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1. UVOD

Priobalna podrucja izloZzena su velikom broju utjecaja, kako prirodnih tako i antropogenih.
Ljudi takoder mogu drasti¢no utjecati na ciklus dva vrlo vazna elementa: dusika (N) i fosfora
(P). Kroz razne aktivnosti, udvostrucila se koli¢ina reaktivnog dusika koji kruzi biosferom
(Galloway et al., 2003; Hanke i Strousm 2010). Dok se fosfor nalazi u tlu u sastavu minerala.
Raznim procesima kao $to su koriStenjem prirodnih rezervi, erozija tla, ispustanje gradskog
otpada te ispiranje poljoprivrednih povrsina i farma za uzgoj Zivotinja, utrostru¢ena je koliina

unosa spojeva fosfora i dusika (Smil, 2000.).

Dusik Fosfor
756 kit‘a N 68 kt/a P
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3%
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44%

49 % 35%

B Atmosferski donos B Podzemne vode i Erozijatla B wwTps

Gradska podrucja Povrsinsko Drenazni kanali

Slika 1. Primjer unosa hranjivih soli iz razli¢itih izvora na podruéju rijeke Dunav (1998.-2000.)

Opterecenje sustava hranjivim tvarima dovelo je do Sirokog upropastavnja obalnih ekosustava, S
teSkim dugoro¢nim posljedicama. Toc¢nije, antropogenim unosom N i P u morski ekosustav ¢esto
vodi ka stvaranju sluzavih nakupina ,,Cvjetanje mora‘“ ili povecanju stope proizvodnje ugljika i
nakupljanja ugljika u morskim ekosistemima (Nixon, 1995.; Rabalais, 2004.). Osim toga,
takoder moze do¢i do gubitka podvodne vegetacije, cvjetanja Stetnih algi, pomankanju Kisika i
stvaranju mrtvih zona (Diaz i Rosenberg, 2008.), pomoru bentickih organizama te gubitka

bioraznolikosti (Rabalais i Turner, 2001.). Nazalost, ¢ak i nakon intervencija ne mozemo biti



sigurni u povratak prvobitnog stanja ekosustava zbog konkurentnih promjena ukljucujuci
pomake u koncentraciji hranjivih tvari, promjeni iskoristivosti tla te lokalnih i globalnih
socioekonomskih pritisaka (Duarte et al., 2009.). Na pojavu eutrofikacije u ekosustavu utjecu
razni Cimbenici poput klimatskih promjena, neuravnoteznih smanjenja N i P te posljedice

promjena u hranidbenom lancu, stoga se moraju poduzeti odredene mjere opreza.

Na podrucju Jadrana je, kao i1 na cijelom Mediteranu, u posljednjim desetlje¢ima
deterioracija priobalnog mora ljudskom djelatno$¢u postala globalni problem zbog rastuce
urbanizacije koja je dovela do unosa zagadivala i opterec¢enja okolisa organskom tvari (Galois et
al., 2000; Medeiros et al., 2005; Cornelissen et al., 2008). Na podru¢ju grada Rovinja uvala Cuvi
je pod utjecajem antropogenog oneciSéenja porijeklom iz obliznjeg kolektora gradske
kanalizacije. Uredaj za prociSéavanje u uvali Cuvi sagraden je 1984 godine i prihvaca
kanalizacijske i oborinske vode te vode iz septi¢kih jama iz veéeg dijela rovinjskog podrudja.
Otpadne vode prolaze kroz primarni stupanj obrade gdje se odstranjuju krutine, masti i pijesak.
Zatim tretirane vode prolaze kroz retencijski bazen gdje dolazi do njihove aeracije prije nego Sto
se ispuste u more na dubini od 27 m putem podmorske cijevi duzine 830 m. Tijekom zimskih
mjeseci se u ovu plitku uvalu povrsine oko 2 km? slijeva oko 110 000 m? otpadnih urbanih voda,
dok u ljetnim mjesecima, zbog turisti¢kih aktivnosti, dotok u prosjeku poraste do 180 000 m3. Uz
unos teskih metala i ostalih toksi¢nih tvari jedan od glavnih problema vezano uz ispust otpadnih
voda:je prekomjeran unos organske tvari. Uvala Valdibora, smjeStena na sjevernoj strani grada
Rovinja, proteze se od starogradske jezgre do ortopedske bolnice "Martin Horvat". PovrSina
uvale iznosi oko 1,3 km? a dubine se kre¢u izmedu 10 m i 18 m u veéem dijelu uvale. Morsko
dno je relativno homogeno, sastavljeno uglavnom od pijeska, s iznimkom isto¢ne strane gdje su
prisutne stijene ve¢ih dimenzija. Dubina uvale postepeno i ravnomjerno se povecava prema
zapadu do najdublje tocke na 23 m. Uvala Valdibora je izloZzena raznim vjetrovima, pogotovo
buri, prema kojoj je dobila i ime, i jugozapadnjaku. Zbog toga ne koristi se kontinuirano za
sidrene brodova. U uvali postoji nekoliko izvora kanalizacijskih voda. Najveca koli¢ina otpadnih
voda (od 15 000 do 20 000 m®mjese¢no) dolazi iz tvornice za preradu ribe koja je smjestena u
jugoistocnom dijelu uvale. Na sjevernoj strani uvale, na oko 70 m od obale, nalazi se jedan od
glavnih gradskih kanalizacijskih ispusta koji prima otpadne vode iz bolnice i bolni¢kog naselja te
pridonosi oko 1000 m® neobradenih otpadnih voda mjese¢no. Na isto¢noj strani uvale nalazi se
kanal kroz koji se dio oborinskih voda grada slijeva u more, dok u juznom dijelu uvale kraj

