0,006), statisticki znacajne razlike ostaju u sumi n-9 masnih kiselina i omjeru
18:0/16:0 i u tablicama su oznagene sa *. U sumi n-9 slobodnih masnih kiselina statisti¢ki zna¢ajna
razlika utvrdena je izmedu ljeta i zime (Mann-Whitney U = 19; Z = -3,060; p = 0,001) te izmedu jeseni
i zime (Mann-Whitney U = 15; Z = -3,292; p < 0,001), pri ¢emu je suma n-9 bila manja zimi u odnosu
na ljeto i jesen. Omjer 18:0/16:0 bio je statistiCki znacajno razli€it izmedu prolje¢a i ljeta (Mann-
Whitney U = 22; Z = -2,887; p = 0,003) te proljec¢a i jeseni (Mann-Whitney U = 16; Z = -3,234; p =

0,001), pri €emu je omjer bio veci u prolje¢e u odnosu na ljeto i jesen (Tablica 3.32).
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Rezultati

Za sumu n-9 masnih kiselina lipidne frakcije slobodnih masnih kiselina u tkivu kamenica tijekom

godine otkrivena je snazna pozitivha povezanost s otopljenim kisikom (Slika 3.44).
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Slika 3.44 Relativni maseni udio £ n-9 masnih kiselina frakcije slobodnih masnih kiselina u odnosu na

otopljeni kisik (DO) u moru tijekom godine

Za omjer masnih kiselina 18:0/16:0 lipidne frakcije slobodnih masnih kiselina u tkivu kamenica tijekom

godine otkrivena je snazna negativna povezanost s temperaturom mora (Slika 3.45).
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Rezultati

3.9. Promjene (anti) oksidativhog statusa kamenica prema

godisSnjim dobima

U Tablici 2.33 prikazana je povezanost (anti) oksidativhog sastava tkiva europske plosnate kamenice
prema godi$njim dobima. U tablici je uz svaku varijablu naveden medijan vrijednosti i interkvartilni
raspon (IQR), razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa | (alpha) prema rezultatima
Kruskall-Wallis testa i standardizirana mjera veli€ine uCinka uz statisti¢ki zna¢ajne rezultate (r]z).
Oznakom * oznaceni su oni antioksidativni parametri kod kojih je statisticka znacajnost ostala nakon
Bonferroni korekcije.

Crvenom bojom naglaSene su statisti¢ki znacajne korelacije s obzirom na godi$nja doba (p < 0,05).

Tablica 2.33 Razlike antioksidativnog statusa europske plosnate kamenice kamenice prema

godisnjim dobima

Prolje¢e Ljeto Jesen Zima
medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) medijan (IQR) p; n°
MDA (mmol/mg
proteina) 15,1 (11,9-20,2) 16,2 (13,0-21,4) 12,2 (7,3-18,3) 15,8 (11,9-20,3) 0,339
L ()| OIS Hiy 1,8 (0,4-14,6) 3,3 (1,9-4,3) 2.4 (1,7-7,6) 5,8 (4,6-7,2) 0,164

lipida)
KRATICE: IQR = interkvartilni raspon; p = Kruskal-Wallis test; razina statisticke znacajnosti ili vjerojatnost pogreske tipa |
(alpha); n’ = eta koeficijent, standardizirana mjera veligine uéinka uz statisticki znaéajne rezultate Kruskal-Wallis testa

KW testom nisu utvrdene statisti¢ki zna€ajne razlike koncentracije MDA i LP u tkivu kamenica prema

godiSnjim dobima (Tablica 2.33).
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Rezultati
3.10. Matematicko modeliranje

U rezultatima matematiCkog modeliranja za svaki je odabrani model prikazana tablica s regresijskim
koeficijentima (B), njihovim standardnim devijacijama (SD), vrijednostima t-testova i odgovaraju¢im
p-vrijednostima. Takoder su u tablici navedeni kvadrirani regresijski koeficijenti (Rz), prilagodeni
kvadrirani regresijski koeficijenti (R.), standardna devijacija reziduala (o) i vrijednost F — testa za
procjenu prilagodbe modela s pripadaju¢om p — vrijednosti i stupnjevima slobode.

Uz svaki model prikazan je i dijagram rasprSenja zavisnih varijabli (ZV) u odnosu na mjesece, te su
na njemu plavom linijom povezane srednje vrijednosti po mjesecima, a crvenim trokutima predvidanja
modela. Takoder, izradeni su i dijagrami koji prikazuju oblik regresijske funkcije s obzirom na svaku
od nezavisnih varijabli (NV) u modelu, tako da su vrijednosti drugih NV u modelu fiksirane na
pripadne srednje vrijednosti. Ukoliko su u pojedinim modelima zavisne varijable transformirane
logaritmom, ucinci nezavisnih varijabli se ne izrazavaju u apsolutnom iznosu poveéanja/smanjenja,

nego kao relativno postotno povecanje u originalnoj varijabli.
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Rezultati

U tablici 3.34 je prikazani su neparametrijski Spearmanovi koeficijenti povezanosti izmedu nezavisnih varijabli okoliSnih ¢imbenika i zavisnih varijabli sastava

tkiva kamenica. U tablici su uz svaku varijablu navedene mjerne jedinice, te Spearmanovi koeficijenti korelacije (r)

Tablica 3.34 Neparametrijski Spearmanovi koeficijenti povezanosti izmedu nezavisnih i zavisnih varijabli

T DO H S TPM PIM POM  Amonijak Nitrati Nitriti Fosfati Sulfati
(°C) (%) P (psu) (g/L) (g/L) (g/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L) (umol/L)

n-3 PUFA (%) 020 011 -016 007 -007 -007 -001 0,11 -0,04 0,22 -0,08 -0,24
n-3/n-6 PUFA 036 -011 009 015 007 008 008 0,17 0,02 0,29 0,07 -0,33
AA/EPA 032 017 021 000 -014 -017  -0,08 -0,11 -0,31 -0,36 -0,02 0,51
AA/DHA 016 002 -015 012 000 -0,04 004 0,06 -0,17 -0,28 0,05 0,50
h;é’;r)""' LOOH/Mg 010 -003 -019 -053 -048 -042 027 -0,07 -0,32 0,10 -0,56 0,03
g"rgfe i(rTar)“o”mg 037 -018 030 016 023 032 002 -0,16 0,15 0,62 0,07 -0,41

KRATICE: r = Spearmanov koeficijent korelacije; T = temperatura mora; DO = otopljeni kisik; S = salinitet; TPM = ukupna partikularna tvar; PIM = anogranska
partikularna tvar; POM = organska partikularna tvar; PUFA = viSestruko nezasi¢ene masne kiseline; AA = arahidonska kiselina; EPA = eikozapentaenska kiselina;
DHA = dokozaheksaenska kiselina; LP = lipidni peroksidi; MDA = malondialdehid

Jage korelacije medu nezavisnim i zavisnim varijablama uoCene su izmedu AA/DHA omijera i koncentracije sulfata (0,50), izmedu AA/EPA omjera i

koncentracije sulfata (0,51), nitrita (-0,36) i temperature mora (0,32), te izmedu n-3/n-6 PUFA i temperature mora (-0,36) i koncentracije sulfata (-0,33).
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Rezultati

3.10.1. Predvidanje relativnhog masenog udjela n-3 PUFA tijekom godine

U tablici 3.34 prikazan je Spearmanov koeficijent korelacije varijable relativnog masenog udjela n-3
PUFA (%) sa svim nezavisnim varijablama. Najvece korelacije (r) zabiljeZzene su za temperaturu mora
(-0,20), pH (-0,16), te koncentraciju nitrita (0,22) i sulfata (-0,24). lako je otopljeni kisik (DO) slabo
koreliran s n-3 PUFA, znadajna se pokazuje veza s uklju¢enim kvadratnim ¢lanom DO? Tablica 3.35
prikazuje rezultate za odabrani finalni model. Ukupan model je zna¢ajan (F(3,116) = 5,92; p < 0,01),
kao i koeficijenti za linearni i kvadratni ¢lan kisika (p < 0,001). Koeficijent za temperaturu mora nije
statistiCki znaCajan uz razinu znacajnosti od 0,05, no finalni model ima puno bolje kriterije za odabir
modela u odnosu na model bez varijable temperatura mora (T) (R2 =0,24; R, = 0,20). Lack-of-fit test
za usporedbu modela u Tablici 3.35 s ANOVA modelom po mjesecima (R* = 0,38) nije znadajan, uz p
=0,819.

Tablica 3.35 Rezultati regresijske funkcije za varijablu n-3 PUFA

N =120 B SD t )
KONST. 632,97 174,922 -3,62 <0,001
DO (%) 14,57 3,725 3,91 <0,001
DO? (%) -0,08 0,020 -3,92 <0,001

T (°C) -0,50 0,261 -1,89 0,065

F(3, 116) = 5,92

2 _ 2 _ -
R*=0,30 Ra"=0,25 =789 (p < 0,01)

KRATICE: N = broj uzoraka; B = standardizirani koeficijenti modela regresije; SD = standardna devijacija; t = t test; p = razina
statisticke znacajnosti; KONST. = konstanta; R® = kvadrirani regresijski koeficijent; R,” prilagodeni (adjusted) kvadrirani
regresijski koeficijent; o = standardna devijacija reziduala; F = distribucija modela

Na Slici 3.46 vidi se da je varijacija udjela n-3 PUFA u tkivu kamenica unutar svakog mjeseca
razmjerno velika u odnosu na varijaciju medu mjesecima. S obzirom na to, ne moze se o¢ekivati puno
bolji model od ve¢ dobivenoga. Mjesecne srednje vrijednosti udjela n-3 PUFA kretale su se u rasponu
od 32 % do 50 %, s najnizim vrijednostima u ozujku, lipnju, listopadu i studenom. Predvidanja modela

dobro prate mjesecne srednje vrijednosti, a najvece odstupanje je u veljadi, rujnu i listopadu.
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Rezultati
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Slika 3.46 RasprSenje varijable masenog udjela n-3 PUFA u tkivu kamenica u odnosu na mjesece

Na Slici 3.47 prikazani su oCekivani utjecaji otopljenog kisika i temperature mora na udio n-3 PUFA u

tkivu kamenica. Promjena udjela PUFA u odnosu na zasi¢enost mora kisikom nije jednoznac¢na.

Povecanje zasi¢enosti kisikom za 5 postotnih bodova, sa 85 % na 90 % rezultira povecanjem udjela

n-3 PUFA za 5,4 postotna boda, poveéanje sa 100 % na 105 % rezultira smanjenjem n-3 PUFA za

6,1 postotni bod, dok se maksimalna o&ekivana vrijednost masenog udjela n-3 PUFA postize pri 94,5

% zasienosti kisikom. Za svako povecanje temperature mora od 1 °C, olekivani udio n-3 PUFA

smanjuje se za 0,5 postotnih bodova.
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Slika 3.47 Regresijska funkcija udjela n-3 PUFA s obzirom na a) otopljeni kisik i b) temperaturu mora

127



Rezultati

3.10.2. Predvidanje omjera n-3/n-6 PUFA tijekom godine

Najvece korelacije varijable omjer n-3/n-6 PUFA zabiljezene su s temperaturom mora (-0,36), te
koncentracijom nitrita (0,29) i sulfata (-0,33) (Tablica 3.34). Ponovno se kao znacajna pokazala
kvadratna veza s otopljenim kisikom. Zbog heterogenosti varijance i postojanja outliera, omjer n-3/n-6
PUFA je logaritamski transformiran, Sto je bilo dovoljno da se zadovolje pretpostavke modela, a
takoder je rezultiralo povecanjem R U Tablici 3.36 prikazani su rezultati za odabrani finalni model.
Ukupan model je znagajan kao i svi koeficijenti, uz razinu znaajnosti 0,01.

Lack-of-fit test nije znacajan, uz p = 0,831 pa zaklju¢ujemo da je dobiveni model dobro prilagoden
podacima. R? za ANOVA model po mjesecima iznosi 0,40 $to nije puno vide od modela (R = 0,33) u
Tablici 3.36.

