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STRUKTURA MIKROBNE ZAJEDNICE U UVALI
VALDIBORA

Roberta Venier

U ovoj studij procijenjen je utjecaj gradskih i industrijskin otpadnih voda na akvatorij
sjeverne luke grada Rovinja. U tu svrhu provedena je sanitarna kontrola mora i analiza
distribucije mikroorganizma na podrucju cijele uvale Valdibora. Uzorkovanja vodenog stupca
provedena su tijekom lipnja 2014 na mrezi od 13 postaja. Stanje vode na referentnim
postajama koje nisu bile pod direktnim utjecajem gradskog oneci$¢enja usporedeno je sa

podrucjima pod utjecajem otpadnih voda.

Sanitarna kvaliteta mora je bila nezadovoljavajuca kraj ispusta bolni¢kog naselja i povremeno
kraj gradske trznice, no najkriti¢nije stanje zabiljeZeno je u djelu uvale Valdibora izloZenom
ispustu tvornice za preradu ribe gdje su razine fekalnih indikatora bile usporedive s onima oko

glavnog kanalizacijskog ispusta grada Rovinja.

Heterotrofni nanoflagelati i cijanobakterije imali su relativho nisku brojnost, dok brojnost
heterotrofnih bakterija oko ispusta rovinjske tvornice za preradu ribe prelazila je granice

prirodnih varijacija za rovinjsko priobalno more.

Izmjerene vrijednosti saliniteta 1 temperature vodenog stupca uvale Valdibora bile su tipi¢ne

za isto¢no priobalje sjevernog Jadrana.

NajniZe koncentracije kisika zabiljeZene su na podrucju ispusta tvornice za preradu ribe zbog
znacajnog unosa organske tvari i njene razgradnje dok je saturacija kisikom u ostatku uvale

bila relativno visoka.

Kljuéne rije¢i: otpadne vode, mikroorganizmi, sanitarna kontrola mora, hidrografski
parametri



STRUCTURE OF THE MICROBIAL COMMUNITY IN
THE BAY OF VALDIBORA

Roberta Venier

This study assesses the impact of municipal and industrial wastewaters on the aquatorium of
the northern port of the town of Rovinj. For this purpose, sanitary control of seawater and the
distribution of microorganisms were carried out throughout the entire area of Valdibora Bay.
Sampling of the water column was performed during June 2014 on a network of 13 stations.
The conditions of the water at the reference stations, which were not under the direct
influence of sewage pollution, were compared to the areas affected by wastewaters.

The sanitary quality of the seawater was unsatisfactory near the outfall of the hospital
complex and, in some cases, near the old town market. The most critical conditions were
recorded in the part of Valdibora Bay exposed to the effects of the fish processing factory
outfall, where the concentrations of faecal indicators were comparable to those recorded

around the main sewage outfall of Rovinj.

The number of heterotrophic nanoflagellates and cyanobacteria was relatively low, while the
number of heterotrophic bacteria around the outfall of the fish cannery exceeded the limits of

naturally-occurring variations for the coastal waters of Rovin;.

The salinity and temperature values in the water column of Valdibora Bay were typical for
the east coast of the North Adriatic.

The lowest concentrations of oxygen were recorded in the area around the outfall of the fish
cannery due to the influx of organic matter and its degradation in the sea while the oxygen

saturation in the rest of the bay was relatively high.

Key words: wastewaters, microorganisms, sanitary quality of the seawater, hydrographic
parameters.
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1. Uvod

OneciS¢enje priobalnih podrucja otpadnim vodama predstavlja jedan od glavnih
problema okoliSa na globalnoj skali (Garrido-Perez i sur., 2008). Otpadne vode donose u
more razne tvari poput: pesticida, deterdzenata, teskih metala, suspendiranih Cestica, hranjivih
soli 1 veliku koli¢inu fekalnih mikroorganizma ljudskog i zivotinjskog porijekla (Gonzalez-
Fernandez i sur., 2010). Unosom patogena u morsku okolinu povecava se mogucnost Sirenja
razli¢itih infekcija i bolesti kod ljudi i Zivotinja direktno kroz morsku vodu i sediment ili
indirektno kroz prehrambeni lanac. Takoder, onecis¢enje otpadnim vodama narusava
gospodarsko-estetsku vrijednost oneciS¢enog podrucja i ugrozava morski ekosustav. Otpadne
vode koje su inafe bogate organskim i anorganskim tvarima mogu uzrokovati promjene u
veliini, strukturi, proizvodnji i funkciji autotrofne i1 heterotrofne mikrobne zajednice
prihvatnog mora i na taj nacin poremetiti funkcioniranje cijelog morskog priobalnog
ekosustava. Budu¢i da su mikrobne zajednice jedna od temeljnih karika morskog sustava
pracenje njihovog stanja u onecis¢enim podrucjima moze pridonijeti boljem razumijevanju
utjecaja antropogenih aktivnosti na morski ekosustav.

Za priobalne gradove kao Sto su Rovinj, gdje je turizam jedna od najvaznijih
ekonomskih djelatnosti, oCuvanje visoke kvalitete priobalnog mora predstavlja jedan od
strateSkih temelja razvoja. Sjeverna luka grada (Uvala Valdibora) izloZena je ispuStanju
gradskih 1 industrijskih kanalizacijskih voda. Tvornica za preradu ribe ispusta mjeseno
izmedu 15000 i 20000 m® voda dok su gradski ispusti znatno manji s oko 1000 m* mjesecno.
Uvala se koristi za privremeno sidrenje turistickih i ribarskih brodova, rekreativni ribolov,
ronjenje, veslanje i kupanje na uredenim plazama sa ugostiteljskim sadrzajima. Blizina
starogradske jezgre, daje dodatnu estetsku, kulturnu i arhitektonsku vrijednost ovoj uvali.
Jedan od prvih koraka potrebnih za oCuvanje uvale Valdibora je odredivanje stanja okoliSa na
tom podruc¢ju. Kako bi se procijenio antropogeni pritisak na tu uvalu i potencijalni rizik za
ljudsko zdravlje analizirati ¢e se struktura morske mikrobne zajednice i sanitarna kvaliteta

mora.



2. Ciljevi i hipoteze istrazivanja

2.1. Ciljevi istrazivanja

Kvantificirati brojnost glavnih komponenti mikrobne zajednice tijekom lipnja u uvali
Valdibora.

Analizirati sanitarnu kvalitetu mora u uvali VValdibora.

Istraziti utjecaj gradskog i industrijskog oneciS¢enja na morsku mikrobnu zajednicu.

2.2. Hipoteze

Industrijske i komunalne otpadne vode znaéajno utjeCu na brojnost i strukturu mikrobne

zajednice u moru.

Ispustanje organske tvari ribljeg porijekla iz tvornice za preradu ribe znacajno utjece na

sanitarnu kvalitetu mora.



3. Literaturni pregled

3.1. Bakterijske zajednice u moru

Njihova se brojnost krec¢e u rasponu od 10% do 10° stanica po mililitru te ovisi o trofickom
statusu odredenog podrudja (Sanders i sur., 1992, Soli¢ i Krstulovi¢, 2000). Po veli¢ini
spadaju u klasu pikoplanktona (od 0,2 do 2um), imaju vrlo jednostavnu morfologiju i visoku
specificnu stopu rasta (oko 0,4/sat) koja im omogucava udvostrucavanje populacije tijekom
kratkog vremena (oko 2 dana) (Krstulovi¢ i Soli¢, 2006). Bakterije spadaju u prokariote i
tradicionalno mogu biti klasificirane pomoc¢u bojanja po Gramu, oblikom stanica, potrebom
za kisikom, pokretljivo$¢u, te metaboli¢kim i prehrambenim osobinama (Krstulovié i Solié,

2006). Medutim u zadnjim se desetlje¢ima njihova klasifikacija sve viSe bazira na

Heterotrofne bakterije su najbrojnija komponenta morskih mikrobnih zajednica.

filogenetskim analizama.

Slika 1.
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Shematski prikaz filogenetskog odnosa glavnih morskih prokariota koji posjeduju jednog
zajednickog pretka. Crna slova ukazuju na sveprisutne grupe mikroorganizama u moru.
Zelena boja oznaCava mikroorganizme koje zive u priobalnim ekosustavima, skupine
oznaCene sivom bojom tipi¢ne su za foticku zonu dok su plave skupine ograni¢ene na
mezopelagi¢nu zonu.