gradske trznice postoje nekoliko manjih ispusta kanalizacije.



1.1.  Unos organske tvari u ekosustav

Otopljena organska tvar (DOM) predstavlja jednu od najveéih zaliha organskog ugljika na
Zemlji (cca 700 Gt C) te ima klju¢nu biogeokemijsku ulogu u morskom ekosustavu (Hedges,
1992.). To je glavni izvor energije (ugljik) za heterotrofne bakterije (Carlson, 2002).
DOM je slozena smjesa molekula koja potjeCi iz raznovrsnih izvora kao S§to su izluCevine
primarnih proizvodaca, fitoplanktona, fotosintetskih makroalgi i bakterija, izlucevine tijekom
njihove predacije, otpustanje virusnom lizom stanica, donos sa kopna otpanjem i ispiranjem tla,
te otpustanjem iz sedimenta (Nagata, 2000.). Takoder moze biti u velikoj mjeri uneSena sa
raznim antropogenim zagadivalima kao §to su policikli¢ki aromatski ugljikovodici (PAH-ovi),
metali i pesticidi, §to utjee na njihovu biodostupnost, transport i sudbinu u ekosustavu (Hirose,
2007.). Zbog njene kompleksnosti, samo 25% DOM-a je identificirano na molekularnoj razini
(Benner, 2002.).

Unos prekomjerne koli¢ine organske tvari moze modificirati ekosustav, kako u smislu povecanja
produktivnosti, tako i u smislu promjena u odnosima unutar prehrambenog lanca (McLusky i
Elliott, 2004). Zbog toga je na tom podru¢ju od velike vaznosti poznavanje efikasnosti

razgradnje i recikliranja organske tvari.

1.2. Enzimatska razgradnja organske tvari

Biolosko recikliranje organske tvari zapo€inje njezinim koriStenjem 1 razgradnjom od
strane mikroorganizama. U morskim ekosustavima je veliki dio organske tvari podloZzan
bakterijskoj razgradnji, ali je veéinom kompleksnog sastava, prevelikih molekula da bi ga
bakterije izravno koristile, ve¢ prije toga dolazi do razgradnje makromolekula enzimima
smjeStenim na vanjskoj opni stanice mikroorganizama (izvanstani¢ni ili ekstracelularni enzimi).
Zbog toga je izvanstani¢na razgradnja organskih polimera vazan prvi korak u koristenju
organske tvari te je vazno poznavati kinetiku kao i sastav enzima koji u tome sudjeluju.

Ekstracelularni enzimi imaju glavnu ulogu u heterotrofnom mikrobnom kruzenju
ugljika. Upravo ti enzimi kataliziraju prvi korak u konverziji visokomolekularne tvari u supstrate
koji su dovoljno mali (cca. 600 Da) (Weiss et al. 1991.) kako bi mogli biti transportirani u

stanicu za daljnje koriStenje. Dio ugljika je uklju¢en u biomasu organizma, drugi dio je pretvoren



u obliku COg2, dok tre¢i dio ugljika biva obi¢no izluc¢en u obliku DOCa (otopljeni organski
ugljik) kao metabolicki proizvod.