Tablica 3.36 Rezultati regresijske funkcije za varijablu log(n-3/n-6 PUFA)

N = 120 B SD t b
KONST. 23.836 7,266 3.28 <0,01
DO (%) 0,539 0.155 3,48 <001
DO? (%) -0,003 0,001 -3.46 <0.01

T (°C) -0.037 0.011 -3.38 <0.01

R?=0,33 R.2=0,28 0 =0,328 F(3, 116) = 6,87

(p <0,001)

KRATICE: N = broj uzoraka; B = standardizirani koeficijenti modela regresije; SD = standardna devijacija; t = t test; p = razina
statisticke znacajnosti; KONST. = konstanta; R? = kvadrirani regresijski koeficijent; R.? prilagodeni (adjusted) kvadrirani
regresijski koeficijent; o = standardna devijacija reziduala; F = distribucija modela

Na slici 3.48 prikazane su srednje vrijednosti omjera n-3/n-6 PUFA u tkivu kamenica. Najvecéa srednja
vrijednost n-3/n-6 PUFA bila je u veljaci (4,9) i travnju (4,2), dok se od lipnja do prosinca krece izmedu
2,2 i 3. Predvidanja modela dobro prate mjeseCne srednje vrijednosti, a najve¢e odstupanje je u
prosincu, sijecnju i veljaCi. U veljadi je jedan slucaj dosta veéi od ostalih, te bi srednja vrijednost za

veljaCu bez tog slu€aja bila puno bliza predvidanju modela.

©  Uzorak
M~ — 4 Model
— M. sred.v.

n-3/n-6 PUFA

veljaéa
k |

oZuja

e}

I |
(] =
T 0]
3 o]
- =
7] o

sijecanj _|
travanj —
svibanj -
lipanj -
srpanj -
kolovoz |
rujan 4
listopad —

Slika 3.48 RasprSenje varijable omjera n-3/n-6 PUFA u tkivu kamenica u odnosu na mjesece
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Rezultati

Na slici 3.49 prikazan je utjecaj otopljenog kisika i temperature mora na omjer n-3/n-6 PUFA u tkivu
kamenica. Povecanje zasi¢enosti kisikom za 5 postotnih bodova, s 85 % na 90 % rezultira relativnim
povecanjem omjera n-3/n-6 PUFA za 25,5 %, povecanje zasi¢enosti kisikom sa 100 % na 105 %
rezultira smanjenjem omjera n-3/n-6 PUFA za 17,8 %, a maksimalna se o¢ekivana vrijednost omjera
n-3/n-6 PUFA postize pri 95,6 % zasi¢enosti kisikom. Svako povecéanje temperature mora za 1 °C
rezultira smanjenjem oCekivanog omjera n-3/n-6 PUFA za 3,6 %.
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Slika 3.49 Regresijska funkcija varijable omjer n-3/n-6 PUFA s obzirom na a) otopljeni kisik i b)
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Rezultati

3.10.3. Predvidanje omjera AA/DHA tijekom godine

Najvece korelacije omjera AA/DHA zabiljezene su za varijable koncentracija nitrita (-0,28) i sulfata
(0,50) (Tablica 3.34). Najznacajnija se u odabiru varijabli pokazala koncentracija sulfata. Druge
nezavisne varijable nisu se pokazale znagajnima, te su najveéi doprinos R, opet imali DO i DO% U
Tablici 3.37 prikazani su rezultati za odabrani finalni model. Ukupan model je znacajan, kao i
koeficijent uz sulfate. Koeficijenti uz linearni i kvadratni ¢lan nisu zna&ajni uz razinu znacajnosti od
0,05, no ipak su ostavljeni u modelu zbog doprinosa R.’ (+0,03), a takoder i zato Sto se moze
oCekivati da bi povecanjem veliine uzorka i ti ¢lanovi mogli biti zna€ajni. U modelu bez DO i DO?
koeficijent za varijablu koncentracija sulfata, kao i pripadaju¢a standardna devijacija, gotovo su isti
kao i u modelu u Tablici 3.37 Lack-of-fit test nije se pokazao znac¢ajnim (p = 0,827) pa mozemo redi

da je dobiveni model dobro prilagoden podacima. R? za ANOVA model po mjesecima iznosi 0,39.

Tablica 3.37 Rezultati regresijske funkcije za varijablu omjer AA/DHA

N = 120 B SD t p
KONST. 1,328 0,796 1,67 0,103
DO (%) -0,028 0,017 -1,67 0,101
DO? (%) 1,5x10™ 8,8x10° 1,71 0,094
Sulfati (umol/L) 0,643 0,170 3,79 <0,001

2 _ 2 _ _ F(3, 116) = 6,43
R?=0,31 R.’ = 0,27 o =0,036 (b < 0.01)

KRATICE: N = broj uzoraka; B = standardizirani koeficijenti modela regresije; SD = standardna devijacija; t = t test; p = razina
statisticke znacajnosti; KONST. = konstanta; R? = kvadrirani regresijski koeficijent; R.? prilagodeni (adjusted) kvadrirani
regresijski koeficijent; o = standardna devijacija reziduala; F = distribucija modela

Od travnja do srpnja omjer AA/DHA u tkivu kamenica kretao se izmedu 0,05 i 0,07, nakon Cega se
povecava preko 0,10 u ozZujku, te postize maksimum u listopadu (0,13). Zatim se omjer smanjuje i

postize minimum u veljaci (0,04). Predvidanja solidno prate mjesecne srednje vrijednosti s umjerenim

odstupanjem od svibnja do rujna (Slika 3.50).
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Slika 3.50 Rasprsenje varijable omjer AA/DHA u tkivu kamenica u odnosu na mjesece
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Rezultati

Na Slici 3.51 vidljiv je utjecaj otopljenog kisika i koncentracije sulfata na o¢ekivani omjer AA/DHA.

Povecanje otopljenog kisika s 85 % na 90 % rezultira smanjenjem od 0,008, povec¢anje otoplienog

kisika sa 100 % na 105 % rezultira poveéanjem AA/DHA za 0,015 dok se minimum postize pri 92,4 %

zasicenosti kisikom. Za svako povecanje koncentracija sulfata od 0,05 pumol/L omjer AA/DHA se

poveca za 0,032.
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Rezultati

3.10.4. Predvidanje omjera AA/EPA tijekom godine

Omijer AA/EPA najvece korelacije ima s varijablama temperatura mora (0,32), koncentracija nitrata (-
0,31), nitrita (-0,36) i sulfata (0,51) (Tablica 3.34). Sukladno korelacijama, koncentracija sulfata je
najznacajnija nezavisna varijabla u finalnom modelu. Odabrani model jo$ ukljuuje varijable
otoplienog kisika i koncentracije amonijaka sa znacajnim koeficijentima pri razini zna¢ajnosti 0,01
(Tablica 3.38). Lack-of-fit test nije znac¢ajan, uz p = 0,282, pa zakljuCujemo da je dobiveni model
dovoljno dobro prilagoden podacima. R? za ANOVA model po mjesecima iznosi 0,60, $to nije puno

viSe od modela u Tablici 3.38.

Tablica 3.38 Rezultati regresijske funkcije za varijablu AA/EPA

N =120 B SD t p

KONST. -0,678 0,259 -2,61 0,012

Sulfati

(umol/L) 1,785 0,304 5,87 <0,001

DO (%) 0,005 0,001 3,58 <0,001

Amonijak

(umol/L) -0,161 0,050 -3,24 <0,01
2 _ 2 _ _ F(4, 115) = 9,95

R°=0,49 . =0,44 o =0,061 (p < 0,001)

KRATICE: N = broj uzoraka; B = standardizirani koeficijenti modela regresije; SD = standardna devijacija; t = t test; p = razina
statisticke znacajnosti; KONST. = konstanta; R? = kvadrirani regresijski koeficijent; R.? prilagodeni (adjusted) kvadrirani
regresijski koeficijent; o = standardna devijacija reziduala; F = distribucija modela

Na Slici 3.52 prikazano je kretanje omjera AA/EPA u tkivu kamenica kroz mjesece. Od travnja do
kolovoza mjesecna srednja vrijednost raste gotovo linearno od 0,11 do 0,23, te se u rujnu povecava
na maksimalni omjer od 0,34. Potom se omjer smanjuje sve do veljace (0,12), s poveéanjem u ozujku
(0,24). Predvidanja modela dobro prate mjese€ne srednje vrijednosti, s najve¢im odstupanjem u rujnu

i prosincu.
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Slika 3.52 Rasprienje varijable omjer AA/EPA u tkivu kamenica u odnosu na mjesece

Slika 3.53 prikazuje ucinke koncentracije sulfata, otopljenog kisika i koncentracije amonijaka na
oCekivani omjer AA/EPA u tkivu kamenica. Za svako povecéanje koncentracije sulfata od 0,05 pmol/L,
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ocekivani omjer AA/EPA raste za 0,089. Za povecanje zasi¢enosti kisikom za 5 postotnih bodova,

ocekivani rast omjera AA/DHA iznosi 0,026. Povecanjem koncentracije amonijaka za 0,1 pmol/L

oCekivana vrijednost omjera AA/DHA smanjuje se za 0,016.
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Slika 3.53 Regresijska funkcija varijable AA/EPA s obzirom na varijable a) koncentracija sulfata, b)

otopljeni kisik i ¢) koncentracija amonijaka
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3.10.5. Predvidanje koncentracije lipidnih peroksida (LP) tijekom godine

Koncentracija lipidnih peroksida ima najveée korelacije s varijablama: salinitet (-0,53), TPM (-0,48),
PIM (-0,42), te koncentracijom nitrata (-0,32) i fosfata (-0,56) (Tablica 4.34). Zbog heterogenosti
varijance reziduala i postojanja utjecajnih slu€ajeva, zavisna varijabla je logaritmirana, Sto je
rezultiralo homogenom varijancom i poboljS§anom normalnosti reziduala, kao i znatnim smanjenjem
utjecaja tih slu€ajeva.

Znaajnom se pokazala linearna veza sa salinitetom, dok je koncentracija nitrata transformirana
kvadratnim korijenom zbog postizanja bolje linearnosti. Svi koeficijenti su zna€ajni uz razinu
znacajnosti 0,001 (Tablica 3.39).

Lack-of-fit test je pokazao da postoji zna€ajna razlika izmedu modela u tablici 6 i ANOVA modela po
mjesecima (p < 0,001). To sugerira da model u Tablici 3.39 mozda nije dovoljno kompleksan ili nema
pravi oblik regresijske funkcije, no s povec¢anjem veli€ine uzorka vec¢i model bi mogao rezultirati

overfittingom. R? za ANOVA model iznosi 0,94.

Tablica 3.39 Rezultati regresijske funkcije za varijablu log(lipidni peroksidi)

N =120 B SD t p
KONST. 11,74 1,582 7,42 <0,001
Nitrati*? (umol/L) 0,71 0,183 3,91 <0,001
S (psu) -0,34 0,053 -6,42 <0,001
RP=076  RZ=072 o=049 M4 11922401

(p <0,001)
KRATICE: N = broj uzoraka; B = standardizirani koeficijenti modela regresije; SD = standardna devijacija; t = t test; p = razina
statisticke znacajnosti; KONST. = konstanta; R® = kvadrirani regresijski koeficijent; R,” prilagodeni (adjusted) kvadrirani
regresijski koeficijent; o = standardna devijacija reziduala; F = distribucija modela

Na slici 3.54 vidi se kretanje varijable koncentracije lipidnih peroksida u tkivu kamenica po mjesecima.
Nakon podjednakih srednjih vrijednosti u sije¢nju i veljadi (cca. 6,5 nmol LOOH/mg lipida), u oZujku je
nastupilo naglo smanjenje, te se u travnju postiZze minimalna mjesecna srednja vrijednost (0,4 nmol
LOOH/mg lipida). U svibnju se postize maksimum (15,4 nmol LOOH/mg lipida) nakon €ega je
ponovho naglo smanjenje. Srednje vrijednosti u rujnu jo$ jednom se povecavaju na 8,2 nmol
LOOH/mg lipida. Predvidanja modela donekle prate kretanje srednijih vrijednosti, no ima i znacajnih
odstupanja, 8to potvrduje zakljucke lack-of-fit testa. Najveca odstupanja su u oZujku, svibnju, srpnju,

kolovozu i rujnu.
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Slika 3.54 RasprSenje varijable koncentracija lipidnih peroksida u tkivu kamenica u odnosu na

mjesece

Na slici 3.55 prikazani su ucinci koncentracije nitrata i saliniteta na o€ekivanu vrijednost koncentracije
lipidnih peroksida u tkivu kamenica. Veza koncentracije nitrata i lipidnih peroksida prema Slici 3.54 je

gotovo linearna, s iznimkom najmanjih vrijednosti varijable nitrati gdje je regresijska funkcija
zakrivliena. Povecanje koncentracije nitrata za 1 ymol/L, s 0,5 ymol/L na 1,5 umol/L rezultira
apsolutnim povec¢anjem koncentracije lipidnih peroksida od 1,94, nmol LOOH/mg lipida, dok
povecanje s 3 ymol/L na 4 ymol/L rezultira apsolutnim poveéanjem varijable lipidnih peroksida za
1,90 nmol LOOH/mg lipida. Poveéanjem saliniteta mora za 1 psu o€ekivana vrijednost koncentracije

lipidnih peroksida pada za 28,7 %.
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Slika 3.55 Regresijska funkcija LP s obzirom na varijable a) koncentracija nitrata i b) salinitet.
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3.10.6. Predvidanje koncentracije malondialdehida (MDA) tijekom godine

Za varijablu koncentracija malondialdehida (MDA) najveée korelacije zabiljezene su s varijablama
temperatura mora (-0,37), pH (0,30), PIM (0,32) te koncentracijom nitrita (0,62) i sulfata (-0,41)
(Tablica 3.34). Zbog heterogenosti varijance i postojanja outliera, koncentracija MDA je
transformirana logaritmom. lako su pretpostavke modela zadovoljene, ostao je jedan ekstremni
outlier, i to slu¢aj s najvec¢om vrijednoSéu u veljaci (0,75). Taj slucaj je iskljucen iz daljnje analize.