Najveéi dio zajednice prokariotskog pikoplanktona na globalnoj razini ¢ini razred
Alphaproteobacteria (koljeno Proteobacteria; Slika 1). Predstavnici ove skupine bakterija
mogu sadinjavat i do 50% ukupne pikoplanktonske zajednice u eufotickoj i 25% u
mezopelagi¢koj zoni (Cohan, 2001; Carlson i sur., 2009; Vergin i sur., 2013; ). U ovoj skupini
bakterija stanice su manje od 1 um i dobro su prilagodene oligotrofnim uvjetima koji vladaju
u velikom dijelu oceana. Vecina njih su Gram-negativne, dok ostatak spada u Gram
varijabilne zbog nedostatka peptidoglikana.

Razred Betaproteobacteria svrstava se u Gram-negativne proteobakterije. One su
vec¢inom dobro prilagodene razli¢itim staniStima i okoli§ima. Ova je skupina raznolika i ¢esto
se nalazi u slatkim vodama, u boc¢atim vodama estuarija (Glockner i sur., 2000; Newton i sur.,
2011 ) te u morskim ekosustavima smanjenog saliniteta poput Baltickog mora (Riemann i
sur., 2008; Andersson i sur., 2010 Herlemann i sur., 2011).

Koljeno Actinobacteria je skupina koja se Cesto nalazi u morskim pelagi¢kim
ekosustavima, medutim njezina brojnost nije toliko velika kao u slatkim vodama ili u tlu
(Fuhrman i Hagstrom, 2008). Poput razreda Betaproteobacteria predstavnici ovog koljena
brojniji su u bo¢atim vodama estuarija rijeka (Riemann i sur., 2008; Andersson i sur., 2010
Herlemann i sur., 2011) te u morima smanjenog saliniteta poput Baltickog (Riemann i sur.,
2008; Andersson i sur., 2010 Herlemann i sur., 2011). Pripadnici skupine Actinobacteria
pokazuju sposobnost razgradnje razli¢itih spojeva poput agara, hitina, celuloze i
ugljikovodika (Fuhrman i Hagstrom, 2008).

Razred Gammaproteobacteria jos je jedna skupina koljena Proteobacteria, brojna u
vodenom stupcu i morskim sedimentima (Slika 1.) (Fuhrman i Hagstrom, 2008). Ukljucuje
vrstu Vibrio cholerae, uzro¢nika kolere u ljudi, vrstu Vibrio vulnificus, povezanu s infekcijom
rana, vrstu Vibrio anguilarum, patogena riba te mnoge nepatogene vrste (Korlevi¢, 2015).
Ostali poznatiji rodovi razreda Gammaproteobacteria koji su lako uzgojivi su: Alteromonas,
Pseudoalteromonas, Marinomonas, Schewanella, Glaciecola, Ocanospirillum i Colwellia
(Fuhrman i Hagstrom, 2008, Korlevi¢, 2015).

Neke podskupine rodova Gammaproteobacteria specijalizirane su u koristenju
jednostavnih secera ili monomera aminokiselina koji se javljaju u visokim koncentracijama.

Bakterije koje pripadaju razredu Deltaproteobacteria mogu se nac¢i u povrSinskim
morskim sedimentima gdje imaju vaznu ulogu u procesima mineralizacije (Wang 1 sur.,
2013), u dubokim dijelovima oceana (Schattenhofer i sur., 2009) i u podru¢jima gdje je

prisutno antropogeno onecis¢enje (Zhang i sur., 2007).



Predstavnici koljena Bacteroidetes vazan su sastavni dio prokariotske pikoplanktonske
zajednice mora (Slika 1). Radi se o vrlo raznolikoj skupini bakterija ¢iji su predstavnici
pronadeni u mnogim stani§tima od jezera, otvorenih oceana, sedimenata, hidrotermalnih
izvora i morskog leda do probavnog trakta sisavaca (Fuhrman i Hagstrom, 2008). lako u
povrsinskim vodama oceana Cine samo oko 2-4% pikoplanktonske zajednice (Shattenhofer i
sur., 2009) predstavnici ovog koljena imaju vaznu ulogu u razgradnji kompleksne organske
tvari (Kirchmann, 2002). Dokazana im je uloga u razgradnji spojeva visoke molekularne mase
poput proteina i hitina (Cottrell i sur., 2000; Cottrell i sur., 2005).

Skupini morskih prokariota pripadaju i arheje koje se morfoloski razlikuju od bakterija
jer imaju jednostruku stanicnu membranu i nemaju peptidoglikan (spoj Secera i
aminokiselina) u stani¢nim stjenkama. Pored toga, dok su stanicne membrane bakterija i
eukariota gradene pretezno od lipida koji su glicerolni esteri, membrane archaea su gradene
od lipida koji su glicerolni eteri. Arheje Cesto zive u ekstremnim uvjetima ali njihova brojnost
u odredenim dijelovima oceana moze biti jako visoka. Ukupno se procjenjuje da u oceanima
ima u prosjeku oko 1,3 x 10? arheja i 3,1 x 10°® bakterija.

Do danas je opisano oko 250 vrsta arheja koje su svrstane u dva koljena:
Euryarchaeota i Crenoarchaeota (Korlevié¢, 2015). Koljeno Euryarchaeota karakteristicno je
za povrSinske vode (Kirchman, 2008) dok je koljeno Crenarchaeota brojnije u dubokim
vodama (Herndl i sur., 2005). Cini se kako predstavnici koljena Crenarchaeota mogu biti
autotrofi i heterotrofi (Fuhrman i Hagstrom, 2008). Smatra se kako dio pripadnika ovog
koljena fiksira ugljikov dioksid kemoautotrofijom koriste¢i amonijak kao davatelj elektrona i
izvor energije utje¢uéi tako na globalni ciklus dusika (Konneke i sur., 2005; Francis i sur.,
2005; De Corte i sur.; 2009). Fiziologija predstavnika koljena Euryarchaeota manje je

poznata (Korlevi¢, 2015).

Bakterije su sveprisutne u moru te imaju temeljnu ulogu u kruZenju nutrijenata u
hranidbenim mrezama (Azam, 1998). DOC (dissolved organic carbon) je za heterotrofne
bakterije glavni izvor energije i ugljika. One ga vrlo aktivno uzimaju i koriste iz svog okolisa
iako su koncentracije otopljenih labilnih spojeva u vodi niske (od 10 do 10 M) (Williams,
1986), pa su bakterije razvile niz mehanizama da bi se odrzale u morskom okoliSu. Bakterije
imaju izuzetno efikasni transportni sustav kroz stani¢nu membranu i visoki omjer (oko 10)
povrSine 1 volumena stanice. Uz 10, sposobne su izlu€iti egzoenzime pomocu kojih
hidroliziraju partikulatnu i otopljenu organsku tvar do monomera i oligomera koji mogu biti

iskoriSteni.



Vecina morskih bakterija je pokretljiva a njihova brzina kretanja varira u rasponu od 2
do 40 pm/s (Solié¢ i Krstulovi¢, 2000). U uskoj vezi s pokretljivo§éu bakterija je kemotaksija,
odnosno sposobnost bakterija da osjete organsku tvar koja ih privlaci. Stoga bakterije mogu
mijenjati svoj prostorni raspored kao odgovor na gradijent hranjivih tvari u njihovom okolisu.
Jedan primjer takvog gradijenta su “fikosfere”, tj. zone oko stanice fitoplanktona, gdje je
povecana koncentracija DOC-a. Sposobnost bakterija da velikom brzinom mogu ukloniti
znatan dio raspolozivog DOC-a u moru (Azam i Fuhrman, 1984) daje im prednost u
kompeticiji s drugim morskim organizmima koji koriste otopljenu organsku tvar.

Bakterije imaju i viSestruku ulogu u vezi s anorganskim hranjivima i to: u uvjetima
kad imaju dovoljno otopljenog organskog dusika (DON) i otopljenog organskog fosfora
(DOP), mineraliziraju organsku tvar 1 oslobadaju dusik i fosfor koji su potrebni za primarnu
proizvodnju, medutim kada se smanjuje koli¢ina raspoloZivih hranjivih soli, bakterije mogu
postati kompetitori fitoplanktonu. To zna¢i da ovisno o koli¢ini anorganskih i organskih
supstrata, bakterije ¢e biti neto proizvodaci ili neto potroSaci anorganskih soli (Azam i Smith,
1991).