Aktivnost specifiénih mikrobnih izvanstani¢nih enzima stoga utjece na sudbinu velikog
dijela organske tvari proizvedene u morskim sistemima, odluc¢ujuci koji su supstrati spremni za

pretvorbu i proces razgradnje te koji supstrati prolaze netaknuti kroz vodeni stupac i sediment.
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Slika 2. Hidroliza visokomolekularne organske tvari (plavo) u mono- i oligomere slijedom izvanstani¢nih enzima
(narancasto, zeleno, zlatno, crveno)

Unato¢ vaznosti mikrobna enzimatska razgradnja je do sada slabo istrazena i vrlo ograni¢ena
(Gasol i sur., 1998; La Ferla i sur., 2001; Van Wambeke i sur., 2009.). Pocevsi od 1995., veéina
istrazivanja provedena u Mediteranskim vodama fokusirale su se na odredivanje aktivnosti tri
enzima medu najraSirenijim u morskim okoli§ima, odnosno leucin aminopeptidaza (LAP),
B-glukozidaza (B-GLU) i alkalna fosfataza (AP). LAP i B-GLU su ukljuéene u razgradnju
proteina i polisaharida stoga i u ciklusu ugljika. LAP, vrlo rasiren enzim u morskim vodama, koji
sintetiziraju bakterije, cijanobakterije, fitoplankton i zooplankton; ukljucen je u razgradnju
odredene tvari sastavljene od Zivu¢ih organizama ili neZivih materijala, kao Sto se fekalni peleti,
itd. (Zancone i sur., 2002; Obayashi i sur., 2008.). Visoke razine aktivnosti aminopeptidaze su
obi¢no zabiljezene na povrsinskim slojevima, uglavnom radi zaliha labilnih, svjeze proizvedenih,

organskih supstrata (Caruso i sur., 2000.). Cestice koje sadrzavaju proteine obilne su u moru,



posebno u obalnim vodama jer su proteini ogromni dio biogene organske tvari
(Long, R.A., 1996.) B-GLU je enzim specifican za hidrolizu celobioze, sadrzane u polimerima
kao Sto su celuloza i mukopolisaharidi, B-GLU vrijednosti su ¢esto povezane s biomasom stanica
i partikularnim organskim ugljikom (POC), koji su supstrati za te enzime (Zancone i sur., 2002.
i 2004.). Taj enzim se Cesto povezuje s heterotrofnim bakterijama, iako zooplankton takoder
posjeduje takvu aktivnost (Chrost, R. J., 1990.). Alkalna fosfataza je enzim koji hidrolizira
estersku vezu izmedu fosfata i organske molekule, te pretvara organski fosfor u fosfat koji je
dostupan stanicama za asimilaciju (Cembella et al., 1984a). Ima znacajnu ulogu u recikliranju
organskog fosfora. AP predstavlja klju¢ni enzim u prirodnom okoli$u, budu¢i da obnavlja P kao
otopljeni anorganski ortofosfat iz fosfoestera (Jones, R. D., 1997.). Uz bakterije i fitoplankton,
fototrofni prokarioti i protozoa takoder mogu doprinijeti slobodno otopljenoj AP u moru (Hoppe,
H. G., 2003.). AP je obi¢no inducibilan enzim, sintetiziran pri niskim razinama PO4 i potisnut
kada je PO4 dostupan. Medutim, bakterije takoder mogu koristiti AP i za opskrbu organskim
ugljikom kao odgovor na nedostatnu dostupnost koncentracije organskog ugljika (Hoppe, H.G.,
1999.).