Koncentracija nitrita je u skladu s korelacijama najznacajniji parametar modela, a u model je usla
transformirana kvadratnim korijenom u svrhu postizanja bolje linearnosti. Takoder je u model usla
varijabla pH, koja je zna¢ajna uz razinu znacajnosti 0,05. Lack-of-fit test nije pokazao znacajnu razliku
izmedu modela u tablici 7 i ANOVA modela po mjesecima (p = 0,79). R? za ANOVA model po

mjesecima iznosi 0,52 (Tablica 3.40).

Tablica 3.40 Rezultati regresijske funkcije za varijablu log(MDA)

N = 120 B SD t D

KONST. 11,235 4.188 2,68 0,011

Nitriti** 0,766 0,188 4,08 <0,001

(umol/L) ' ' ' '

DH 1,096 0,518 2,11 0,042
2 2 - F 117) = 11,13

R2=041  RZ=037 o=o318 (% tH7

KRATICE: N = broj uzoraka; B = standardizirani koeficijenti modela regresije; SD = standardna devijacija; t = t test; p = razina
statisticke znacajnosti; KONST. = konstanta; R? = kvadrirani regresijski koeficijent; R.? prilagodeni (adjusted) kvadrirani
regresijski koeficijent; o = standardna devijacija reziduala; F = distribucija modela

Na Slici 3.56 vidljivo je kretanje vrijednosti koncentracije MDA u tkivu kamenica po mjesecima. Od
srpnja do listopada srednje vrijednosti variraju izmedu 0,09 i 0,12 mmol/mg proteina nakon ¢ega se
povecavaju do maksimalnih 0,27 mmol/mg proteina u veljaci (0,43 mmol/mg proteina ako se uzme u
obzir izbaceni slu€aj). Potom se vrijednosti koncentracije MDA smanjuju, uz odstupanje u lipnju (0,20
mmol/mg proteina). Predvidanja modela dobro prate mjesene srednje vrijednosti s najveéim

odstupanjem u sijecnju.
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Slika 4.56 Raspr3enje varijable koncentracija MDA u tkivu kamenica u odnosu na mjesece
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Na slici 3.57 prikazani su utjecaji koncentracije nitrita i pH na o¢ekivanu koncentraciju MDA u tkivu
kamenica. Povecéanje koncentracije nitrita za 0,02 pmol/L, s 0,01 na 0,03 rezultira relativnim
povecanjem koncentracije MDA za 19,4 %, povec¢anje s 0,5 na 0,7 rezultira pove¢anjem od 10,4 %,
dok povecéanje s 1,0 na 1,2 rezultira pove¢anjem od 7,6 %. Svako povecéanje pH mora od 0,1 rezultira
relativnim povec¢anjem koncentracije MDA za 11,6 %.
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Slika 3.57 Regresijska funkcija koncentracije MDA obzirom na koncentraciju nitrita i pH
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4. RASPRAVA

Uzgoj europske plosnate kamenice (Ostrea edulis L.) u Malostonskom zaljevu vazan je zbog
ekonomskog znacenja i nutritivnih kvaliteta ovog Skoljkasa. Stoga je cilj Nacionalnog strate$kog plana
razvoja akvakulture za razdoblje od 2014. do 2020. godine povecati proizvodnju kamenica sa 150t na
1000 t godisnje. Kako bi se uspjeSno povecala njihova proizvodnja, izuzetno je vazno poznavati

utjecaj okoliSa na biokemijski sastav i zdravstveni status kamenica.

12 ¢imbenika okoli$a grupirano je u Cetiri zbirne komponente. Principijelnom komponentnom analizom
pratili smo ovisnost odabranih mjerenih parametara o Cetiri zbirne komponente koje opisuju ¢ak 79,1
% varijance mjerenih parametara. Time smo utvrdili koji od zavisnih mjerenih parametara su statisticki

znacajno ovisni o kojim ¢imbenicima okolida, grupiranima u Cetiri zbirne komponente.

Proteini su najzastupljenija biokemijska komponenta u tkivu Skoljkasa i mogu sluziti kao alternativni
izvor energije tijekom gametogeneze (Beninger i Lucas, 1984), a u oocitama kamenica Cine glavnu
organsku tvar (Holland i Spencer, 1973). Proteini osiguravaju izvor energije i materijal za ugradnju
prilikom gametogeneze, nakon $to se istroSe ugljikohidratne i lipidne rezerve (Yuan, i sur., 2009).
Smanjenje udjela proteina nakon mrijesta (od rujna do ozujka) zabiljezeno je kod mnogih vrsta
Skoljkasa (Berthelin i sur., 2000). U naSem istraZivanju najmanji maseni udio proteina zabiljeZzen je u
lipnju i rujnu, te tako podrZzava hipotezu koju su predlozili Berthelin i sur. (2000), a sli€ne rezultate
dobili su Linehan i sur. (1999) prilikom istrazivanja sezonskih varijacija biokemijskog sastava u
vrijeme mrijesta Pacificke kamenice (Crassostrea gigas Thunberg, 1793). U naSem istraZivanju trend
smanjenja masenog udjela proteina zabiljezen u hladnijem dijelu godine, od listopada do ozujka.
Maseni udio proteina u tkivu kamenica pokazuje statisticki znaCajnu pozitivnhu korelaciju s
temperaturom mora i koncentracijom amonijaka, dok s koncentracijom nitrita i salinitetom mora
pokazuje negativnu korelaciju. Prema rezultatima istaZivanja Galap i sur. (1997) na vrsti Skoljkada
Glycymeris glycmeris da Costa, 1778, proteini su vazan alternativni izvor energije za Skoljkase u
slu€aju nestaSice hrane, pa moZemo pretpostaviti da tijekom uzgoja kamenica u Malostonskom

zaljevu u hladnijem dijelu godine prevliadava relativha nestasica hrane.

Glikogen predstavlja najvazniju sastavnicu ukupnih ugljikohidrata uz maseni udio od oko 50 %
(Robert i sur., 1993), te se prema literaturi udio ugljikohidrata prikazuje kao maseni udio glikogena u
tkivu (Park i sur., 2001). Kamenice poc€inju skladistiti glikogen neposredno nakon perioda mrijesta,
kada su vrijednosti glikogena minimalne, a koli€ina glikogena doseZze maksimalne vrijednosti nekoliko
mjeseci prije slijedeceg mrijesta, kada se glikogen koristi kao izvor energije prilikom proliferacije
spolnih stanica (Linehan i sur., 1999; Cari¢ i sur., 2000b). Glikogen uskladiSten u proljece, u vrijeme
najvec¢e koncentracije fitoplantkona u moru, koristi se za rast i akumulaciju lipida u oocite tijekom
gametogeneze (Abad i sur., 1995). Poznata je Cinjenica da temperatura mora i povecanje

fitoplanktonske mase imaju veliki utjecaj na gametogenezu (Sastry, 1968). Fitoplanktonski cvat u
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Malostonskom zaljevu prisutan je u proljeée i jesen, a ponekad i ljeti (Calié i sur., 2013). Rezultati
ovog istrazivanja ukazuju na nakupljanje glikogena od listopada do maksimuma u sije¢nju, nakon
Cega slijedi blago smanjenje glikogenskih rezervi i minimalni udjeli u travnju, lipnju i rujnu. Sli¢ne
rezultate dobili su Ruiz i sur. (1992) u istrazivanju provedenom na tkivu Pacificke kamenice
(Crassostrea gigas Thunberg, 1793) uzgajane u Spanjolskoj. Sezonske varijacije u sadrZaju
glikogena visoko su povezane sa sastavom dostupne hrane (Patrick i sur., 2006). U ovom istrazivanju
udjeli glikogena u tkivu kamenica tijekom godine u pozitivnoj su korelaciji s koncentracijom POM u
moru. Smanjenje udjela glikogena vrlo je vjerojatno uvjetovano smanjenjem koncentracije organske
partikularne tvari u moru, odnosno zbog gladovanja. U ovom istrazivanju koncentracije otopljenih
fosfata i sulfata u moru imale su negativan utjecaj na maseni udio glikogena. Kod europske plosnate
kamenice (Ostrea edulis L.) iz Malostonskog zaljeva, varijacije u udjelu lipida od travnja do rujna
inverzno su povezane s koli¢inom glikogena, Sto se moze objasniti pretvaranjem glikogena u lipide
koji se biosintetiziraju tijekom gametogeneze. Ovaj fenomen je ve¢ prije dokazan kod razli€itih vrsta
Skoljkasa (Gabbott, 1975; Whyte i sur., 1990; Berthelin i sur., 2000).

Skladistenje i troSenje rezervi hranjivih tvari u tkivu Skoljkasa ponajviSe ovise o stupnju razvoja
gonada, utjecaju okoliSa na metaboli¢ke aktivnosti te o kolicini i sastavu dostupne hrane (Pazos i sur.,
1997a). Proteini, ugljikohidrati i lipidi u tkivu morskih SkoljkaSa prolaze kroz sezonske promjene koje
su primarno ovisne o vrsti hrane i otopljenim hranjivim tvarima, temperaturi mora, salinitetu i
reproduktivnom ciklusu (Gabbot, 1983; Beninger i Lucas, 1984). Opcenito, energetske zalihe
skladiSte se u obliku lipida, glikogena i proteina u periodu prije gametogeneze, kada hrane ima u
izobilju, a tro8e se u periodu produkcije gameta kada su metaboli¢ke potrebe povecane (Dridi i sur.,
2007). Prema tome, rezultati ovog istraZivanja potvrduju hipotezu da sezonske varijacije u
biokemijskom sastavu kamenica predstavljaju dobar pokazatelj njihovog fizioloSkog i prehrambenog
stanja tijekom uzgojnog ciklusa i ciklusa gametogeneze. Ovim radom smo potvrdili da su promjene
biokemijskog sastava SkoljkaSa povezane s njihovim reproduktivhom ciklusom, kao $to je to zakljucio
i Martinez (1991). Kao dodatna potvrda rezultatima ove studije navodi se i istrazivanje biokemijskog
sastava pacificke kamenice (Crassostrea gigas Thunberg, 1793) kod kojih je stres uslijed gladovanja
u kontroliranim uvjetima rezultirao ne samo smanjenjem udjela ugljikohidrata nego i smanjenjem
udjela lipida i proteina (Whyte i sur., 1990).

Bojne studije o sezonskim promjenama masnokiselinskog sastava Skoljkasa (Ruiz i sur., 1992; Robert
i sur., 1993; Linehan i sur., 1999; Li i sur., 2000; Costil i sur., 2005; Soletchnik i sur. 2006; Dridi i sur.,
2007; Sajjadi i sur., 2009b) prikazuju da akumulacija i troSenje lipidnih rezervi ovisi veéinom o utjecaju
okolisnih ¢imbenika na metaboliCke aktivnosti.

Analizirani masnokiselinski profil ukupnih lipida kamenica iz Malostonskog zaljeva vrlo je sli¢an
masnokiselinskom sastavu drugih morskih organizama s dominacijom palmitinske kiseline (C 16:0) te
visokim udjelima eikozapentaenske kiseline (EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA) kako je
opisano u literaturi (Gruger i sur., 1964; Voogt, 1972; Hayashi i Yamada, 1973; Besnard i sur., 1989;
Ahn, i sur., 2000).
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Skoljkasi dobivaju masne kiseline iz hrane i koriste ih kao izvor energije, odnosno skladiste u
triacilgicerole ili modificiraju u fosfolipide (Ackman, 1973). Lipidi u tkivu Skoljkasa, ukljuujuci i
kamenice, nisu razvijeni u obliku adipoznog masnog tkiva kao kod viSih organizama, ve¢ se radi o
intracelularnim kapljicama lipida u specijaliziranim stanicama (Vasallo, 1973; Abad i sur., 1995; P4zos
i sur., 2003).