Broj bakterija moze biti znacajno smanjen interakcijama sa drugim mikroorganizmima
kao Sto su mikro i nanoflagelati, cilijati i fitoplankton. Na primjer nanoplanktonski protisti
mogu ukloniti od 54 do 75% bakterijske populacije na dan (Caron i sur., 1992). Ovim putem
se stvara zaseban protok energije kroz koji se dio primarne proizvodnje, izluéen u okoli§ kao
otopljena organska tvar, vra¢a u glavnu hranidbenu mrezu putem mikrobnog kruga (Azam i
sur., 1983). Na brojnost bakterija znatan utjecaj imaju 1 virusi budu¢i da mogu ukloniti oko
20% dnevne bakterijske proizvodnje (Soli¢ i Krstulovié, 2000).

U sjevernom Jadranu bakterije pokazuju brojnosti u rasponu od 0,1*10° do 6*10°
stanica po litri dok se u srediSnjem Jadranu kre¢u od 0,41* 10° do 3,43*10° (Krstulovi¢ i Soli¢,
2006). Najvise vrijednosti izmjerene su u povrSinskom sloju u zapadnom djelu sjevernog
Jadrana (Fuks 1 sur., 2005). S druge strane vrijednosti brojnosti u pridnenom sloju nize su od
onih u povrsinskim vodama i ne mijenjaju se puno u smjeru istok-zapad. Tijekom zime
brojnost heterotrofnih bakterija se smanjuje i relativno je ravnomjerno rasporedena u cijelom
vodenom stupcu. Kad se more zagrije broj bakterija se postepeno povecava, pogotovo u
povrsinskom sloju.

Bakterije u Jadranu pokazuju pozitivnu korelaciju s temperaturom i sa klorofilom a,
dok je njihova korelacija sa salinitetom negativna oznacavajuci da hranjive soli koje dolaze sa

rijekama imaju vaznu ulogu podrzavajuéi rast fitoplanktona i proizvodnju organske tvari u
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moru (Fuks i sur,. 2005). Bakterije brzo odgovaraju na takve promjene i mogu posluziti kao
dobar pokazatelj perturbacija u morskom ekosustavu (Cavari i Colwell, 1988).

Tijekom sedamdesetih godina dvadesetog stoljeca, znanstvenici su smatrali da je uloga
bakterija u oceanskoj hranidbenoj mrezi sekundarna. Tradicionalne metode brojanja bakterija
(na primjer uzgajanje na agaru) davale su kao rezultat malu brojnost, koja se znacajno
razlikovala od one realne. Kriva procjena brojnosti bakterija bila je i posljedica metodologije
koja se temeljila na koriStenje planktonskih mreza s okom veéim od 60 um gdje bi se
prikupile samo alge kremenjaSice 1 kopepodi dok bi bakterije prosle kroz mrezu. Pomocu
novih metodologija dobivene su preciznije procijene bakterijske brojnosti i znacajnosti
njihove uloge u morskom ekosustavu. Tehnika direktnog mikroskopskog brojanja (engl.
direct microscopic counting) razvijena je tijekom sedamdesetih godina (Francisco i sur.,
1973; Hobbie i sur., 1977) i temelji se na brojanju stanica epifluorescentnim mikroskopom.
Ovom metodom znanstvenici su dobili uvid u pravu veli¢inu mikrobne zajednice.

Azam (1983) u ¢lanku “The Ecological Role of Water Column Microbes in the Sea”
(Ekoloska uloga mikroba u vodenom stupcu u moru) po prvi put uvodi termin mikrobna petlja
i napominje da protisti koji se hrane bakterijama pripadaju istoj veli¢inskoj klasi kao i
fitoplankton te vjerojatno predstavljaju vazan dio ishrane planktonskih raci¢a. Mikrobna
petlja je termin koji zapravo opisuje troficki put u morskom okoliSu gdje se otopljeni organski
ugljik (DOC) iz izlu€evina fitoplanktona i mrtvih stanica vraa u hranidbenu mrezu preko
ugradnje u bakterijama i njihove predacije od strane heterotrofnih protista. Mikrobna petlja
dominira u sustavima siromasnim otopljenim organskim duSikom (DON) gdje bakterije
koriste polisaharide izluene od strane fitoplanktona i anorganski dusik u obliku NH4". U
takvim sustavima bakterije predstavljaju kompeticiju fitoplanktonu i preuzimaju glavnu ulogu
u prijenosu ugljika i energije prema viSim razinama hranidbenog lanca. Znacajnost mikrobne
petlje mijenja se ovisno o razli¢itim trofickim uvjetima. U eutrofnim podrucjima njena uloga
je zanemariva. U mezotrofnim vodama znacajnost mikrobne petlje je sekundarna, dok je u
oligotrofnim podrucjima veoma vazna. Mediteransko more je u veéem dijelu oligotrofni
sustav u kojemu mikrobna petlja ima temeljnu ulogu u procesima recikliranja ugljika i

protoka energije prema visim trofickim razinama.



Slika 2. Heterotrofne bakterije obojane DAPI bojom, izlozene UV svijetlu promatrane epifluorescentnim

mikroskopom

3.2. Nanoflagelati

Bicasi ili flagelati (Slika 3.) nadrazred su jednostani¢nih organizama koji okupljaju
oblike posrednih znacajki izmedu Zivotinjskog 1 biljnog carstva. Odredene skupine flagelata
imaju sposobnost fotosinteze i posjeduju plastide u kojima se nalazi klorofil i ponekad jos koji
razli¢iti pigment. Bicasi koji se hrane heterotrofno fagocitiraju male organizme ili Cestice
organske tvari 1 predstavljaju najznacajniju skupinu predatora pikoplanktonskih
mikroorganizma (Fenchel, 1980; McManus i Furhman, 1988; Krstulovi¢ i Soli¢, 20006).
Nanoplanktonski protisti veliki su potroSa¢i prokariota 1 mogu ukloniti od 54% do 75%
cijanobakterija i heterotrofnih bakterija svaki dan (Caron i sur.,1991). Stopa kojom
heterotrofni nanoflagelati (HNF) konzumiraju bakterijski plijen se za najveci broj morskih
okoliSa kreée u rasponu od 1 do 100 bakterija HNF'h™. U sjevernom Jadranu ta vrijednost
iznosi u prosjeku 85 bakterija HNF*h™ (Turk i sur., 1992). Zanimljivo je da jedan flagelat u
jednom satu moze profiltrirati od 1 do 100 nl mora i ukloniti jedinke svojih pljenova koji se
nalaze u toj vodi (Fuks, 1995). HNF imaju dva glavna nacina uzimanja hrane, s jedne strane
filtracijom a s druge hvatanjem plijena. S obzirom da se HNF selektivno hrane s odredenom
veli¢inskom kategorijom, oni istovremeno kontroliraju brojnost bakterija i njihovu veli¢insku

raspodjelu (Ammerman i sur., 1984).



Ova skupina morskih protista obuhvaca veliki broj flagelatnih stanica dimenzija od 2
do 20 um koji nemaju kloroplaste (Krstulovi¢ i Solié, 2006). S obzirom na veliku
filogenetsku raznolikost medu flagelatnim protistima, ne mogu se razmatrati kao jedinstvena

skupina niti u okviru sistematike niti trofickih oblika.

Slika 3. Heterotrofni nanoflagelat obojan DAPI bojom i promatran pomoc¢u epifluorescentnog
mikroskopa. Vidljivi su bi¢evi oko intenzivno svjetle jezgre.

Skupina heterokontnih flagelata jedna je od najbrojnijih medu nanoflagelatima koja je
karakterizirana veli¢inama od 2 do10 pum, sferi¢nim do ovalnim oblikom stanice i prisutno$cu
dva bic¢a, od kojih jedan ili oba imaju flagelarne dlacice. Najznacajnije taksonomske skupine
heterokontnih flagelata ukljucuju rodove: Chrysomonades, Bicosoecides, Pedinellides,
Choanoflagellates, Bodonides i Nanodinoflagellates. Smatra se da su pripadnici skupina
Choanoflagellates i Chrysomonades najefikasniji bakteriovori u moru i da su njihove
koncentracije vece od 103 mlI™ (Krstulovié i Soli¢, 2006).

Postoje 1 odredene skupine nanoflagelata koji su prikazani kao miksotrofi, odnosno
imaju sposobnosti 1 fotosinteze i1 probavljanja partikulatnog plijena, najveéim dijelom

bakterija (Sanders 1 Porter, 1988; Sanders, 1991). U pelagickim morskim zajednicama broj



miksotrofnih  nanoflagelata povremeno doseze 1 preko 50% ukupne brojnosti
nanoplanktonskog fitoplanktona (Krstulovié i Soli¢, 2006).