Uz navedeno efikasno recikliranje organskog ugljika, zasto je vazno razumjeti specifi¢nost
mikrobnih izvanstani¢nih enzima? Enzimatska hidroliza je pocetni korak ka remineralizaciji,
hidrolizi. Osim $to utjeCe na sastav remineralizirane organske tvari utjee na raspodjelu hranjivih
tvari kao i na biodostupnost supstrata ugljika iz drugih organizama. Vrijeme razgradnje dobiveno
iz enzimatskih aktivnosti smatra se mjerom recikliranja i dostupnosti organske tvari za
mikrobijalne potrebe (Manini i sur., 2003; Caruso i sur., 2005), te njen daljnji prijenos kroz
troficki lanac i govori nam o sposobnosti promatranog ekosustava da apsorbira unesenu tvar.
Poznavanje tih procesa klju¢no je jer kontrolira potroSnju kisika i regeneraciju hranjivih soli
(Goni i sur., 2003), procesa koji izravno utjeCu na pojave kao Sto su eutrofikacija i promjene u

sastavu zivotnih zajednica u plitkim priobalnim podrucjima (Boyes i Elliott, 2006).



2. Metodika rada
2.1. Lokacije i termini mjerenja

2.1.1. Uvala Cuvi

U ovoj studiji procijenjen je utjecaj otpadnih voda na obalno podrucje koje se koristi za
rekreacijske i turisticke aktivnosti u akvatoriju grada Rovinja. U tu svrhu su tijekom 2013.-2014.
godine provedena istrazivanja na tri postaje (Slika 2.):

CO: postaja direktno izloZena otpadnim vodama koja predstavlja jako oneciS¢eno
podrucje i mjeru koli¢ine unesene organske tvari u ekosustav akvatorija.

C5nw: postaja 500 m sjeverozapadno od ispusta (prema obali) koja sluzi za procjenu
utjecaja otpadne vode na akvatorij u blizem podrucju obale koje se koristi za rekreacijske 1
turisticke aktivnosti.

RV001: referentna postaja koja nije pod direktnim utjecajem gradskog fekalnog

oneciscéenja, 1 sluzi da bi se procijenili prirodni uvjeti u akvatoriju Rovinja.

Slika 3. Podrugdje istrazivanja s ozna¢enim postajama uzorkovanja tijekom 2013.-2014. godine.



2.1.2. Uvala Valdibora

Uvala Valdibora, smjestena na sjevernoj strani grada Rovinja, proteze se od starogradske
jezgre do ortopedske bolnice "Martin Horvat". Povrsina uvale iznosi oko 1,3 km? a dubine se
kre¢u izmedu 10 m i 18 m u veéem dijelu uvale. U uvali postoji nekoliko izvora

kanalizacijskih voda

,,Bolnica“- (Postaje B0, B1, B2 BP) Na sjevernoj strani uvale, na oko 70 m od obale nalazi se
jedan od glavnih gradskih kanalizacijskih ispusta koji prima otpadne vode iz bolnice i

bolnickog naselja te pridonosi oko 1000 m3 neobradenih otpadnih voda mjesecno.

,»Oborinske vode* — (Postaje OB, VB) Na istocnoj strani uvale nalazi se kanal kroz koji se

dio oborinskih voda slijeva u more.

,Mima“ — (Postaje M0, M1, M2) Iz tvornice za preradu ribe koja je smjeStena u

jugoistocnom dijelu uvale ulazi u morski ekosustav najveca koli¢ina otpadnih voda

(15 000-2000 m3/mjesecno).

»1rznica® — (Postaje GO, G1, G2) U juznom dijelu uvale kraj gradske trznice postoje
nekoliko manjih ispusta kanalizacije.

Uvala Valdibora

Slika 4. Podrucje istrazivanja s ozna¢enim postajama tijekom kolovoza 2014. i veljace 2015.
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2.2. Parametri istraZzivanja i metode

Temperatura, salinitet i zasi¢enje kisikom su odredivani pomoc¢u sonde SBE. Morska
voda uzorkovana je Niskinovim crpcima.

Otopljeni organski ugljik (DOC; mjera otopljene organske tvari). Uzorci za odredivanje
otopljenog organskog ugljika (mjera otopljene organske tvari) filtrirani su kroz Whatman GF/F
filtre (promjer pora 0.7 um) zarene na 400 °C (da bi se uklonila organska tvar). Uzorci za analizu
otopljenog organskog ugljika (DOC) konzervirani su do mjerenja dodatkom HgCl> (0.1ml
koncentracije 2g It u 22 ml filtrata) i mjereni unutar mjesec dana.

POC je odreden pomo¢u TOC-VCPH (Shimadzu) carbon analyzer-a s platinskim i silicijevim
katalizatorom, uz nedisperzivni infracrveni (NDIR) detektor za odredivanje CO».