Ve¢ je od prije poznato kako je udio PUFA kod razli¢itih vrsta riba, rakova i SkoljkaSa u negativnoj
korelaciji s temperaturom mora (Piretti i sur., 1988; Chu i sur., 1991), dok se sadrzaj SFA mijenja u
pozitivnoj korelaciji s temperaturom mora (Pazos i sur., 2003). Veéi udio PUFA u tkivu Skoljkasa je
prilagodba na relativho niske temperature morskog okoliSa i doprinosi odrzavaniju fluidnosti stani¢ne
membrane (Holland, 1973). Na taj nacin im je omoguc¢eno da ostanu fizioloski aktivne tijekom duljeg
razdoblja pri niskim temperaturama mora (Pruitt, 1990). Temperatura mora u ovoj studiji varilala je od
12,1 °C u sije€nju do 27,6 °C u srpnju. Maksimalni udio PUFA u tkivu kamenica u Malostonskom
zaljevu pronaden je tijjekom zimskog dijela godine, nakon povec¢anja koncentracije ukupne
partikularne tvari (TPM) u sije€nju i velja€i. Povecanje koli¢ine PUFA i smanjenje koli¢ine SFA u
trenutku kada je temperatura mora bila niza moze doprinjeti boljem funkcioniranju staniéne membrane
s obzirom da PUFA imaju nizi stupanj talista od SFA. Fitoplankton iz mora vrlo je bogat viSestruko
nezasi¢enim masnim kiselinama EPA i DHA, a ujedno je i glavni izvor za C 18:1n-7, C 18:1n-9te C
18:2n-6 (LA) i C 18:3n-3 (LNA) (Freites i sur., 2002; Ojea i sur., 2004) sto potvrduje visoki udio PUFA
(posebno n-3) u jestivim dijelovima kamenica iz Malostonskog zaljeva. Poveéanje udjela PUFA u
hladnijem dijelu godine dogada se zbog poveéanog akumuliranja n-3 PUFA iz hrane, dok je
koncentracija SFA bila najve¢a u toplijem dijelu godine zbog prilagodbe membrana na poviSenu
temperaturu mora. Primjenom matematickog modeliranja uspjeli smo predvidjeti povecanje udjela n-3
PUFA i n-3/n-6 omjera u membranama stanica sa smanjenjem temperature mora kao posljedicu
povecanja citoplazme i fluidnosti membrana. Prema predloZzenom modelu, udio n-3 PUFA uzgajane
europske plosnate kamenice doseze maksimum kada je temperatura mora izmedu 10 i 18 °C, a
postupno se smanjuje tijekom toplijeg dijela godine kada zapocCinje sezona mrijesta, $to dokazuje
ulogu n-3 PUFA kao S&titnika membrana i strukturnih elemenata oocita (Ruiz et al.,, 1992). Sli¢na
situacija se dogada s modelima koji prate n-3/n-6 PUFA omjer. Za visoki omjer n-3/n-6 PUFA kod
morskih riba je utvrdeno da je vazan za rast i opstanak, dok niski omjer nije imao utjecaj na
funkcioniranje membrane (Brett i Miller-Navarra, 1997). Omijeri n-3/n-6 masnih kiselina tijekom cijele
godine istraZivanja ukazuju na odliénu fizioloSku kondiciju kamenica uzgajanih u Malostonskom

zaljevu, kao Sto predlaZe Soudant i sur. (1999).

U ovom istrazivanju medu masnim kiselinama ukupnih lipida utvrdena je statistiCki znaCajna
povezanost udjela eikozenske kiseline (C 20:1n-9) s temperaturom mora i koncentracijom nitrita
tijekom godine. Kod razliitih vrsta Skoljkasa utvrdeno je da prehrana zooplanktonom doprinosi
povecanju eikozenske kiseline (Watanabe i Takeuchi, 1989), Sto je u ovom istrazivanju potvrdeno u
periodu od ljeta do jeseni. lako sastav masnih kiselina Skoljkada uglavnom reflektira sastav masnih
kiselina njihove hrane (Albentosa i sur., 1996), Skoljkasi su imaju sposobnost produljenja nekih
masnih kiselina (hpr. C 16:1n-7 u C 18:1n-7; C 18:1n-9 (olienska kiselina) u eikozensku; EPA u C
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22:5n-3; AA u C 22:4n-6 (Albentosa i sur., 1996; Delaporte i sur., 2005) kao i njihovu desaturaciju
(npr. 20:3n-6 u AA; ETA u EPA) (Albentosa i sur., 1996). Direktna desaturacija zasi¢enih masnih
kiselina dovodi do konverzije C 16:0 u C 16:1n-9 (palmitoleinska kiselina) i C 18:0 do C 18:1n-9, no
ukoliko se produlji lanac od C 16:0 do C 18:0, tada vrijedi C 16:1n-7 + 2C i nastaje C 18:1n-7 i dokaz
je procesa produljenja sa zadrzavanjem strukture (Monroig i sur., 2013). Metabolizam lipida kod
Skoljkasa nesto je fleksibilniji od toplokrvnih Zivotinja i puno ekonomicniji po pitanju utroSka energije,
te tako Skoljkasi produljuju lance 16:1n-7 do 18:1n-7 prije nego li sintetiziraju C 18:1n-9 de novo
(Monroig i sur., 2013). U ovom istrazivanju udio C 18:1n-9 u fosfolipidnoj frakciji bio je jednak kao i
kod frakcije triacilgicerola, S$to znaci da se sinteza ove masne kiseline odvija preko zajedni¢kog izvora
(Monroig i sur., 2013).

Kamenice mobiliziraju velike koli¢ine masnih kiselina prilikom sazrijevanja spolnih stanica, te imaju
sposobnost desaturacije i elongacije masnih kiselina s 18 C atoma za sintezu AA, EPA i DHA
(Watanabe i Ackman, 1974). Povec¢anje udjela DHA i smanjene udjela EPA ukazuju na mogucéu
adaptaciju na biljnu ishranu kao $to su mikroalge ili pove¢anu metaboli¢ku aktivnost elongacije EPA
do C 22:5n-3 i desaturacije do DHA (Dunstan i sur., 1996).

U ovom istrazivanju omjer AA/EPA statisti¢ki je znagajno povezan s godi$njim ciklusom, odnosno
oscilacijama u temperaturi mora i koncentraciji nitrita i sulfata u moru tijekom godine. U prilog tome
ide i potvrda statisticke analize matemati¢kim modeliranjem koje otkriva varijablu koncentracije
otopljenih sulfata u moru i otopljenog kisika kao glavne pozitivhe prediktore u predvidanju ovog
omjera. Matemati¢kim modeliranjem mogli smo predvidjeti kretanje ove varijable tijekom godine, ¢ime
smo potvrdili standardne statisticke alate. Za omjer AA/EPA se pretpostavlja da je vazan pokazatel;
kvalitete mrijesta i ikre kod morske ribe (Furuita sur., 2003; Mazorra i sur., 2003). Utvrdene vece
vrijednosti omjera AA/EPA u korelaciji su sa jesenskim periodom mrijesta europske plosnate
kamenice uzgajane u Malostonskom zaljevu. Hipoteza koju predlazu Hulbert i Else (1999) o
membranama stanica kao metaboliCkim ,pacemakerima“ moze biti primjenjiva i na kamenice, s
obzirom da smo uspjeli dokazati specifi¢nosti bazalnog metabolizma i omjer ugradnje PUFA u
staniéne membrane tijekom godine. Matemati¢kim modeliranjem bilo je moguce predvidjeti utjecaj
C¢imbenika okoliSa na masnokiselinski sastav ukupnih lipida tkiva kamenica, njihov metabolizam i
promjene u fluidnosti membrana. Sezonske varijacije udjela PUFA ¢ini se imaju poveznicu s
prehranom kao i s reprodukcijom. Gardner i Riley (1981) objadnjavaju kako se PUFA selektivho
koriste kao rezerva energije u periodu nestaSice hrane, $to mozZe objasniti manji udio EPA i DHA u
ukupnim lipidima u srpnju u ovom istraZivanju.

Omijer masnih kiselina C 20:3n-6/18:3n-6 takoder je statisticki znaCajno povezan s temperaturom
mora. Ovaj omjer ukazuje na povec¢anu aktivnost elongaza i produljenje lanaca masnih kiselina u
srpnju i kolovozu. Sezonalnost ovog metabolickog puta biosinteze arahidonske kiseline moguée je
objasniti ubrzanjem metabolizma s poveéanjem temperature mora $to potvrduju i najviSi udjeli AA u
srpnju, kolovozu i rujnu koje smo dokazali ovim istrazivanjem. Telahigue i sur. (2013) su iz pokusa
gladovanja glatke jakovljeve kapice (Flexopecten glaber L.) uocili zna¢ajno odrzavanje udjela AA u

tkivu, 8to ukazuje na poveéanje ove metaboliCke aktivnosti prilikom pripreme za mrijest.
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Kako bi skoljkasi iskoristili dostupne hranjive tvari filtriranjem mora, a s obzirom na sjedilacki nacin
zZivota, moraju prilagoditi stani¢ne funkcije i metabolizam takvom nacinu zivota. Kod Skoljkasa, kao i
kod viSih organizama, lipidi sluze kao funkcionalne komponente u strukturi stanica u membranama,
dok se pohrana lipida i koriStenje energije iz lipidnih rezervi bitno razlikuju (Allen, 1976). Da bi bolje
razumjeli sudbinu hranom unesenih masnih kiselina nije dovoljno samo analizirati ukupne lipide, ve¢
je najvaznije objasniti metode obnavljanja lipidnih frakcija i vrstu obnovljene lipidne frakcije. Gardner i
Riley (1972) medu prvima su objasnili ulogu dvaju lipidnih razreda medu lipidima Skoljkasa i naglasili
vaznost u varijacijama masnokiselinskog sastava traicilglicerola i fosfolipida, s obzirom na to da
analiza samo ukupnih lipida ne daje potpunu sliku metabolizma S$koljkaSa. Zbog nedostatka
informacija o masnokiselinskom sastavu lipidnih frakcija ekonomski uzgajanih vrsta Skoljkasa,
sveobuhvatna analiza provedena u ovome radu, omogucava detaljniji uvid u metabolizam lipida

Skoljkasa.

Masne kiseline u lipidnoj frakciji triacilglicerola skladiste se kao izvor energije, a mogu sluziti i kao
priviemeni rezervoar PUFA koje se onda mogu transferirati u strukturalne lipide ili usmijeriti u
specificne metabolicke puteve (Ackman, 1983; Napolitano i sur., 1988). Promjene u sastavu masnih
kiselina usko su povezane s koli€inom dostupne hrane, a veéi udjeli PUFA ukazuju na dobru
prehrambenu kondiciju (Dridi, 2007). Waldock i Nascimento (1979) dokazali su da su udjeli LN, LIN,
AA, EPA i DHA u tkivu larvi pacificke kamenice (Crassostrea gigas Thunberg, 1793) identi¢ni sastavu
masnih kiselina algi kojima su se hranile. Vrlo je vjerojatno da su udjeli PUFA masnih kiselina u
triacilglicerolima kamenica iz Malostonskog zaljeva integrirani uslijed resorpcije masnih kiselina iz
hrane. U ovom istraZivanju SFA u frakciji triacilglicerola su varirale od 14,13 % u travnju do 32,97 % u
rujnu, a PUFA od 41 % u rujnu do 77,14 % u travnju. Za sezonalne promjene masnokiselinskog
sastava tracilglicerola u tkivu kamenica dokazano je da su dobar indikator sazrijevanja spolnih
stanica. Najveée varijacije utvrdene su u periodu neposredno prije mrijesta, buduéi da kamenice
pohranjuju triacilgicerole u oocite kako bi osigurale energetske rezerve liCinkama za razvoj (Pernet i
sur., 2007). Visoke razine n-3 PUFA i ukupnih PUFA frakcije triacilglicerola zabiljezene u proljece i
jesen u odnosu na ljeto upuéuju na to da se ova lipidna frakcija trosi tijekom sezone mrijesta kao izvor
energije te za sintezu vitelogenina (Gallager and Mann, 1986). U ovoj frakciji DHA pokazuje
maksimum od travnja do lipnja Sto je u korelaciji s koncentracijma hranjivih soli u moru. Smanjenje
razine EPA od lipnja do kolovoza moZe biti objaSnjeno sintezom prostaglandina kojima je EPA
prekursor ili konverzijom EPA u DHA zbog povecanja aktivnosti A* desaturaze (Monroig i sur., 2013).
S druge strane Watanabe i Ackman (1974) opisuju omjer ovih dviju masnih kiselina kao 1:2 u korist
EPA. Za pojavu povecéanog relativnog masenog udjela PUFA (narocCito EPA i DHA) u istom periodu
spominje se moguca prolagodba Skoljkasa na nize temperature mora (Holland, 1978). Watanabe i
Ackman (1974) istrazili su uzroke iskoriStavanja masne kiseline C 18:4n-3 iz algi i skladiStenja u
triacilglicerolima Skoljkasa i otkrili da se C 18:4n-3 elongira do EPA. U frakciji triaciglicerola udio n-3
masnih kiselina poveéavao se od jeseni do prolje¢a, u oZujku je primje¢eno djelomiéno smanjenje i
naglo povecanje u travnju, koje je pratilo ponovno smanjenje u svibnju i lipnju, dok je u ljetnom

periodu udio n-3 bio stabilan. Smanjenje udjela n-3 PUFA triacilgicerolne frakcije u periodu izmedu
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listopada i studenog vjerojatno je uzrokovano transportom masnih kiselina u gonade ili prehranom sa
smanjenim udjelom tih masnih kiselina. Prilagodba ameri¢ke kamenice (Crassostrea virginica Gmelin,
1791) na hladno more kroz dulji period uzrokovala je pove¢anu ugradnju LN i LNA masnih kiselina u
triacilglicerolnoj frakciji (Chu i Greaves, 1991). S obzirom na sve navedemo mozemo pretpostaviti da
se triacilgliceroli zajedno s glikogenom akumuliraju tijekom perioda visoke dostupnosti hrane i
iskoriStavaju u periodima nedostatka hrane, pa je prema koli¢ini i sastavu triacilgicerola moguce
utvrditi hranidbenu kondiciju zivotinja (Fraser i sur., 1985).