Rastuci broj studija pokazuje da protisti mogu otpustiti znacajan dio (od 10% do 30%)
fagocitiranog organskog materijala u obliku otopljenog organskog ugljika (Nagata i
Kirchman, 1992). Te vrijednosti upucuju na to da su flagelati potencijalno dominantan izvor
otopljenog organskog ugljika u mnogim dijelovima oceana gdje prevladava primarna

proizvodnja fitoplanktona malih dimenzija (Sherr i Sherr, 1994).

3.3. Cijanobakterije

Cijanobakterije spadaju u autotrofne prokariote (Slika 4.) te imaju jednostavnu
morfologiju i citolosku gradu stanice. Sve cijanobakterije sadrze klorofil a te mogu provodit
fotosintezu (Fuhrman i Hagstrém, 2008). U moru mogu biti u obliku pojedina¢nih kokoidnih
ili Stapicastih stanica, koje su Cesto u paru ili asocirane u duzim nitima. Ponekad u nitastim
oblicima su prisutne i heterociste. Heterociste se razlikuju od vegetativnih stanica prvenstveno
po nedostatku fotosintetskih pigmenata, rezervnih tvari i plinskih mjehuriéa, te po debljoj
stani¢noj stjenci. U uvjetima smanjene koncentracije dusikovih spojeva dolazi do aktivacije
heterocista. Unutar heterociste vladaju anaerobni uvjeti koji enzimu nitrogenazi omogucuju
fiksaciju dusika. Fiksiranjem otopljenog dusika cijanobakterije mogu sintetizirati proteine
koje im omoguéavaju rast. Medutim, ukoliko se koncentracija fosfata u vodi smanji ispod 0,5

mg/l proces fiksacije duSika se zaustavi.

Slika 4. Autofluorescencija cijanobakterija izlozenih zelenom svjetlu u epifluorescentnom mikroskopu
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Cijanobakterije mogu posjedovati plinske vakuole pomocu kojih reguliraju plutanje
stanice u vodenom stupcu. Odredene skupine cijanobakterija su pokretne. Njihova prisutnost
u morskom okoliSu je utvrdena u oceanskim i neritickim vodama, “morskom snijegu” i
fekalnim otpacima (Glover, 1985). Gusto¢a im se u morskoj vodi kre¢e u rasponu od 10* do
10° ml* (Waterbury i Stanier, 1981). U vodama bogatim organskim tvarima moze do¢i do
intenzivnog razmnozavanja cijanobakterija i rezultirati cvjetanjem mora.

Rodovi Prochlorococcus i Synechococcus su najvazniji predstavnici morskih
cijanobakterija. (Slika 1). Cijanobakterije roda Prochlorococcus otkrivene su krajem 80-tih
metodom proto¢ne citometrije (Chisholm i sur., 1988). Ova skupina se smatra kao jedna od
najvaznijih komponenti autotrofnog pikoplanktona svjetskih oceana (Partensky i sur., 1999).
Dimenzije njihovih stanica se kre¢u oko 0,6 pm a glavni fotosintetski pigmenti su im
divinilklorofil a i b no ne i fikobiliproteini. Predstavnici ove skupine nalaze se u eufotickom
podruéju od 40° sjeverne do 40° juzne geografske Sirine, na dubinama i preko 200 m gdje je
dostupno tek 0,1% sunéeve svjetlosti (Silovi¢, 2012).

Rod cijanobakterija Synechococcus je vrlo vazna prokariotska komponenta
autotrofnog pikoplanktona (Silovi¢, 2012). Dimenzije stanica Synechococcus-a kreéu se oko
0,9 um (Chisholm i sur., 1988) a glavni fotosintetski pigmenti su im Klorofil a i
fikobiliproteini (fikocijanin, alofikocijanin, alofikocijanin b, te fikoeritrin) i zeaksantin
(Stainer i Cohen-Bazire, 1977). Vrste ovog roda prisutne su u gotovo svim oceanskim
podru¢jima u koncentracijama od nekoliko desetaka do 107 stanica I™, pri ¢emu je veca
brojnost uocena u eufotickoj zoni, no prisutne su i u jako oligotrofnim podruc¢jima (Partensky
i sur., 1999). Ova skupina cijanobakterija otkrivena je desetak godina ranije u odnosu na
Prochlorococcus zbog posjedovanja pigmenta fikoeritrina koji snazno autofluorescira zuto do
narancasto pod plavim ili zelenim ekscitacijskim svjetlom (Johnson 1 sur., 1979, Waterbury 1
sur., 1979). lako su filogenetski srodni, predstavnici ova dva roda imaju razliCite ekoloske
strategije. Rod Prochlorococcus brojniji je u oligotrofnim vodama, za razliku od roda
Synechococcus ¢ija se brojnost povecava u vodama s ve¢im koncentracijama nutrijenata. Rod
Synechococcus ne prodire toliko duboko u vodu kao rod Prochlorococcus, ali pokazuje Siru
geografsku distribuciju koja ukljucuje vode bogate nutrijentima te polarne vode (Partensky 1
sur., 1999). Takoder, predstavnici ova dva roda pokazuju afinitet prema uzimanju nukleozida
i aminokiselina iz okoliSa te ih se moze smatrati fotoheterotrofima (Beja i Suzuki, 2008). Uz
rod Synechococcus i Prochlorococcus jos je i nekoliko skupina cijanobakterija u morskom

okolisu vazno, prvenstveno zbog njihove uloge u fiksaciji atmosferskog dusika (Fuhrman i
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Hagstrom, 2008). Jedna od takvih skupina je rod Trichodesmium koji je uglavnom ogranic¢en
na tropska 1 suptropska podrucja. Iako rijedak, povremeno se njegova brojnost moze znatno

povecati te se smatra kako moze bitno pridonijeti globalnoj zalihi duSika u oceanima (Capone

i sur., 2005).

3.3. Indikatori fekalnog onecis¢enja

Patogeni mikroorganizmi kvantitativno su najznacajnija kategorija alohtonih
mikroorganizama koja dospijeva u more putem otpadnih voda (Krstulovi¢ i sur., 2006) te
ukljucuju predstavnike bakterija, virusa, gljivica 1 protista. Uzrocnici su Sirokog spektra
bolesti poput kolere, tifusa, dizenterije, gastroenteritisa, hepatitisa te raznih infekcija i mikoza.
Gustoca 1 raznolikost patogena prisutnih u vodama ovisi o broju ljudi na tom podrucju, o
sezonalnoj zastupljenosti nekih bolesti i rasprostranjenosti patogena unutar zajednice (Pipes,
1982). Prezivljavanje patogena koji dospijevaju u more opcenito je relativno kratko 1 krece se
u rasponu od nekoliko sati do nekoliko dana za bakterije do nekoliko tjedana za viruse i
protiste (Krstulovi¢ i sur., 2006). Dio patogenih mikroorganizama koji dospije u more moze
se akumulirati u morskim organizmima, posebno filtratorima kao $to su Skoljkasi, 1 na taj
nacin dose¢i koncentracije znatno viSe nego u okolnoj vodi.

Kako bi se oCuvalo ljudsko zdravlje pri koriStenju mora za rekreaciju 1 proizvodnju
hrane potrebno je odrediti sanitarnu kvalitetu mora. Ona omogucuje procjenu potencijalnog
rizika zaraze patogenim mikroorganizmima, odnosno ukazuje da li broj prisutnih patogena
predstavlja neprihvatljiv rizik za zdravlje (Krstulovi¢ i sur., 2006). Pri odredivanju sanitarne
kvalitete mora skupina patogena se ne analizira direktno jer ukljuCuje stotine vrsta
mikroorganizama koji pokazuju razlicitu vjerojatnost uzrokovanja bolesti (Krstulovi¢ 1 sur.,
2006). Uz to, metode za njihovo odredivanje iz mora jo§ uvijek nisu razvijene ili su vrlo
slozene pa bi njihovo pracenje predstavljalo velike tehnicke i ekonomske zahtjeve. Zbog
navedenih razloga se sanitarna kvaliteta mora prati pomocu raznih indikatora koji mogu biti
mikrobioloski, kemijski 1 molekularni.

Indikatori u oneciS¢enom mediju moraju biti prisutni u koncentraciji koja je
proporcionalna koncentraciji patogena. Brzina detekcije i kvantifikacije kao i izostanak

patogenosti za Covjeka su takoder vazne osobine indikatora. Ako se radi o mikrobnim
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indikatorima, ne smiju se razmnozavati u mediju gdje se mjere, a vrijeme njihovog
prezivljavanja mora biti sli¢cno vremenu prezivljavanja patogena kojeg se prati.