Partikulatni organski ugljik (POC; mjera partikularne organske tvari). Za odredivanje
partikulatne organske tvari filtrirana je 1 1 uzorka na zarenim Whatman GF/F filtrima (da bi se
uklonila organska tvar) koji su do analize ¢uvani na -80°C. POC je odreden pomocu ¢vrstog
modula SSM-5000A priklju¢enog na Shimadzu TOC-VCPH carbon analyzer, kalibriranog s
glukozom.

Enzimatske aktivnosti odredivane su fluorimetrijski pomoc¢u fluorogenih supstrata pri
koncentracijama zasi¢enja prema metodama Hoppe (1983) 1 Hoppe 1 sur. (1988). Za odredivanje
aktivnosti alkalne fosfataze (APA; razgraduje organske fosforne spojeve) koristen je
metillumbeliferil fosfat zavr$ne koncentracije u uzorku 50 pumol 17, Aktivnosti a-D i B-D
glukozidaze (a- i B- Glu; razgraduju polisaharide) odredivane su pomocu 4-metillumbeliferil-a
-D-glukozid i 4- metillumbeliferil -p -D-glukozid zavrine koncentracije 25 umol 1. Aktivnosti
aminopeptidaze (AMA,; razgraduje proteine) odredivane su pomoc¢u L-leucin-4-metilkumarinil-
7-amid zavr$ne koncentracije 250 pmol 1™t. Otopine svih supstrata su pripremjene u celosolvu u
sterilnim epruvetama i do upotrebe ¢uvane na -30°C. Neposredno prije upotrebe supstrati su
razrijedeni vodom na potrebnu koncentraciju. Mjerenja se temelje na ¢injenici da supstrat za
pojedine enzime na daje mijerljivu fluorescenciju, dok produkt koji nastaje uslijed enzimatske
aktivnosti fluoresceira (Slika 5.).
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Slika 5. Enzimatska razgradnja supstrata za odredivanje



Enzimatske aktivnosti su odredivane odmah nakon prikupljanja uzoraka. Prije
odredivanja uzorci su profiltrirani kroz mrezicu od 200 um da bi se uklonio zooplankton i
onemogucila predacija fitoplanktona i bakterija. Svo sude upotrijebljeno za odredivanje enzima
je sterilizirano u autoklavu. Za odredivanje svih enzimatskih aktivnosti pipetom s sterilnim
tipsom uzet je alikvot od 5 ml uzorka i stavljen u sterilnu kivetu, dodano je 200 ul substrata
slijede¢ih koncentracija: za APA 1.3 mmol I, za a- i B- Glu 0.65 mmol I't; za AMA 2.60 mmol
I-1, da bi se dobile gore navedene zavrSne koncentracije.Uzorci su nakon dodatka supstrata
inkubirani (oko 0.30-3 h) u mraku na in situ temperaturi i pH. Fluorescencija je mjerena na TDR
fluorimetru odmah nakon dodatka supstrata, te nakon inkubacije. Za odredivanje APA i a- i B-
Glu koristena je ekscitacija od 365 nm 1 emisija na 460 nm, dok je za AMA koristena ekscitacija
od 380 nm i emisija na 440 nm. Za svaki enzim je fluorimetar kalibriran u razli¢itom rasponu
vrijednosti. Aktivnost enzima izracunata je iz razlike florescencije prije i poslije inkubacije
podijeljenom s vremenom inkubacije i pomnozenom s faktorom konverzije. Faktor konverzije
izraCunat je pomocu razli¢itih koncentracija zavr$nog razgradnog produkta supstrata (MUF-4-
metillumbeliferon; za APA, a- i B- Glu) i MCA- 4- metilkumarinil7-amid; za AMA).