U ovom istrazivanju u odnosu na ostale lipidne frakcije, udio n-6 masnih kiselina bio je mnogo veéi u
frakciji triaciglicerola, narocito LA i AA. Relativni maseni udio n-6 PUFA u ljeto i jesen bio je nesto veci
nego u proljeée i zimu, sliCan rezultat pronasli su Taylor i Savage (2006) u istrazivanju godi$njih
razlika u udjelima masnih kiselina novozelandske zelenousne dagnje (Perna canaliculus Gmelin,
1791).

U frakciji triacilglicerola eikozatetraenoi¢na kiselina (C 20:4n-3, ETA) pokazuje izrazitu negativnu
statisticku povezanost s temperaturom mora i koncentracijom otopljenih sulfata. S obzirom na
povecane udjele u zimskim i proljethim mjesecima u odnosu na ljeto i jesen mozemo pretpostaviti
kako je udio ove masne kiseline pokazatelj pojacne aktivnosti elongacije stearidonske kiseline (C

18:4n-3, SDA) u metabolitkom putu sinteze EPA i DHA tijekom zime i proljeca (Monroig i sur., 2013).

Fosfolipidi rijetko imaju zna€ajne udjele SFA osim palmitinske (C 16:0), margarinske (C 17:0) i
stearinske (C 18:0), uglavhom zbog nepromjenjivog fosfolipidnog dvosloja stani€énih membrane kojeg
¢ine PUFA (Sergent i sur.,, 2002). Fakras (1979) napominje kako je masnokiselinski sastav
fosfolipidne frakcije lipida jedan od glavnih faktora koji kontroliraju fluidnost membrane i stalno se
prilagodava temperaturi okoliS8a. U ovom istraZivanju frakcija fosfolipida u tkivu kamenica sadrZzavala
je viSe PUFA nego SFA, a od PUFA prevladavale su C 16:4n-3, LA, AA, EPA i DHA &to ide u prilog
identifikaciji sastava stani¢nih membrana kamenica. U frakciji fosfolipida udio DHA dominirao je
tijekom cijele godine, osim u svibnju, $to su prikazali Caers i sur. (2000). Glavna uloga DHA je u
odrzavanju strukture i funkcije stani¢nih membrana. U frakciji fosfolipida udio SFA varirao je od 21,45
% u listopadu do 48,78 % u ozujku, a PUFA od 1,23 % u studenom do 70,08 % u rujnu. lako se
smatra da triacilgliceroli imaju veci udio PUFA nego fosfolipidi, u ovom istrazivanju je utvrdeno da je
tre¢ina svih masnih kiselina fosfolipida upravo PUFA i to ponajvise EPA i DHA. Pazos i sur. (1997a)
objavili su da je udio PUFA kod Crassostrea gigas Thunberg, 1793, narocito fosfolipidne frakcije,
negativno povezan s temperaturom mora. Ovaj fenomen se inae objaSnjava promjenom fluidnosti
sastava masnih kiselina u membranama stanica, s obzirom na vedi stupanj taliSta PUFA u odnosu na
SFA. Istovremeno Besnard i sur. (1989) spominju da je ugradnja PUFA u fosfolipide specifi¢na
tijekom prolje¢a i na pocetku ljeta. U tom slu€aju najvece razine PUFA su u korelaciji s visokom
razinom fitoplanktona u moru i reproduktivnim ciklusom, pa je teSko usuglasiti ove dvije hipoteze
(Furuita et al., 2003; Mazorra et al., 2003). Povecanje nezasi¢enosti kod membranskih lipida uzrokuje
bolju fleksibilnost pri niskim tempreaturama (Chu i Greaves 1991; Hazel 1995). U ovom radu utvrdeno
je da kamenice podjednako nakupljaju EPA i DHA u fosfolipidnoj frakciji $to im omoguéuje bolje

funkcioniranje u okruZenju u kojem Zive (Joseph, 1982). U ovom istrazivanju fosoflipidna frakcija tkiva
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kamenica pokazala je manje oscilacije u masnokiselinskom sastavu tijekom godine. PUFA frakcije
fosfolipida imale su maniji udio u periodu nakon mrijesta (svibanj, lipanj, srpanj i studeni, prosinac i
sije€anj), odnosno prilikom oporavljanja gonada. Povecanje vrijednosti n-3 PUFA tijekom sazrijevanja
gonada i nagli pad vrijednosti neposredno nakon mrijesta slaze se s istraZivanjima na spolnim
Zlijezdama zZenki Jakobove kapice (Pecten maximus L.) Besnard i sur. (1989). Kod nekih vrsta
Skoljkada najveci udio PUFA u fosfolipidnoj frakciji zabiljeZen je tijekom ljeta (Ackman, 1983). U ovom
istrazivanju omjer n-3/n-6 PUFA u frakciji fosfolipida bio je veéi u usporedbi s ostalim frakcijama iz
razloga jer fosfolipidi posjeduju vece udjele n-3 PUFA, a manje n-6 PUFA. Fosfolipidna frakcija, u
usporedbi s triacilglicerolima, pokazuje manje varijacije tijekom godine, s obzirom da su fofolipidi
gradevni materijal staniénih membrana (Trider i Castell, 1980). lako su n-3 i n-6 masne keline
esencijalne za rast i razvoj SkoljkaSa, ve¢a potreba dokazana je za n-3 masnim kiselinama koje se
koncentriraju u tkivu, dok se prisutne i lako dostupne n-6 masne kiseline ne koncentriraju u toj mjeri
(Ackman, 1983). Promjena udjela n-6 PUFA fosfolipidne frakcije direkino ukazuje na troSenje
strukturnih lipida, Sto je narocito vidljivo kroz povecanje i smanjenje udjela AA (Child i Lai

koji utje€u na reproduktivne procese u mekusaca (Soudant i sur., 1999). U ovom radu, fosfolipidi su
sadrzavali vec¢i udio AA nego frakcija triacilglicerola u ve¢em dijelu godine. S obzirom da AA ima
ulogu prekursora prostaglandina, moguce je stoga da promjene sastava masnih kiselina unutar
fosfolipida imaju utjecaja na sintezu prostaglandina (Soudant i sur., 1999). Po potrebi AA se moze
biosintetizirati iz traiacilgicerolne LN (Monroig i sur., 2013).

Masna kiselina C 16:4n-3 bila je prisutna u vec¢em postotku u fosfolipidnoj frakciji nego u
triacilglicerolnoj tijekom godine, s maksimalnim vrijednostima u lipnju (35,52 %) nakon perioda
mrijesta, dok je smanjenje udjela zabiljeZzeno u svibnju i studenom. Udio C 16:4n-3 masne kiseline u
fosfolipidima povecava se s porastom temperature mora, $to je vjerojatno posljedica vece prisutnosti
partikularne organske tvari (POM) u okoliSu (Sargent i sur., 1985; Napolitano i sur., 1997; Pond i sur.,
1998)

U ovom istrazivanju sastav masnih kiselina fosfolipidne frakcije nije pokazao statisticki znacajna
odstupanja tijekom godine, Sto su to takoder dokazali P4zos i sur. (1996) kod pacificke kamenice
(Crassostrea gigas Thunberg, 1793). To se moze tumacditi ulogom fosfolipida kao strukturnih lipida u
bioloSkim membranama pa su manje podlozni utjecajima &imbenika iz okolis8a (Tocher i Sargent,
1984).

Slobodne masne kiseline su neesterificirane masne kiseline i ne cirkuliraju slobodno veé su obi¢no
vezane na neki protein (Napolitano i sur., 1988). Neesterificirane masne kiseline ¢ine manji udio u
tkivu beskraljeznjaka te mogu biti apsorbirane i akumulirane u organizmu razliitim metaboli¢kim
putevima (Takahashi i Yamada, 1973). Tijekom nepravilnog skladiStenja Skoljkasa, masne kiseline se
oslobadaju zbog djelovanja fosfolipaza, te se prisutstvo slobodnih masnih kiselina iznad 15% ukupnih
lipida smatra lipidnom degradacijom zbog neadekvatnog skladiStenja uzoraka (Nachman, 1985). Udio
slobodnih masnih kiselina u ovom istraZivanju iznosi oko 8,0 % i u skladu je s prijadnjim istraZivanjima
na beskraljeZnjacima: 11,8 % (Moreno i sur., 1980) odnosno 4-14 % (Takahashi i Yamada, 1973). U
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ovom istrazivanju vodilo se racuna o pravilnom skladidtenju uzoraka kako bi se sprijeCila razgradnja
lipida.

Slobodne masne kiseline karakterizira relativno visok stupanj zasi¢enosti, pri ¢emu su C 16:0i C 18:0
bile najzastupljenije. Svi analizirani uzorci u frakciji slobodnih masnih kiselina imaju manji udio PUFA,
posebice n-3, u odnosu na masnokiselinski sastav frakcija triacilglicerola i fosfolipida. Udio n-9
slobodnih masnih kiselina Cinile su uglavnhom MUFA (C 18:1n-9 i C 20:1n-9). Ovim radom utvrdeno je
da relativni maseni udio n-9 FA, koje potje¢u uglavnom iz prehrane mikro algama, ima pozitivhu
povezanost s otoplijenim kisikom. Zasi¢énost mora kisikom je vazan ¢imbenik koji ukazuje na
produktivnost mora od strane fitoplanktona. Jednostruko nezasi¢ene n-9 masne kiseline su prekursori
za de novo sintezu NMID masnih kiselina (Zhukova, 1991). Ovaj rezultat podrzava teoriju
metaboli¢kog puta biosinteze NMID1 (22:2 A”**) (Monroig i sur., 2013), s obzirom da desaturacijom C
18:0 nastaje C 18:1n-9, a njenom elongacijom nastaje C 20:1n-9. Kao konacni produkt ove biosinteze
nastaje NMID1, €iji udio u frakciji slobodnih masnh kiselina biljezi porast tijekom proljetnog razdoblja.
U ovom istrazivanju utvrden je veliki utjecaj koncentracije otopljenog kisika u moru na mogucéu
aktivaciju metabolickog puta sinteze NMID1 u slobodnim masnim kiselinama. Moguce je da u
nedostatku n-3 i n-6 masnih kiselina putem prehrane, kamenice sintetiziraju NMID masne kiseline
kako bi osigurale normalno funkcioniranje stanica. Negativnhu korelaciju izmedu razine n-3 PUFA i
razine NMID opisao je Klingensmith (1982). Pove¢anje NMID2 povezano je s manjim vrijednostima
EPA kod vrste Crassostrea gigas Thunberg, 1793 (Whyte, 1988). U ovom istrazivanju udio EPA bio je
najmaniji u prolje¢e, ime mozemo potvrditi ove tvrdnje.

Omjer 18:0/16:0 masnih kiselina karakteriziran je kao indeks elongacije masnih kiselina (Monroig i
sur., 2013) i u negativnoj je korelaciji s temperaturom mora. U proljetnom razdoblju, pri niZoj
temperaturi mora, ovaj indeks potvrduje predpostavku o pojacanoj biosintezi NMID1 masne kiseline.
Uz poviSenje temperature mora u ljethom i jesenskom razdoblju omjer 18:0/16:0 je smanjen, $to
ukazuje na smanjenje metaboli¢ke aktivnosti i podrZava teoriju o sintezi PUFA koja se odvija pri niZzim

temperaturama mora s obzirom na stabilnost PUFA i nizu toCku taliSta (Monroig i sur., 2013).