Skupine fekalnih koliforma i streptokoka (Slika 5.) kvantitativnho su povezane s
fekalnim materijalom (Ashbolt, 2001) budué¢i da prosjecan Covjek preko fekalija dnevno
oslobada u okoli§ oko 10™ mikroorganizama, medu kojima ima oko 2x10° koliforma i 5x10°
streptokoka (Ashbolt i1 sur., 2001). Ove bakterije se univerzalno koriste za odredivanje
sanitarne kvalitete mora, a prema njima se odreduju standardi kvalitete vode u cijelom svijetu.
Ukupni koliformi kori$teni su dugi niz godina kao glavni pokazatelji sanitarne kvalitete vode
za pice, rekreaciju i uzgoj Skoljaka. Oni predstavljaju skupinu aerobnih i fakultativno
anaerobnih Gram-negativnih, nesporogenih $tapic¢a koji fermentiraju laktozu na temperaturi
od 35°C i pri tome u razdoblju od 24 sata proizvode kiselinu i plin. U ovu skupinu spadaju
rodovi Escherichia, Citrobacter, Klebsiella i Enterobacter.

U zadnjem desetljecu ova skupina indikatora se sve rjede koristi zato $to ukljucuje i
koliforme ne-fekalnog porijekla. Takoder, visoke koncentracije ukupnih koliforma mogu biti
utvrdene u uzorcima mora kao rezultat velike koli¢ine zemlje s kopna nakon obilnih kiSa
(Krstulovi¢ 1 sur., 2006). Uz to, neki koliformi imaju sposobnost razmnozavanja u prirodnim
vodama 1 tako mogu pokazati lazno oneciS€enje. S obzirom na vrlo kratko prezivljavanje
ukupnih koliforma u morskom okoli$u, prisutnost ovih indikatora ukazuje isklju¢ivo na svjeze
onecis¢enje bilo fekalnim materijalom, bilo zemljom nakon kisa.

Fekalni koliformi predstavljaju podskupinu ukupnih koliforma koji pokazuju direktnu

povezanost s fekalnim zagadenjem iz toplokrvnih zivotinja (Figueras 1 sur., 2000).
Ukljucuju rodove Klebsiella i Escherichia (Dufour, 1977), a operativno su definirani kao
aerobni i fakultativno anaerobni Gram-negativni nesporogeni $tapici koji fermentiraju laktozu
na temperaturi od 44,5°C 1 pri tome u razdoblju od 24 sata proizvode kiselinu i plin. Kao 1
totalni koliformi 1 fekalni koliformi su indikator svjeZzeg oneciS¢enja, medutim smatraju se
boljim pokazateljima zbog specificnosti porijekla i minimalne moguénosti razmnoZavanja u
morskom okoliSu.

Fekalni streptokoki ili crijevni enterokoki su Gram-pozitivni, izduzeni ili ovalni koki
koji dolaze u parovima ili kratkim lancima. S obzirom da fekalni streptokoki najc¢es¢e vode
porijeklo iz crijeva toplokrvnih organizama, njihova prisutnost u morskom okolisu takoder
ukazuje na oneciS¢enje fekalnim materijalom. Medutim ove bakterije mogu se naci i u nekim

biljkama kao i biljnim proizvodima, §to znaci da bi otpadne vode prehrambene industrije
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mogle biti nefekalni izvor streptokoka u moru. U ovu skupinu spadaju rodovi Enterococcus i
Streptococcus (Holt i sur., 1993).

Fekalni streptokoki su otporniji na morsku vodu tako da u ovom mediju prezivljavaju
duze u odnosu na koliforme (Evison i sur., 1980) te pokazuju postojanost slicnu raznim
patogenim bakterijama. Zbog te su osobine fekalni streptokoki pokazatelji neSto starijeg
onecis¢enja u usporedbi s drugim indikatorima. Dodatno, fekalni streptokoki mogu pruziti
precizniju informaciju o izvoru onecis¢enja s obzirom da neke vrste unutar ove skupine imaju
specifiéne domacine. Na taj nacin je moguce, utvrdivanjem kvalitativnog sastava fekalnih
streptokoka, razlikovati da 1i odredeni izvor fekalnog otpada potjece iz domadinstava ili
zivotinja.

Omjer izmedu koncentracija fekalnih koliforma i fekalnih streptokoka (FK:FS) u
uzorku moZe se upotrijebiti kao pokazatelj porijekla fekalnog onecis¢enja. FK:FS omyjer koji
je manji od 0.7 pokazatelj je zivotinjskog porijekla, dok FK:FS omjer veéi od 4.0 pokazatelj

ljudskog porijekla fekalnog materijala, s tim da ovi odnosi vrijede iskljucivo za svjezi fekalni

otpad, odnosno ne stariji od 24 sata (Krstulovié i Soli¢, 2006).

M972
Enterococuus faecalis
29212

Slika 5. Bakterijski indikatori fekalnog oneciS¢enja: Fekalni koliformi (lijevo), Fekalni streptokoki
(sredina) i Fekalni enterokoki (desno).

14



4. Materijali i metode

4.1. Podrucje istrazivanja

Uvala Valdibora, smjeStena na sjevernoj strani grada Rovinja, proteze se od
starogradske jezgre do ortopedske bolnice. Povriina uvale iznosi oko 1,5 km? a dubine se
krecu izmedu 10 m i 20 m. Morsko dno je dosta homogeno, sastavljeno uglavnom od pijeska,
s iznimkom isto¢ne strane gdje prevladavaju stijene vecih dimenzija. Dubina uvale postepeno
1 ravnomjerno se povecava prema zapadu do najdublje tocke na 23 m. Valdibora je izlozena
raznim vjetrovima, pogotovo buri, prema kojoj je dobila i ime, jugozapadnjaku i zapadnjaku.
Zbog toga se ne koristi kontinuirano za sidrene brodova. U uvali postoji nekoliko izvora
kanalizacijskih voda. Najveca koli¢ina otpadnih voda dolazi iz tvornice za preradu ribe koja je
smjeStena u jugoistocnom dijelu uvale. Na sjevernoj strani Valdibore, na oko 70 m od obale,
nalazi se jedan od glavnih gradskih kanalizacijskih ispusta koji prima otpadne vode iz bolnice
1 bolnickog naselja. Na isto¢noj obali uvale nalazi se i kanal koji pridonosi oborinske vode,

dok duz starogradske jezgre kraj trznice postoji nekoliko manjih ispusta kanalizacije.

Ortopedska
bolnica

B2e

OB
VBe
Uvala Valdibora
M2e

G2e M1 "
MO—=
Tvornica za
preradu ribe

Gradska jezgra Rovinja

Slika 6. Raspored postaja u uvali Valdibora
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4.2. Uzorkovanje

Uzorci vode prikupljeni su Niskinovim crpcima od 5 | na 13 lokacija. Postaje MO, M1
i M2 smjestene od industrijskog kanalizacijskog ispusta (0 m), na 50 m i na 300 m udaljenosti
prema sredini uvale. Za pracenje onecis¢enja kod bolnice odabrane su postaje BO, Bl i B2, na
0 m, 50 m i 300 m udaljenosti od bolni¢kog ispusta prema sredini uvale. U blizini gradske
jezgre odabrane su postaje GO, G1 i G2 takoder na 0 m, 50 m 1 300 m od ispusta. Dodatno su
prikupljeni uzorci sa postaje K1 koja je sluZila kao kontrola, kod postaje OB gdje se slijevaju
oborinske vode, kod postaje BP gdje se nalazi kupaliSte 1 u sredini uvale (postaja VB). Na
svim lokacijama uzorkovalo se na povrsini (0 m) i 5 m dubine vodenog stupca s izuzetkom

postaje OB (zbog pli¢ine).

Slika 7. Niskinov crpac od 5 | za uzorkovanje morske vode
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4.3. Hidrografski uvjeti

Osnovni hidrografski parametri, temperatura i salinitet izmjereni su pomocu CTD sonde, a

podaci su kasnije obradeni u programima excel i surfer.

Slika 8. CTD sonda (engl.Conductivity, Temperature, Depth) koja se koristi za mjerenje osnovnih
hidrografskih parametara.