Kalibracione krivulje za pojedine enzime prikazane su na slikama.
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Slika 6. Kalibracijski pravac za APA-e
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Za izraCunavanje vremena razgradnje organske tvari mjerenja enzimatskih aktivnosti
izvriena su na 6-8 koncentracija supstrata (0.5-50 pmol 11 za APA; 0.5-25 umol 1 za a- i B-
GLU, te 1-250 pmol I za AMA). Polusaturacijska konstanta (Km) i maksimalna aktivnost
(Vmax) za pojedine enzime izraCunati su Michaelis Menton-ove krivulje (Slika 9. I 10.) i
Lineweaver—Burk-ovom linearizacijom (Slika 11.). Vrijeme razgradnje (turnover time; T)
izracunat je kao Km /Vmax (Labry et al. 2005).
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Slika 9. Michaelis-Mentonova krivulja APA-e
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Slika 11. Lineweaver—Burk-ova linearizacija AMA-e
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

3.1. UvalaCuvi

Na tom podrugju je izrazito povisenje a- i B-glukozidaze (16.6-65.9 umol 1 h', odnosno
13.0- 50.5 pmol 1 hl) zabiljezeno u srpnju ispod termokline, dok su na kontrolnoj postaji
vrijednosti bile visestruko nize (3.8-8.5 umol It h'%, odnosno 2.9-5.6 pmol It ht). Povisene
vrijednosti zabiljeZene su i za alkalnu fosfatazu (427.7 pmol 1"t h™t, u odnosu na kontrolnu
postaju 274.6 pmol 17 h'l). To ukazuje da je na tom podrugju dolazilo do brze razgradnje

unesene organske tvari.

APA / nmol I ht o-GLU / nmol I h* -GLU / nmol I'* h'? AMA/nmol/i/h
10°  10° 10° 10° 10% 10" 10° 10° 10° 10® 10" 10° 10" 10° 10%10" 10° 10' 10% 10°
0 -
10 — .
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%0 i —e— Co
) —a&— C5,,
0~ —@— RVO001
-10 |
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O —
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APA/nmol/l/h &-GLU / nmol I'* h™* B-GLU / nmol I'* h'! AMA/nmol/l/h

Slika 12. Raspodjela enzimatske aktivnosti (alkalna fosfataza APA; ; a-glukozidaza a-GLU; B-
glukozidaza -GLU i aminopeptidaze AMA) na istrazivanim postajama tijekom 2013.-2014.
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Na mjestu ispusta je ispod termokline vrijeme razgradnje polisaharida iznosilo oko
28-100 h, dok je na kontrolnoj postaji to vrijeme iznosilo oko 300-1300 h. Vrijeme razgradnje
organskog fosfora je bilo vrlo kratko (0.75-6 h). Kratko vrijeme razgradnje organskog fosfora
zabiljezeno je i na referentnoj postaji, ali iz razli¢itog razloga. Dok je na referentnoj postaji to
bilo uzrokovano izrazitom limitacijom mikrobne zajednice fosforom, na podrucju ispusta visoke
koncentracije ortofosfata ukazuju da nije bilo limitacije tim elementom, ve¢ da je to bila

posljedica povecanog dotoka organske tvari.
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Slika 13. Vrijeme razgradnje organske tvari putem ekstracelularnih enzima (organskog fosfora
Tara,; polisaharida Te-cLu | TpcLu ; te proteina Tama) na istraZivanim postajama tijekom 2013.-
2014.
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Na postaji 500 m od ispusta su enzimatske aktivnosti bile nize nego na podrucju ispusta,
ali je 1 na toj postaji vrijeme razgradnje organske tvari bilo znatno krace nego na kontrolnoj
postaji 1 slicno kao na podrucju ispusta, Sto ukazuje da je i to podru¢je pod djelomic¢nim
utjecajem dotoka organske tvari. U kolovozu su vrijednosti enzimatske aktivnosti na mjestu
ispusta bile nize nego u srpnju, jer je zbog djelomi¢nog mijesanja dolazilo do preraspodjele
organske tvari u cijeli vodeni stupac. | u tom mjesecu je vrijeme razgradnje organske tvari u
uvali Cuvi bilo znatno brZze nego na kontrolnoj postaji, te Se unesena organska tvar nije
nagomilavala u vodenom stupcu tog podruc¢ja.U velja¢i su enzimatske aktivnosti na podrucju
ispusta bile znatno niZe nego ljeti, ali jo§ uvijek znacajne, dok su na kontrolnoj postaji bile na
granici mjerljivosti metode. Znatno nize aktivnosti nego tijekom ljeta djelomicno su posljedica
znatno nize temperature (enzimatska aktivnost ovisi o temperaturi), a djelomi¢no preraspodjele
organske tvari kroz vodeni stupac zbog mijeSanja. Naime u veljaci su enzimatske aktivnosti bile
2-5 puta niZze nego u kolovozu kada je takoder doslo do preraspodijele organske tvari u vodenom
stupcu, §to se moze pripisati razlici u temperaturi (oko 10 °C). To ukazuje da je enzimatska

razgradnja organske tvari vazna i tijekom zime.
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Slika 14. Raspodjela otopljene (DOC) i partikularne (POC) organske tvari na istrazivanim

postajama u uvali Cuvi tijekom 2013.-2014.