Uvidom u antioksidativni status SkoljkaSa dobavaju se informacije o sposobnostima za obranu od
oksidacijskih oSte¢enja. U dostupnoj literaturi nisu nadeni podaci o antioksidativnom statusu europske
plosnate kamenice u Jadranskom moru. Treéa faza istraZivanja osmiSljena je kako bi se utvrdile
sezonske promjene markera oksidativnog stresa u uzgojnoj populaciji kamenica (Ostrea edulis L.) iz
nezagadenog referentnog mjesta u Jadranskom moru. U tu svrhu koriSteno je tkivo cijele kamenice
kako bi se utvrdila razina antioksidativne obrane (Livingstone, 1993). lzmjereni su indikatori
posredovanog oksidativnog osteéenja stani€nih membrane: malondialdehid (MDA) i lipidni peroksidi
(LP) te aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) i glutation-reduktaze (GR) kao antioksidativnih enzima
u biotransformaciji slobodnih radikala.

Mijere razine oksidativnog stresa koriStene su kao osjetljiv pokazatelj ranog otkrivanja Stetnih ucinaka

u vodenom stanistu (Verlecar i sur., 2007). Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti koliko godiSnje
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oscilacije u moru, vezane za temperaturu, otopljeni kisik i hranjive soli, utjeCu na oksidacijske reakcije
tkiva europske plosnate kamenice (Ostrea edulis L.).

Morski Skoljkasi Cesto se koriste kao biondikatori stanja morskog okoliSa i u praéenju razine
zagadenja ekosustava, a analiza antioksidativnog statusa koristi se kao specifi¢ni biljeg promjena u
okoli$u (Cajaraville i sur., 2000). Skoljkasi su kontinuirano izloZeni razli¢itim tipovima okoli$nog stresa
s obzirom na sjedilacki na€in zivota i nacin hranjenja (Goldberg, 1975). Mnoge studije usmjerene
prema istrazivanju utjecaja okoli$nih stresora na Skoljkase usredoto¢ene su na pitanje - koji od uvjeta
iz okoline potencijalno dovode do stanja oksidativhog stresa - s obzirom da je utvrdena povezanost
izmedu okoliSnih stresora i stope nakupljanja stani¢nih reaktivnih kisikovih vrsta (reactive oxygen
species, ROS) u organizmu (Storey, 1996). Vecina SkoljkaSa pokazuje sezonske varijacije
metaboli¢ke i enzimatske aktivnosti koje su obje povezane s fizikalnim promjenama u okoliSu kao Sto
su: promjena temperature, dostupnost hrane, koli¢ina otopljenog kisika i reproduktivni status (Almeida
i sur., 2007.) PoviSena temperatura mora i visoki udio hrane mogu povecati potrodnju kisika i
generiranje stani€nog oksidativnog stresa, Ciji u€inak se kompenzira povecanjem antioksidativne
obrane (Livingstone, 1993). Povecanu koncentraciju produkata lipidne peroksidacije i aktivnost
antioksidativnih enzima tijekom zime i prolje¢a moguce je direktno povezati s poveéanom osjetljivosti

Skoljkasa na bolesti tijekom tog perioda (Filho i sur., 2001).

Staniéne membrane bogate PUFA su potencijalna meta napada za ROS. Djelovanje ovih rekativnih
vrsta na membranske lipide uzrokuje autokataliticne oksidacijske procese poznate i kao lipidna
peroksidacija. Tijekom ovog procesa lipidi se oksidiraju i stvaraju lipidne hidroperokside (LOOH") kao
primarne produkte. Formiranje LOOH™ u membranama ometa normalni stani¢ni metabolizam, aktivira
adaptivne procese i/ili uzrokuje smrt stanica (Girotti, 1998). Tkiva 3koljkaSa posjeduju vece udjele
PUFA pa su stoga Skoljkasi podlozniji lipidnoj peroksidaciji (Pampanin i sur., 2005). Indikatori lipidne
peroksidacije stoga se koriste kao biljezi oStecenja stani€ne membrane slobodnim radikalima.
Povecane koncentracije biljega lipidne peroksidacije ukazuju na okoliSni stres (Sheehan i Power,
1999). Sezonalnost razine lipidne peroksidacije takoder se moze mijenjati uslijed promjena u
reproduktivnom ciklusu i fizikalno-kemijskih parametara mora (Cancio i sur., 1999).

Vrhunac razdoblja mrijesta kod vrste smede dagnje (Perna perna L.) dogada se u kasnu jesen $to se
podudara s visokom razinom lipidnih peroksida u tkivu tijekom tog razdoblja (Filho i sur., 2001). Kako
je vec ranije spomenuto, u vrijeme mrijesta povecéani su udjeli lipida i ugljikohidrata u tkivima
Skoljkasa, pa su podlozniji lipidnoj peroksidaciji te im je potreban dulji period oporavka (Filho i sur.,
2001).

U ovom istrazivanju koncentracije lipidnih peroksida u tkivu kamenica, koji nastaju kao prvi produkti
lipidne peroksidacije, koriStene su za otkrivanje ranog oksidativnog stresa (Almeida i sur., 2007).
Koncentracija LP u tkivu kamenica u negativnoj je korelaciji s obiljeZjima sezone Komponenta 1

(TPM, PIM i fosfati) te salinitetom mora, no nije utvrdena statisticka znacajnost.
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Matematic¢kim modeliranjem za varijablu koncentracija lipidnih peroksida u tkivu kamenica, dizajnirani
matemati¢ki model predvida vezu s koncentracijom nitrata, koja je u modelu gotovo linearna, s
iznimkom najmanijih vrijednosti. Istovremeno model prikazuje izrazito visoke koncentracije lipidnih
peroksida pri nizem salinitetu mora. 1z navedenog mozZemo pretpostaviti kako veliki priljev slatke
vode, bilo iz rijeke Nereve, slivnim ili oborinskim vodama sa sobom nosi i vee koncentracije
otopljenih soli (nitrati) te posljedi€no smanjuje salinitet mora Sto zajedno doprinosi vecoj osjetljivosti
Skoljkasa i lipidnoj peroksidaciji masnih kiselina u membranama stanica. Kamenice obi¢no Zive u
boc¢atoj vodi, gdje se mogu pojaviti Siroke varijacije saliniteta i temperature mora. Kamenice su dobro
prilagodene niskom salinitetu <23 psu, iako je predloZzeno da im bolje odgovaraju uvijeti poviSenog
saliniteta (> 30 psu) (Laing i sur., 2006), a mogu tolerirati promjene saliniteta u rasponu 15-35 psu bez
uCinka na ponasanje i hranjenje (Chanley, 1958). Ipak, Korringa (1976) prikazuje da dugotrajne niske
razine saliniteta inhibiraju aktivhost hranjenja. Kombinacija niske slanosti i veée temperature mogu
izazvati zna€ajanu smrtnost kod kamenica, pa je tako niza dnevnu stopa smrtnosti O. edulis L. pri
niskom salinitetu uoCena u kombinaciji s temperaturom mora od 5 °C u usporedbi sa jednakim

salinitetom pri temperaturi mora od 10 °C, kada je smrtnost bila ve¢a (Rédstrém i Jonsson, 2000).

U ovom istrazivanju koncentracija malondialdehida u tkivu kamenica, koji nastaje kao zavrdni produkt
lipidne peroksidacije, koriStena je za otkrivanje kroni¢nog oksidativhog stresa (Almeida i sur., 2007).
Razina MDA u tkivu kamenica povec¢ava se u odnosu na povisenje temperature mora i koncentracije
nitrita u moru, no nije utvrdena statisticka znacajnost. Sli¢ne rezultate opisuju Filho i sur. (2001) u
probavnoj Zlijezdi smede dagnje (Perna perna L.) tijekom svibnja i studenog kao posljedicu pojac¢anog
metabolizma tijekom sezone mrijesta.

Matemati¢kim modeliranjem za varijablu koncentracija MDA u tkivu kamenica dizajnirani matematicki
model predvida linernu vezu s koncentracijom nitrita, $to podrzava ve¢ navedeni stresni ucinak
prevelike koncentracije hranjivih soli u zaljevu na primjeru veée koncentracije lipidinih peroksida.
Utjecaj pH mora na ocekivanu koncentraciju MDA u tkivu kamenica moguce je objasniti ve¢om
osjetljivoSéu kamenica pri pH mora ve¢em od 8,0, te zaklju€ujemo kako su vrlo male promjene u pH

imale ucinka na peroksidaciju lipida i stvaranje malondialdehida.

Membranske masne kiseline s dvostrukim vezama podloZzne su peroksidaciji u prisutnosti slobodnih
radikala. Superoksid-dismutaza (SOD) pretvara O," radikale, nastale prilikom aerobne respiracije i
prilikom razli¢itih metaboli¢kih aktivnosti, do H,O,. U ovom istraZivanju izmjerena aktivhost SOD bila
je u pozitivnoj korelaciji s koncentracijom nitrita i salinitetom mora. Promjene u aktivnosti SOD zbog
poviSene koncentracije otoplienog kisika u moru ne mogu se objasniti pove¢anom produkcijom
slobodnih radikala s obzirom da se topivost kisika u moru smanjuje kako se temperatura mora
povecava. Povecanje temperature mora moze dovesti do povecane filtracije i hranidbe te posljedi¢no
tome do povecane razine metabolizma. PoviSena temperatura mora uzrokovala je povecanje
aktivnosti SOD i smanjenje koncentraciie MDA u tkivu kod Lobiger serradifalci Calcara, 1840 i

Oxynoe olivacea Rafinesque, 1814 (Opisthobranchia, Mollusca) (Cavasa i sur., 2005).
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U organizmu podvrgnutom stresu poveca se produkcija ROS, raste koncentracija vodikovog
peroksida (H,O,) i slobodnih radikala uklju€ujuci hidroksi radikal (OH) i superoksid anion (O).
Glutation-reduktaza (GR) je regenerirana od oksidiranog glutationa (GSSG) koji je skuplja¢ slobodnih
radikala i supstrat za druge enzime. GR je enzim koji reducira glutation disulfid (GSSG) u sulfhidrilni
oblik (GSH) koji je vazan stani¢ni atioksidans (Meister, 1988). Za 1 mol GSSG potreban je 1 mol
NADPH za redukcijsku reakciju, stoga stanice koje su izloZzene oksidativnhom stresu trebaju velike
koliCine glukoze za proizvodnju NADPH. U ovom istrazivanju, od svih ispitivanih antioksidtivnih
enzima GR ima najvecu osjetljivost prema okoliSnoj dinamici te varira tijekom godine s maksimalnim
vrijednostima u ljeto i zimu, a najvecu statistiCku povezanost ima s koncentracijom nitirita u moru.
Sezonske promjene okolisnih ¢imbenika moduliraju indukciju antioksidativnih enzima kao zastitnu
mjeru protiv stresa koja povecava proizvodnju ROS (Santovito i sur., 2005). Pove¢ana metabolicka
aktivnost tijekom sezone mrijesta moze biti razlog pove¢anom stvaranju slobodnih radikala koji
rezultiraju oksidativnim stresom (Filho i sur., 2001). Ovi autori takoder potvrduju kako se O, radikali
stvaraju prilikom povecanih metaboliCkih aktivnosti. Sezonske promjene aktivnosti GR uo€ene su i
kod dagnje (Mytilus edulis L.) (Manduzio i sur., 2004). Ovi enzimi Stite stanice od slobodnih radikala i
konjugiraju ih do glutationa, neutraliziraju¢i mjesta vezivanja elektrona i stvaraju produkte topive u
vodi. Temperaturni stres aktivira povecéanje razine glutationa kao kompenzatorni mehanizam, kako bi
omogucio kamenicama da zadrze GSH/GSSG omjer bez obzira na oksidativni stres (Zhang i sur.,
2003; Lushchak i sur., 2011). Povec¢ane vrijednosti razliCitih antioksidansa mogu biti uzrokovane
priviemenim uzrocima te imati direktnu poveznicu s okoliSnim parametrima kao i reproduktivnim
ciklusom (Verlecar i sur., 2007).

Ova studija naglaSava enzimatske antioksidanse kod kamenica i procjenjuje interakciju okoliSnih
abioti¢kih u€inaka. Od mjerenih ¢imbenika najveéi utjecaj imali su temperatura mora, koncentracija
otopljenih soli i partikularne tvari u moru, koji utjie€u na metabolizam rezultiraju¢i akumulacijom ROS
(Rajagopal i sur., 2005).