4.4. Sanitarna kvaliteta mora

Sanitarna kvaliteta mora odredena je pomocu fekalnih koliforma i fekalnih streptokoka
metodom membranske filtracije (WHO, 1994). Na svakoj lokaciji prikupljeno je 500 ml
morske vode pomocu sterilnih staklenih boca. Uzorci su sacuvani i transportirani do
laboratorija prijenosnim friziderom kako bi ih se zastitilo od svjetla i promjena u temperaturi.
Iz svake boce filtrirano je 200 ml, 10 ml i 1 ml kroz membranske filtre (47 mm) veli¢ine pora
od 0,45um.
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Za odredivanje fekalnih koliforma membranski filtri su postavljeni na povrSini
hranjive podloge m-FC agar u petrijevim zdjelicama te inkubirani 24 sata na temperaturi od
44 5°C. Kolonije koje su izrasle i pokazale karakteristicnu plavu boju izbrojane su. Izracunata
je srednja vrijednost svih razrijedenja i rezultat je izrazen kao broj bakterija po 100 ml.
Fekalni streptokoki odredeni su postavljanjem filtra na povrSini hranjive podloge Slanetz-
Bartley agar u petrijevim zdjelicama te inkubiranjem trajanja 48 sati pri temperaturi od 36 °C.
Filtri na kojima su bile vidljive crvene kolonije premjesteni su u petrijevkama s hranjivom
podlogom agar bile aesculin za potvrdno testiranje. Podloge s filtrima su inkubirane 2 sata na
temperaturi od 44,5 °C. Kolonije koje su poprimile tamnu boju ili koje su oko sebe stvorile
tamni krug izbrojane su. Nakon $to je izraCunata srednja vrijednost svih razrijedenja rezultati

su izrazeni kao broj fekalnih streptokoka po 100 ml.

2 Sample poured -
through membrane
fitter

\ Fitter

b Fier ranstecred onto
nutrent pad o agar v T

modum /

Slika 9. Shematski prikaz metode membranske filtracije.
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4.5. Brojnost heterotrofnih bakterija, flagelata i cijanobakterija

Za odredivanje brojnosti morskih bakterija, flagelata i cijanobakterija 20 ml morske
vode sa svake postaje 1 dubine spremljeno je u polietilenskim boc¢icama. Uzorci su odmah
fiksirani dodatkom 1 ml 36% formaldehida i sauvani u frizideru na 4°C do analize. Za
analizu bakterija dodano je 100 ul DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) boje u 2ml uzorka.
Ova fluorescentna boja ulazi unutar stanica i veze se za DNA. Nakon 15 minuta, obojani
uzorci su profiltrirani kroz crne polikarbonatne filtre promjera 25 mm i veli¢ine pora od 0,2
um. Filtri su postavljeni na mikroskopsko stakalce, dodano im je imerzijsko ulje i pokrovno
stakalce. Priprema uzoraka za flagelate i cijanobakterije jako je sli¢na prethodnoj, a razlikuje
se po tome da je filtriran volumen veci (10 ml) kao i koli¢ina dodane boje (500 ul DAPI). Uz
to Koriste se crni polikarbonatni filtri promjera 25 mm s porama od 0,4 um. Za cijanobakterije
nije potrebno dodavati DAPI buduéi da njihovi fotosintetski pigmenti prirodno fluoresciraju
kad su izlozeni zelenom svjetlu.

Nakon pripreme uzoraka, abundancija bakterija, flagelata i cijanobakterija odredena je
epifluorescentnim  mikroskopom. Uzorci su osvijetljeni UV-svijetlom prouzro¢ivsi
fluorescenciju DAPI boje koja je emitirala plavu (vidljivu) boju te omoguéila brojanje
mikroorganizama. Bakterije su bile vidljive kao okrugle ili izduzene sitne tockice s
dimenzijama od 0,2um do 2 pm. Flagelati su bili prepoznatljivi po velikoj jezgri (od 2 do 20
um) i po flagelima (2 ili 4). S druge strane za brojanje cijanobakterija koriStena je ekscitacija
zelenim svjetlom koja je prouzrocila fluorescenciju pigmenata cijanobakterija narancasto-
crvene boje. Za svaki uzorak odredena je srednja vrijednost abundancije po vidnom polju
mikroskopa i pomnozena specifi¢nim faktorom konverzije mikroskopa kako bi se dobio broj

mikroorganizama po ml.
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5. Rezultati i diskusija
5.1. Hidrografski uvjeti

Vrijednosti saliniteta 1 temperature u vodenom stupcu uvale Valdibora bile su tipicne
za isto€no priobalje sjevernog Jadrana. Na tom podrucju u toplijem dijelu godine dolazi do
zagrijavanja povrSine §to otezava mijeSanje sa dubljim slojevima. S vremenom debljina sloja
koji se zagrijava postepeno se povecava zbog donosa topline iz atmosfere. U lipnju topli sloj
iznosi nekoliko metara dok u rujnu moze obuhvatiti cijeli vodeni stupac (do 30 m dubine).
Istovremeno, ljeti dolazi do smanjivanja vrijednosti saliniteta u povrSinskom sloju mora
najvise zbog utjecaja voda rijeka zapadne i sjeverne obale sjevernog Jadrana. Tijekom jeseni
dolazi do hladenja vodenog stupca pa povrSinska voda postaje teza i tone. Na taj nacin
aktivira se proces mijeSanja koji vodi ujednacavanju i smanjivanju temperature u cijelom
vodenom stupcu. Tijekom zime more je izotermno i dodatno se hladi. U proljece, kada se zrak

pocinje grijati, opisani ciklus se ponavlja.

Slika 10. Raspodjela temperature u povrSinskom sloju mora (a) i na 5 m dubine (b) u lipnju 2014. u
uvali Valdibora
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Slika 11. Raspodjela saliniteta u povrSinskom sloju mora (a) i na 5 m dubine (b) u lipnju 2014. u uvali
Valdibora.

U lipnju 2014. temperature mora u uvali Valdibora (Slika 10.) kretale su se oko 22,03
°C sa najnizim vrijednostima kraj svih ispusta. Prosjek saliniteta je iznosio 33,86 a najniza
vrijednost (32,21) registrirana je kod industrijskog ispusta (Slika 11.). Takve vrijednosti
temperature i saliniteta su bile rezultat unosa hladnije i slatke vode kraj svih ispusta. Utjecaj
tog unosa je bio znacajniji kod industrijskog ispusta zbog znatno veéeg volumena (oko 20000
m®/mjesecno) unesenih voda. Generalno razlike izmedu povriine mora i sloja na 5 m nisu bile
izrazene osim za salinitet na podrucje industrijskog ispusta. SadrZaj kisika, odnosno zasi¢enje
Kisikom (Slika 12.) u istrazenom podrué¢ju uglavnom je bio relativno visok s vrijednostima

zasi¢enja izmedu 81,2 1 92,75 % na 0 m te izmedu 88,7 1 93,4% na 5 m.

Najnize koncentracije kisika zabiljezene su na podrucju oko industrijskog ispusta
tvornice za preradu ribe zbog unosa organske tvari i njene degradacije u moru. Saturacija
kisikom na tom podru¢ju je bila bliska donjoj granici tipi¢nih prirodnih vrijednosti za

rovinjsko priobalno more. Takoder i na podrucju kanalizacijskog ispusta bolni¢kog naselja
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saturacija kisikom je bila dosta niza u odnosu na ostatak uvale. Primijec¢ena je razlika izmedu

saturacije kisika na 0 m i na 5 m pogotovo oko glavnih ispusta kanalizacije.

Slika 12. Zasiéenje kisikom u povr$inskom sloju mora (a) i na 5 m dubine (b) u lipnju 2014. u
uvali Valdibora.