U ovom istrazivanju niti jedan od mjerenih parametara oksidativhog stresa nije imao znacajnu
statisticku povezanost s ¢imbenicima okoliSa Sto mozemo pripisati relativno Cistom i nezagadenom
moru. Aktivnost enzima kao i koncentracije produkata lipidne peroksidacije nisu bile konstantne
tijekom godine $to se mora uzeti u obzir tijekom buducih istrazivanja utjecaja zagadivala na ovu vrstu

Skoljkasa.

Ovim istraZivanjem utvrdeno je da godiSnje razlike u biokemijskom sastavu, masnokiselinskom
sastavu lipida i lipidnih frakcija te antioksidativnom statusu tkiva kamenica mogu nastati zbog sloZene
interakcije izmedu egzogenih abiotickih i biotickih ¢imbenika kao $to su temperatura mora, salinitet
(Prevodnik i sur., 2007), pH (Lima i sur., 2007) i dostupnosti hrane (Khessiba i sur., 1992), te

endogenih ¢imbenika kao $to su reproduktivni ciklus (Filho i sur., 2001).
U istraZivanjima iz podrucja znanosti o okoliSu i biotehnologije statisticka obrada podataka koristi se

iskljucivo radi dokazivanja uzrono-posljedi¢nih veza i objasnjenje povezanosti istrazivanih varijabli. U

ovom istrazivanju, pored standardnih statistickih testova, koristili smo tehnike matemati¢kog
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modeliranja u svrhu pronalazenja matematickih modela koji imaju najbolju to¢nost predvidanja
dogadaja na osnovi izmjerenih Cibenika okoliSa i biokemijskih parametara tkiva kamenica (Shmueli,
2010). Pokusali smo opisivanjem i pronalazenjem matematic¢kih metoda predvidjeti vrijednosti udjela
sume pojedinih skupina masnih kiselina ovisno o njihovom stupnju nezasi¢enosti, masnokiselinske
omjere ukupih lipida, razinu produkata lipidne peroksidacije i njihovu medusobnu ovisnost, te ovisnost
o okolignim &imbenicima tijekom godine, kao $to predlazu Coz-Rakovac i sur. (2008) na primjeru
biokemijskih parametara krvi riba. U naSoj studiji kod Ostrea edulis L. prikazali smo vremensku
varijabilnost pojedinih abiotskih i biotskih ¢imbenika okolisa §to je rezultiralo zna¢ajnom dinamikom
masnokiselinskog sastava i anioksidativhog statusa, koji su se mogli predvidjeti matemati¢kim
modelima.

Zasi¢enje mora kisikom bio je kritiCan parametar okoliSa koji je imao znacajan utjecaj na udio PUFA,
osobito n-3 i omjer n-3/n-6 kao i AA/EPA i AA/DHA omijer u tkivu kamenica (Barisi¢ i sur., 2015).
Ovakvi rezultati takoder su zabiljezeni kod mnogih vrsta algi, kod kojih je povecéanje otopljenog kisika
u moru uzrokovalo povecanje oksidacije lipida (Juneja i sur., 2013). Takoder je predlozeno da veca
topljivost kisika u hladnoj vodi nego u citosolu moze stvoriti unutarstaniéno okruzenje s povisenom
razinom kisika te potencirati stvaranje ROS (Abele i Puntarulo, 2004.). PoviSene razine kisika u
okolisu poti¢u proizvodnju ROS, prilikom €ega visoki udio PUFA sugerira visoku osjetljivost na
ukazivati na oksidativho oste¢enje u tkivima kamenicama (Pernet i sur., 2010). Druga moguénost
utjecaja otopljenog kisika moze se objasniti varijacijama PUFA izravno kroz predvidanje koncentracije
planktona. Visoka zasi¢enost mora kisikom oznaCava obilje mikrofitoplanktona poput dijatomeja i
dinoflagelata. Zooplankton i fitoplankton potrebni su kamenicama za optimalan rast i razvoj, a
koncentracija planktona ovisi o stupnju zasi¢enosti kisikom, a time su indikator visoke proizvodnje u
moru. U Malostonskom zaljevu koncentracija dijatomeja dominirala je tijekom jeseni i zime, a
dinoflagelata tijekom proljeéa i lieta (Cali¢ i sur., 2013). Veéi udio EPA u tkivu sluzi kao marker
prehrane s dijatomejama, dok je veéi udio DHA obi¢no marker za dinoflagelate u prehrani (Ezgeta-
Bali¢ i sur., 2012). Zasicenost morske vode kisikom predstavlja vazan Cimbenik za opstanak i rast
kamenice, a nize vrijednosti mogu negativno utjecati na sastav membrana. Precizniji eksperimentalni
dokaz kao prilog ovim moguéim mehanizmima i dalje nedostaje, a buduca istrazivanja trebala bi
usredotoCiti se na tu hipotezu. Pomoéu matematickin modela bilo je moguée predvidjeti utjecaj
zasi¢enosti mora kisikom na udio PUFA u tkivu kamenica, Sto znaci da je za maksimalan udio PUFA

u tkivu najpogodnija razina otopljenog kisika u morskoj vodi oko 95%.

U slucaju AA/DHA omijera, ekstremne vrijednosti otoplienog kisika od idealne mogu predvidijeti
varijacije metabolizma i stupanj staniénog osteéenja. Pretpostavlja se da vec¢i udio AA u tkivima ima
ulogu u imunoloSkom odgovoru Skoljkasa (Pernet i sur., 2007). DHA ima vaznu ulogu na strukturnim i
funkcionalnim razinama stani€éne membrane i sudjeluje u oogenezi i embriogenezi (Hulbert i sur.,
1999). Pomoc¢u naSeg matematickog modela moze se predvidjeti pojavljivanje mrijesta s obzirom da

je zabiljezena niza razina AA/DHA pri zasiéenju mora kisikom od 80-90 %. U isto vrijeme AA/EPA
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omjer u korelaciji s otopljenim kisikom moze sluziti kao prediktor ve¢e koncentracije kisika, $to takoder
moze biti razlog za izazivanje oksidativhog stresa i izrazite imunolo$ke reakcije u tkivu kamenica.
Otopljene hranjive soli (koncentracija sulfata) mogle su predvidjeti ve¢i omjer AA/DHA i AA/EPA. Sve
zajedno, to bi moglo znaditi da se ve¢im unosom hrane izgradujuju stani¢ne membrane i lipidi tkiva,
ali i da prevelika koli¢Gina hrane moze izazvati stresne uvjete i veéi doprinos AA kao dio imunolo$kog
odgovora na ove uvjete (Pernet i sur., 2007). To bi moglo objasniti specificnu ulogu EPA, koja se
odnosi uglavhom na energetsku funkciju i koristenje tijekom embriogeneze (Soudant i sur., 1999).
«Usko grlo» na predvidenim grafovima pokazuje akumulacije prije razvoja gonada s visokim obiliem
hrane i manje udjele EPA u tkivima tijekom mrijesta. Za AA/EPA omjer pretpostavlja se da je vazan
pokazatelj kvalitete mrijesta i ikre morske ribe (Furuita i sur., 2003), te li¢inki i jaja Skoljkasa. Visoki
omjer AA/EPA smatra se mogu¢im dokazom hranjenja kamenica lic¢inkama Skoljkasa (Ezgeta-Bali¢ i
sur., 2012).

AA/EPA omijer takoder je bilo moguce predvidjeti matematickim modelom u odnosu na razinu
amonijaka u morskoj vodi, §to znaci da visoka razina amonijaka u moru predstavlja neodgovarajuce
uvjet za zdravlje i fizioloSko stanje kamenica, kao S§to je to prikazano u drugim morskih
beskraljeSnjacima (Verghese i sur., 2007). Povecanje AA tijekom proljetno-ljetnog razdoblja moze
uzrokovati istovremeno smanjenje udjela EPA (Pernet i sur., 2007) §to upucuje da smanjenje AA/EPA
omjera pri ve¢im koncentracijama amonijaka u morskoj vodi moze odrazavati pojacani imunolo$ki

odgovor tkiva kamenica (Pernet i sur., 2010).
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5. ZAKLJUCCI

VI.

Malostonski zaljev ima uobiCajene sezonske oscilacije abiotickih i biotickih ¢imbenika okolisa.
Tijekom istrazivanog razdoblja nisu utvrdene ekstremno visoke niti ekstremno niske
vrijednosti ¢imbenika okolisa (temperatura mora, salinitet, otopljeni kisik i pH mora),
koncentracije hranjivih tvari (organska i anorganska partikularna tvar), otopljenih hranjivih soli
(nitrati, nitriti, fosfati i sulfati) i koncentracije amonijaka, koje bi imale neocekivani u€inak na

kvalitetu uzgojne sredine.

Oscilacije €imbenika okoliSa tijekom godine pokazuju znaajan utjecaj na promjene

kvalitativnog i kvantitativnhog biokemijskog sastava tkiva kamenica.

Izmjereni smanjeni udio proteina u tkivu kamenica tijekom hladnijeg dijela godine potvrdio je
da su proteini vazan alternativni izvor energije u slu€aju nestasice hrane. Mozemo zakljuditi
da tijekom uzgoja kamenica u Malostonskom zaljevu prevladava relativna nestasica hranjivih

tvari u hladnijem dijelu godine.

Na udio glikogena u tkivu kamenica pozitivno utjeCu koli¢ine raspolozive organske
partukularne tvari (POM), a najveCe vrijednosti glikogena ustanovljene su u zimskom
razdoblju, neposredno prije mrijesta. Varijacije u udjelu lipida od travnja do rujna inverzno su
povezane s koli¢inom glikogena, $to se moze objasniti pretvaranjem glikogena u lipide koji se
biosintetiziraju tijekom gametogeneze.

Dinamiku promjena okoliSnih ¢imbenika u Malostonskom zaljevu moguce je Koristiti za
pracenje varijacija masnokiselinskog sastava lipida. Informacije dobivene ovim istraZivanjem
ukazuju na godiSnje promjene u sastavu masnih kiselina ukupnih lipida i razli¢itih lipidnih

frakcija europske plosnate kamenice.

Sastav masnih kiselina ukupnih lipida ukazuje na vrhunsku kvalitetu kamenica koje su odli¢an
izvor n-3 i n-6 masnih kiselina s obzirom da se udio n-3 i n-6 PUFA u mesu kamenica kre¢e
od 50 mg/100 g tkiva na viSe. Omijeri n-3/n-6 masnih kiselina bili su znac¢ajno viSi u zimu i
jesen. Povecéani omjeri n-3/n-6 masnih kiselina dodatno imaju pozitivan u€inak na ljudsko
zdravlje. Podaci iz ovog istraZivanja upuéuju na to da je kamenica nutritivno optimalna za
konzumaciju u zimu i prolje¢e. Promjena udjela eikozenske kiseline (C 20:1n-9) u ukupnim
lipidima i promjena omjera masnih kiselina 20:3n-3/18:3n-3 ukazuju na aktivhost metaboli¢kih
puteva produljenja i desaturacije masnih kiselina. U radu smo dokazali izmjenu ugradnje
PUFA i SFA u stanicne membrane tijekom godine. Dinamika omjera masnih kiselina AA/EPA
tijekom godine ukazuje na dobru prilagdobu kamenica i reorganizaciju strukture membrana u

ovisnosti o temperaturi mora.
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U radu je dokazana najve¢a promjenjivost udjela masnih kiselina lipidne frakcije
triacilglicerola (TAG) c&ime je potvrdena uloga triacilglicerola kao energetske rezerve
kamenica. Oscilacije udjela eikozatetraenoitne kiseline (C 20:4n-3, ETA) triacilglicerolne
frakcije ukazuju na pojaCanu aktivnost elongacije stearidonske kiseline (C 18:4n-3, SDA) u
metabolickom putu sinteze EPA i DHA tijjekom zimskog i proljetnog razdoblja. Visoka

temperatura i koncentracija sulfata negativno su utjecali na aktivhost ovog metaboli¢kog puta.

U ovom radu dokazali smo da masne kiseline lipidne frakcije fosfolipida (PL) nisu imale
znacajnije oscilacije tijekom godine §to je u skladu s njihovom strukturalnom funkcijom u

staniénim membrana kamenica.

Izmjerene promjene sastava masnih kiselina u frakciji slobodnih masnih kiselina (SMK)
otkrivaju povecanu aktivnost metabolickog puta sinteze NMID masnih kiselina preko n-9
preteca u periodu nestaSice EPA. Istovremeno, promjenjiv omjer masnih kiselina 18:0/16:0
ukazuje na pojac¢anu aktivnost elongacije masnih kiselina pri niskoj temperaturi mora. Ova
studija je po prvi put pokazala postojanje, porijeklo i koristenje NMID masnih kiselina u

interpretaciji metaboli¢kih puteva masnih kiselina europske plosnate kamenice.

Masnokiselinski sastav tkiva kamenica uzgajanih u Malostonskom zaljevu rezultat je utjecaja
koncentracije hranjivih tvari, fizikalno-kemijskih parametara mora, oksidativhog stresa,

kinetike desaturacije i elongacije masnih kiselina te brojnih jo$ uvijek nerazjadnjenih uzroka.

Podaci dobiveni ovim istraZivanjem prikazuju godidnje promjene u antioksidativnom statusu te
predstavljaju vrijedan pokazatelj oscilacija fizioloSkog stanja kamenica uzgajanih u &istom
okruzenju. Ovi se rezultati trebaju uzeti u obzir prilikom monitoringa zagadenosti okoliSa,
ekotoksikoloskih studija na kamenicama, te prilikom unaprijedenja tehnoloskih procesa

uzgoja kamenica.

Opisivanjem i pronalazenjem meduovisnosti matemati¢kim metodama bilo je moguée
predvidjeti sastav masnih kiselina ovisno o njihovom stupnju nezasi¢enosti, masnokiselinske
omjere, razinu produkata lipidne peroksidacije kao i njihovu medusobnu ovisnost, te ovisnost

o okolidnim ¢imbenicima tijekom godine.

Primjenom matemati¢kog modeliranja tj. dizajniranjem modela koji predvidaju reakcije
kamenica na okoliSne Cimbenike otkriveno je da su udjeli n-3 masnih kiselina i omjer n-3/n-6
PUFA ovisni o temperaturi mora i zasic¢enosti mora kisikom. Ovi modeli mogli bi se primijeniti i
na druge vrste Skoljkasa, za promicanje kvalitete hrane iz mora, poboljSanje uvjeta uzgoja i

proizvodnje, kao i optimiziranje uvjeta u kontroliranim pokusima.
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Zakljuccei

XIV. Analognom primjenom matemati¢kog modeliranja otkriveno je da su omjeri masnih kiselina

AA/EPA i AA/DHA ovisni o koli¢ini otopljenog kisika, koncentraciji sulfata i salinitetu mora.
XV. Primjenom matemati¢kog modeliranja predvideno je da su za oksidativni stres kod kamenica

odgovorni povecéanje koncentracije nitrata i nitrita u moru, povecanje pH te smanjenje

saliniteta mora.
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7. SAZETAK

Morski organizmi iz razreda Bivalvia imaju veliku vaznost u akvakulturi zbog svojeg biokemijskog
sastava i prehrambene vrijednosti. Europska plosnata kamenica (Ostrea edulis L.) jedna je od
najvaznijih vrsta Skoljkasa uzgajanih u Europi. Uzgoj u Jadranskom moru ima viSestoljetnu tradiciju, a
Malostonski zaljev jedno je od rijetkih podru&ja, ne samo u Jadranu nego i Sire, gdje se zbog posebno
povoljnih ekoloskih i produkcijskih uvjeta odvija veliki uzgoj ove vrste.

Poznavanje biokemijskog sastava, masnokiselinskog sastava i antioksidativnog statusa SkoljkaSa kao
i njihove interakcije koje se oc€ituju kroz prilagodbu na uvjete okoliSa, vazni su aspekti koje treba
detaljno istraziti kako bi se §to bolje razumijela fiziologija i kvaliteta uzgajanih kamenica, te podrzala
proizvodnja sigurne i kvalitetne namirnice.

Ovo istrazivanje je provedeno u razdoblju od travnja 2009. godine do oZujka 2010. godine na
podrucju uvale Bistrina u Malostonskom zaljevu. U ovom razdoblju detaljno su izmjerene i opisane
interakcije i varijacije okolisnih &imbenika (temperatura mora, salinitet, pH, otopljeni Kkisik,
koncentracije partikularne tvari, koncentracije otopljenih soli i amonijaka).

Biokemijski sastav kamenica analiziran je odredivanjem masenog udijela lipida, proteina i glikogena u
vlaznom tkivu kamenica. Analize masnokiselinskog sastava provedene su u ukupnim lipidima, a
ukupni lipidi su dodatno razdvajani na pojedine lipidne frakcije: triacilgliceroli, fosfolipidi i slobodne
masne kiseline. U lipidnim frakcijama je odredivan masnokiselinski sastav kako bi se Sto preciznije
odredio fizioloSki status kamenica u uzgojnoj sredini. Dodatno su izmjereni i omjeri odredenih masnih
kiselina jer su oni vazan ¢imbenik koji doprinosi kvaliteti uzgajanih kamenica i omoguéavaju bolje
razumijevanje metabolickih puteva masnih kiselina. Varijabilnost ovih omjera uvjetovana je
promjenama u okoliSu $to je istrazivano u ovom radu. Pored navedenog, odredivana je aktivnost
antioksidativnih enzima superoksid-dismutaze (SOD) i glutation-reduktaze (GR) te koncentracija
lipidnih peroksida (LP) i malondialdehida (MDA) u tkivu kamenica, koji pruZaju uvid u stupanj
oksidativnog stresa kroz uzgojnu sezonu.

Testirana je hipoteza da su promjene udjela pojedinih viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
(Polyunsaturated fatty acids, PUFA), aktivnost antioksidativnih enzima i biokemijski sastav tkiva
kamenica povezani s razliCitim godiSnjim dobima. Analizirano je u kojoj mjeri abiotiCki i bioticki
¢imbenici utjeCu na promjene u lipidnom i biokemijskom sastavu te na razinu oksidativnog stresa
kamenica uzgajanih u Malostonskom zaljevu. Dobiveni rezultati usporedeni su s relevantnom
znanstvenom literaturom.

Detaljnom statistickom obradom podataka utvrdena je izrazita zna€ajnost izmedu masenog udjela
proteina u tkivu kamenica i temperature mora, saliniteta, koncentracije nitrita i amonijaka u moru.
Istovremeno maseni udio glikogena imao je znac¢ajnu povezanost s koncentracijom organske tvari,
fosfata i sulfata. Masnokiselinski sastav ukupnih lipida kamenica otkriva visoku hranjivu vrijednost
kamenica. Medu masnim kiselinama ukupnih lipida utvrdena je znacajna ovisnost eikozenske kiseline

o temperaturi mora i koncentraciji nitrita. Omjer AA/EPA pokazao je ovisnost o temperaturi mora i
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koncentraciji nitrita i sulfata. Masne kiseline lipidne frakcije triacilglicerola pokazuju izrazita kolebanja
tijekom godine. Jedino udio 20:4 n-3 pokazuje izrazitu statisticku povezanost s temperaturom mora i
koncentracijom sulfata. Masne kiseline lipidne frakcije fosfolipida nemaju statistiCki znacajne varijacije
tjekom godine. n-9 masne kiseline iz frakcije slobodnih masnih kiselina pokazuju ovisnost o
otoplienom kisiku u moru, dok omjer 18:0/16:0 slobodnih masnih kiselina ima povezanost s
temperaturom mora.

Ovim radom su prvi puta koriStene metode matematickog modeliranja kako bi se dobili prediktivni
modeli koji najbolje opisuju predvidanja fluktuacije udjela masnih kiselina i antioksidativni status tkiva
kamenica u ovisnosti o fizikalno-kemijskim parametrima mora kroz razdoblje od godinu dana.
Rezultati ovog istrazivanja doprinose poznavanju fizioloSkog odgovora kamenica na promjene
okolisnih ¢imbenika. Osim toga, omoguc¢avaju ne samo bolje razumijevanje uvjeta tijekom uzgoja i

uspjeha u reprodukciji, nego i potpuniju karakterizaciju zdravstvenog stanja i kvalitete kamenica.
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8. SUMMARY

Marine organisms from the class Bivalvia have a great importance in aquaculture because of their
biochemical composition and nutritional value. European flat oyster (Ostrea edulis L.) is one of the
most important oyster species grown in Europe. Oyster farming in the Adriatic Sea has a centuries-old
tradition, and Mali Ston Bay is one of the few areas, not only in the Adriatic, but also beyond, where
due to the particularly favorable environmental conditions production of this species occurs.
Knowledge of the biochemical composition, fatty acid composition and antioxidant status of shellfish
as well as their interaction manifested by its adaptation to environmental conditions, are important
aspects that need to be thoroughly investigated in order to a better understanding of the physiology
and quality of cultured oysters, and to support the production of quality sea food.

This survey was conducted from April 2009 to March 2010 in the Bistrina cove of Mali Ston Bay. In
this period were measured in detail and describe the interaction and variation of environmental factors
(water temperature, salinity, pH, dissolved oxygen, concentration of particulate matter, concentration
of dissolved salts and ammonia level).

The biochemical composition of oysters was analyzed by determining the amount of lipid, protein and
glycogen in the oysters tissue wet weight. Fatty acid composition analysis was performed in total
lipids and total lipids were further separated to individual lipid fractions: triacylglycerols, phospholipids
and free fatty acids. Fatty acid composition was determined in each fraction in order to more precisely
determine the physiological status of oysters in the farm conditions. In addition, ratios of specific fatty
acids because were measured as they are an important factor that contributes to the quality of
cultured oysters and a better understanding of the metabolic pathways of fatty acids. The variability of
these ratios is conditioned by changes in the environment, which is investigated in this thesis. Activity
of antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD) and glutathione reductase (GR), and lipid
peroxides (LP) and malondialdehyde (MDA) were measured in the oyster’s tissue, which provide
insight into the degree of oxidative stress through the growing season.

We tested the hypothesis whether the change in the share of certain polyunsaturated fatty acids
(PUFA), antioxidant enzyme activities and biochemical composition in the oyster's tissue is
associated with different seasons. We analyzed the extent to which abiotic and biotic factors influence
change in lipid and biochemical composition and the level of oxidative stress in oysters grown in the
Mali Ston Bay. The results were compared with the relevant scientific literature.

A detailed statistical analysis shows a distinct significance between the amout of proteins in the
oysters tissue and sea temperature, salinity, and concentration of nitrite and ammonia in the
seawater. At the same time the amount of glycogen in the tissues had a significant relationship with
the concentration of particular organic matter, phosphate and sulfate. Fatty acid composition in total
lipids oyster reveals a high nutritional value in farmed oysters. Among the fatty acids in total lipids
eicosenoic fatty acid showed significant dependence on the water temperature and the concentration

of nitrite. The ratio AA/EPA showed a dependence on the water temperature as well as the
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concentration of nitrite and sulfate. Fatty acid lipid fraction of triacylglycerol showed extreme
fluctuations during the year. Only the proportion of 20: 4n-3 showed a distinct statistical association
with seawater temperature and concentration of sulphate. Fatty acid lipid fractions of phospholipids
have no statistically significant variations during the year. n-9 fatty acid from the fraction of free fatty
acids show the dependence with dissolved oxygen in the seawater, while the ratio of 18: 0/16: O fatty
acids had a correlation with seawater temperature.

This study, for the first time, presents methods of mathematical modeling to obtain predictive models
that best describe the fluctuation prediction of fatty acids and antioxidant status of oyster tissue
depending on the physico-chemical parameters of seawater for a period of one year.

Results of this research contribute to the understanding of the physiological responses in oysters to
change of the environmental factors. In addition, this will allow not only a better understanding of
breeding and success in reproduction, but also will allow more effective characterization of health

status and quality of farmed oysters.
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9. ZIVOTOPIS

Josip BariSi¢ roden je 06. kolovoza 1982. godine u Zagrebu gdje zavr8ava osnovnu i srednju 3kolu.
Akademske godine 2000./2001. upisuje Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, na kojem 2007.
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2010./2011., te pod vodstvom dr.sc. Rozalindre Coz-Rakovac i prof. dr. sc. lvangice Dela$ izraduje

ovu doktorsku disertaciju.
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malostonske kamenice dokazivanjem autohtonosti” i “Unapredenje proizvodnje ribe primjenom

probiotika u funkciji povecanja konkurentnosti” kao i drugim projektima koje provodi Laboratorij.

Tijekom poslijediplomskog studija boravio ja na stru¢nom usavrSavanju (Klini¢ki bolnicki centar
Dubrava, Zavod za klini¢ku i eksperimentalnu patologiju, Zagreb, Hrvatska) te je sudjelovao na ljetnoj
Skoli ,Aquaculture-production and management” u organizaciji Robert H. Smith Faculty of
Agriculture, Food and Environment, Rehovot, 1zrael, i MetodoloSkom te€aju u biologiji i medicini "DNA

i RNA" u organizaciji Instituta Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu.

Koautor je 11 znanstvenih radova u ¢asopisima indeksiranim u Current Content bazi, te je sudjelovao
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