5.2. Sanitarna kvaliteta mora

Sanitarna kvaliteta mora procijenjena je pomocu bakterijskih indikatora fekalnog
oneciScenja: fekalni koliformi i fekalni streptokoki s namjerom da se utvrdi koliko je
opterecenje 1 rasprostranjenost otpadnih materijala u uvali Valdibora. Procjena stanja okolisa
napravljena je prema Pravilniku o grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN
87/2010) koje se ispustaju u povrsinske vode a koje se koriste za kupanje i rekreaciju. U
Tablici 2b, Pravilnika, grani¢ne vrijednosti su za koliforme fekalnog porijekla (FK) 500 CFU
100 ml™ a za streptokoke fekalnog porijekla (FS) 200 CFU 100 ml™.
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Fekalni koliformi su skupina enterobakterija koja potjeCe iz probavnog trakta
toplokrvnih organizama i pokazuje vrlo visoku korelaciju sa stupnjem fekalnog oneciséenja.
Ove se bakterije generalno smatraju indikatorima vrlo svjeZzeg oneciS¢enja mora s fekalnim
materijalom. U lipnju 2014. registrirana je prisutnost visokih koncentracija fekalnih koliforma
na 0 m i na 5 m dubine u odredenim dijelovima uvale Valdibore (Slika 13.). Najvecée razine
kontaminacije zabiljezene su kraj postaje MO odnosno kod ispusta tvornice za preradu ribe
gdje je koncentracija koliforma prelazila za 25 puta propisane granice sa maksimalnim
vrijednostima od 12800 FK/100 ml. Koncentracija fekalnih indikatora bila je povisena 1 kraj
ispusta staroga grada (380 FK/100 ml) i kod ispusta bolnickog naselja (1300 FK/100 ml na
5m). Udaljavanjem od svih izvora otpadnih voda doslo je do znacajnog smanjenja
koncentracije fekalnih indikatora. Usporedbom rezultata dobivenih na povrSini mora i na 5 m
primije¢eno je da su koncentracije fekalnih bakterija u povrSinskim vodama na podrucju
industrijskog i1 gradskog ispusta bile znatno viSe. Razlog tome moze se naci u ispusStanju
otpadnih voda na samoj povrSini mora, koje su se zbog manje slanosti i gustoce Sirile
preferencijalno u horizontalnom smjeru. Kod bolni¢kog naselja ispust je bio lociran na 9 m
dubine pa je koncentracija izmjerena na 5 m dubine bila veca u odnosu na povr§inu mora.
Koncentracije fekalnih koliforma na kontrolnoj postaji K1 na rtu Muca, 1 na postajama u
sredini uvale (B2, G2 i VB) bile su jako niske i nisu ukazale na prisutnost fekalnog
onecis¢enja. U uvali Valdibora osim antropogenih doprinosa fekalnih bakterija treba uzeti u
obzir i prirodne izvore. Medu njima u prvom redu treba naglasiti i prisutnost populacije od
nekoliko stotina galebova koji se stalno zadrzavaju na podru¢ju u okolici industrijskog
ispusta. Galebov je izmet izuzetno bogat s fekalnim bakterijama (Noblet i sur., 2004),
pogotovo koliformima, a budu¢i da u prosjeku galebovi ispustaju svoj otpad oko 50 puta u
jednom danu, njihov doprinos onecis¢enju najvjerojatnije nije zanemariv (Paliaga i sur.,
2015).
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Slika 13. Raspodjela fekalnih koliforma (CFU/100 ml) u povrSinskom sloju mora (a) i na 5 m dubine
(b) u lipnju 2014. u uvali Valdibora.

Fekalni streptokoki se Cesto koriste zajedno sa fekalnim koliformima za procjenu
razine fekalnog onecis¢enja u vodama. Ova skupina bakterija zivi u probavilu toplokrvnih
zivotinja no moze se naci i u crijevima riba. Fekalni streptokoki su Gram pozitivne bakterije
koje mogu prezivjeti u morskom okoliSu duze u odnosu na fekalne koliforme i mogu pruZiti
dodatne informacije o izvoru oneciS¢enja te omogucavaju bolje praéenje Sirenja otpadnih
voda u okoliu (Krstulovi¢ i Soli¢, 2006). U uvali Valdibora koncentracija fekalnih
streptokoka (Slika 14.) pokazala je slicnu distribuciju fekalnim koliformimanaOmina5m
sa najvisim razinama kraj ispusta (M0, GO i B0) i postepenim smanjenjem udaljavanjem od
izvora oneciS¢enja. Na postaji MO izmjerene su izrazito visoke koncentracije streptokoka
(6.500 FS/100 ml) koje su prelazile za vise od 30 puta grani¢ne vrijednosti propisane po
zakonu. Dok su kod staroga grada i bolnickog naselja visoke koncentracije oba indikatora
posljedica ljudskog fekalnog oneciS¢enja na postajama MO industrijska obrada ribe moze se
smatrati glavnim uzro¢nikom mikrobioloskog oneciséenja Sto je potvrdeno pomocu kemijskih
indikatora fekalnog onecisc¢enja u studiji o utjecaju otpadnih voda u uvali Valdibora (Paliaga i

sur., 2015). Udaljavanjem od kanalizacijskih ispusta razine oneciSéenja ubrzo su se smanjile
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za oko red veli¢ine i u vecini slucajeva bile su ispod propisanih granica. Samo su na postaji
MI1 na 50 m udaljenosti od industrijskog ispusta u povrSinskom sloju zabiljezene visoke
razine indikatora (FK 540 CFU/100 ml 1 FS 476 CFU/100 ml). Velika koli¢ina masnog
partikulata porijeklom iz industrijskog ispusta bila je podloga za transport i preZivljavanje
velikog broja alohtonih bakterija medu kojima je bilo i veliki broj fekalnih indikatora (Paliaga

I sur., 2015). Mjerenja kod postaje OB na kraju kanala oborinskih voda, kod kontrolne postaja

K1 1u sredini uvale (G2, VB, B2 1 M2) nisu pokazala prisutnost fekalnog oneciS¢enja.

Slika 14. Raspodjela fekalnih streptokoka (CFU/100 ml) u povr$inskom sloju mora (a) i na 5 m dubine
(b) u lipnju 2014. u uvali Valdibora.

Omjer izmedu koncentracija fekalnih koliforma i fekalnih streptokoka (FK/FS) u
odredenom uzorku moze se upotrijebiti kao pokazatelj porijekla onecis¢enja (Krstulovié¢ i
Soli¢, 2006). FK/FS omjer koji je manji od 0,7 pokazuje Zivotinjsko porijeklo, dok FK/FS
ve¢i od 4,0 pokazuje ljudsko porijeklo fekalnog materijala, s tim da ovi odnosi vrijede
iskljuivo za svjezi fekalni otpad, odnosno ne stariji od 24 sata. Omjeri FK/FS za postaje u

Valdibori su generalno imali vrijednosti izmedu 0,7 i 4,0 ukazuju¢i na mijesano porijeklo
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otpadnih voda. NajniZze vrijednosti omjera registrirane su na postajama koje su bile
najudaljenije od izvora kanalizacije (K1 i VB), dok su najviSe vrijednosti zabiljezene kraj
starog grada (GO, G1 i G2). Postaje oko industrijskog i kanalizacijskog ispusta imale su

osobinu uzoraka u kojima je ljudski i Zivotinjski fekalni materijal izmijesan.

Tabela 1. Omjer FK/FS za vodeni stupac u uvali Valdibora na Omina5 m.

Postaja Om 5m
MO 2,12 1,27
M1 1,13 1,71
M2 1,67 0
VB 0,50 0
K1 0 0,50
GO 1,33 6,47
Gl 10,33 5,19
G2 0,36 4,00
B2 3,00 0,50
Bl 0 0,67
BO 0,44 1,63
BP 1,28 1,57
OB 1,63 2,50

5.3. Brojnost heterotrofnih bakterija

Heterotrofne bakterije su najbrojnija komponenta morskih mikrobnih zajednica
(Sanders 1 sur., 1992). One su sveprisutne u moru te imaju temeljnu ulogu u kruzenju
nutrijenata u hranidbenim mrezama (Azam, 1998). Bakterije brzo odgovaraju na promjene u
okolisu, stoga mogu posluziti i kao dobar pokazatelj perturbacija u morskom ekosustavu
(Cavari i Colwell, 1988). Na podrucju Rovinja raspon brojnosti bakterija u ljetnim mjesecima
u povrsinskim vodama varira od 3,75%10° bakterija/ml do 2,428*10° bakterija/ml, dok je
srednja vrijednost 1,159*10° stanica/ml (Ivangi¢ i sur., 2014). Postaje (MO, M1, M2) oko
ispusta tvornice za preradu ribe pokazale su najvecu koncentraciju heterotrofnih bakterija,
pogotovo postaja MO gdje je iznosila 3*10° bakterija/ml (Slika 15.). Ovakve brojnosti su

izrazito visoke i prelaze granice prirodnih varijacija brojnosti bakterija u rovinjskom

26



akvatoriju. Na postaji M1 i M2 brojnost bakterija je takoder bila povisena u odnosu na druge
postaje, ali ipak unutar prirodnih granica. Kraj ispusta staroga grada i kanala oborinskih voda
nije izmjereno povecanje broja bakterija u odnosu na postaje koje su bile izvan oneciS¢enog
podrugja.

Na postaji BO brojnost bakterija je bila povecana na povrSini i na 5 m dubine
najvjerojatnije zbog obogacivanja organskim materijalom iz kanalizacijskog ispusta.
Usporedivsi distribuciju heterotrofnih bakterija u povrSinskom sloju i na 5 m dubine uocene
su velike razlike, pogotovo na postajama MO, M1, M2, GO, BO i B1. Budu¢i da je veoma
slican trend primije¢en za indikatore fekalnog oneciSéenja moze se pretpostaviti da su
promjene u brojnosti heterotrofnih bakterija bile direktno korelirane sa stupnjem fekalnog i

industrijskog onecisc¢enja.

Slika 15. Raspodijela heterotrofnih bakterija (broj stanica *10/1) u povrsinskom sloju mora (a) i na 5 m
dubine (b) u lipnju 2014. u uvali Valdibora.
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5.4. Brojnost heterotrofnih nanoflagelata

Heterotrofni nanoflagelati su jednostani¢ni eukariotski organizmi veli¢ine od 2 do 20
um koji su najznacajniji predatori bakterija, cijanobakterija 1 pikoplanktonskih algi.
Distribucija nanoflagelata u Valdibori tijekom lipnja 2014. godine na 0 m i na 5 m dubine
(Slika 16.) nije se znatno razlikovala. Na obije dubine uoceno je poveéanje koncentracije
heterotrofnih flagelata kod samih kanalizacijskih ispusta bolni¢kog naselja i staroga grada. S
druge strane u blizini ispusta tvornice za preradu ribe njihova je brojnost bila smanjena.
Takav rezultat bio je neocekivan buduc¢i da HNF ovise uglavhom o broju heterotrofnih
bakterija. Sommarunga i Kandolf (2014) pokazali su da velika prisutnost suspendiranih
mineralnih Cestica otezava prehranu nanoflagelata i vodi k smanjenju njihove brojnosti. U
slucaju industrijskog ispusta vec¢ina je materijala bila sastavljena od masnoce i ostataka ribe.
Budu¢i da nanoflagelati imaju generalno razvijenu sposobnost lijepljenja na organski
materijal u moru i da se hrane bakterijama koje Zive na tim ¢esticama, iznenaduje ¢injenica da
su oni detektirani u tako malom broju. Najvjerojatnije je sastav organskog partikulata iz
industrijskih otpadnih voda, koji se razlikuje od tipi¢nog morskog, inhibirao naseljavanje
heterotrofnih nanoflagelata na partikulat, i na taj na€in oteZavao njihovu ishranu bakterijama
(Paliaga i sur., 2015). S izuzetkom podruc¢ja pod direktnim utjecajem industrijskog ispusta
brojnost heterotrofnih nanoflagelata bila je u skladu sa tipi€nim vrijednostima izmjerenim na
referentnoj postaji RV001.

U lipnju 2014. prosjecan broj HNF-a u uvali Valdibori je bio 4253 stanica/ml $to je
malo nizi ali usporediv sa rezultatima dobivenim tijekom ljeta 2009. 1 2010. godine u
povrsinskim vodama (0 m i 5 m) na postaji RV001 gdje je prosjecan broj HNF-a bio je 6335
stanica /ml. Iz dobivenih rezultata moze se pretpostaviti da sastav kanalizacijskih voda igra
kljuénu ulogu u odredivanju odgovora nanoflagelata i ostalih komponenti mikrobne zajednice

U moru na ovu vrstu antropogenog pritiska.
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Slika 16. Raspodjela heterotrofnih nanoflagelata (broj stanica/ml) u povrsinskom sloju mora (a) i na 5
m dubine (b) u lipnju 2014. u uvali Valdibora.

5.5. Brojnost cijanobakterija

Cijanobakterije, poput heterotrofnih bakterija su sveprisutne u morskom okoliSu. One
spadaju u autotrofne prokariote i mogu posluziti kao indikatori eutrofikacije u slatkovodnim i
morskim sustavima. Gustoéa im se u morskoj vodi kreée u rasponu od 10 do 10°> ml™ no, u
toplijem dijelu godine, njihova se brojnost moze znatno povecéati zbog unosa hranjiva.

Rezultati su pokazali (Slika 17.) da je koncentracija cijanobakterija na 0 m u Valdibori
bila veca na cijeloj istocnoj strani uvale, pogotovo na postajama B0, M2 i M0. Moze se
pretpostaviti da je obogacenje hranjivim solima koji dolaze otpadnim vodama i ispiranjem
kopna pogodovala njihovom rastu. Na 5m dubine cijanobakterije su bile najbrojnije na
postajama B0 i1 B1 kraj kanalizacijskog ispusta bolnickog naselja. Generalno koncentracija
cijanobakterija na 5Sm bila je manja u odnosu na povrSinu u cijeloj uvali, Sto je bilo 1
ocekivano budu¢i da su cijanobakterije fotosinteticni mikroorganizmi. Osim dubine, na
brojnost cijanobakterija je utjecala i smanjena prozirnost mora koja je posljedica ispustanja

kanalizacijskog i naroCito masnog industrijskog partikulata koji znatno smanjuje prodiranje
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svjetla u vodenom stupcu. Navedeni rezultati upucuju da otpadne vode mogu imati
kompleksni i viSestruki u¢inak na morske autotrofne mikroorganizme. Usporedba rezultata sa
literaturnim podacima ukazuje da uvala Valdibora bez obzira na uocljiv antropogeni pritisak

nema karakteristike eutrofiziranog podrucja.

Slika 17. Raspodjela cijanobakterija (broj stanica/ml) u povr§inskom sloju mora (a) i na 5 m dubine
(b) u lipnju 2014. u uvali Valdibora.
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6. Zakljucci

Hidrografski uvjeti u vodama uvale Valdibora bili su tipi¢ni za istoéno priobalje
sjevernog Jadrana. Na podruc¢ju kod industrijskog ispusta razina saliniteta je generalno bila
niza zbog unosa slatke vode dok je temperatura bila malo niza u odnosu na okolne postaje.
Sli¢na situacija, iako manje izrazena, zabiljezena je kraj kanalizacijskog ispusta bolnickog
naselja. Zasi¢enje kisikom je bilo najnize kraj industrijskog i kanalizacijskog ispusta 1 blizu
nizoj granici prirodnih varijacija za rovinjsko more zbog unosa antropogenog organskog
materijala. Ispust tvornice za preradu ribe identificiran je kao glavni izvor oneciS¢enja koji
jako utjeCe na sanitarnu kvalitetu mora do udaljenosti izmedu 50 m i 150 m. Razine fekalnog
oneciS¢enja kraj industrijskog 1 gradskog ispusta bolnickog naselja bile su nezadovoljavajuce
1 usporedive s onima oko glavnog gradskog kanalizacijskog ispusta u uvali Cuvi (Ivanc¢i¢ i
sur., 2014) unato¢ znatno manjoj koli¢ini ispustenih otpadnih voda. Manja razina onecis¢enja
zabiljezena je i kraj gradske trznice zbog direktnog ispustanja kanalizacijskih voda iz djela
starogradske jezgre koji nisu spojeni na glavni gradski kolektor. Ostale lokacije na kojima je
provedeno istrazivanje kao na primjer uvala rt Muca, 1 sredi$nji dio Valdibore pokazale su
dobru ili ¢ak izvrsnu sanitarnu kvalitetu mora. Takoder kraj kanala oborinskih voda nije
zabiljeZzeno pogorsanje sanitarne kvalitete mora.

Osim opterecenja alohtonim mikroorganizmima uvala Valdibora prima znatne koli¢ine
organske tvari koje se bez odgovarajuceg tretmana ispustaju u more. Kao posljedica toga,
brojnost mikrobne zajednice bila je znafajno izmijenjena u odnosu na prirodne uvijete.
Brojnost heterotrofnih bakterija u oneciS¢enom podrucju prelazila je granice prirodnih
varijacija za rovinjsko priobalno more i bila je za red veli¢ine ve¢a u odnosu na kontrolne
postaje (Paliaga i sur. 2015). Ostale izmjerene komponente mikrobne zajednice pokazale su
suprotan trend u odnosu na bakterije, tj. broj cijanobakterija i heterotrofnih nanoflagelata bio
je znatno manji na podru¢ju oko industrijskog ispusta kao posljedica nepovoljnih uvjeta za

njihovu fotosintetsku aktivnost i heterotrofnu ishranu.
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