Iznad termokline na podru¢ju ispusta, kao niti na postaji 500 m od ispusta nije

zabiljezeno znacajnije povecanje POCa u odnosu na referentnu postaju. Na podrucju ispusta su 1

zimi koncentracije POCa u cijelom vodenom stupcu bile dvostruke nego na kontrolnoj postaji i

na postaji 500 m od ispusta. Usprkos tome §to su koncentracije POCa na podrucju ispusta bile

visoke, na podru¢ju uvale Cuvi nije zabiljezeno znacajnije poviSenje koncentracije otopljene

organske tvari (DOC; mjera ukupno unesene otopljene organske tvari) niti u ljetnim niti u

zimskim mjesecima. Koncentracije DOCa na postaji kod ispusta su u cijelom vodenom stupcu

(0.98-2.00 pg 1Y) bile sli¢ne kao i na kontrolnoj postaji i u granicama prirodne varijabilnosti

rovinjskog akvatorija.
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3.2. Uvala Valdibora

U veljaci 2015. su enzimatske aktvnosti ispusta bile znatno nize nego ljeti, ali jo§ uvijek
znacajne. Nize aktivnosti nego tokom ljeta djelomicno su posljedica znatno nize temperature jer
je enzimatska aktivnost ovisna o temperaturi, no i poveéana ljudska aktivnost tokom ljeta
(turisticke i rekreacijske aktivnosti) koje utje¢u na unos organske tvari u ekosustav.

Slika 15. Raspodjela enzimatske aktivnosti (alkalna fosfataza APA; a-glukozidaza a-GLU; B
glukozidaza B-GLU i aminopeptidaze AMA) na istraZivanim postajama u uvali Valdibora
tijekom veljace 20115.
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station Tapa Taglu Thglu Tama
MO 5,8475 544 383 571
M2 454,7600 4195 19946 361,49
VB 631,3600 1727 181876 374,0

K1 140,0000 1997 9998 420,20
GO 113,2200 1083 1274 944,77
G2 463,4600 15222 8014 639,23
B2 2941,1000 2960 27544  1469,80
Bl 369,250 3594 22374 683,33
BO 72,1180 2363 1692 1439,0

Tablica 1. Vrijeme razgradnje organske tvari putem ekstracelularnih enzima (organskog fosfora T-apa;

polisaharida Te-cLu | Tp-cLu ; te proteina T-ama) na istrazivanim postajama tijekom veljace 2015.

Tijekom veljace 2015. najveca enzimatska aktivnost zabiljezena je kod enzima AMA. Na samom
ispustu tvornice Mirna (postaja M0) enzimatska aktivnost AMAe je iznosila 1500 nmol/l, §to je ujedno
i najviSa aktivnost, dok su na ostalim postajama vrijednosti bile za red veli¢ine nize. Enzimatska
aktivnost APAe koja je takoder povisena iznosila je 750 nmol/l na ispustu Mirne (MO), dok na ostalim
postajama koje su udaljene od samog ispusta vrijednosti enzimatske aktivnosti su znacajno nize.

a-GLU i B-GLU aktivnosti su bile znatno nize u odnosu na druge mjerene enzime.

Na mjestu ispusta (Postaje MO, GO i B0) tijekom veljace 2015. vrijeme razgradnje polisaharida (Taglu
i Thglu) je iznosilo od 300-1300h, dok na ostalim postajama to vrijeme je bilo znatno viSe. Vrijeme
razgradnje organskog fosfora je bilo vrlo kratko od 5- 120h, dok je razgradnja proteina (Tama) iznosila
na postaji MO 5,71h §to je jedino znacajnije vrijeme od ostalih istraZivanih postaja. NajviSe zabiljezeno
vrijeme razgradnje organskih spojeva je bilo na sljede¢im postajama: B2, G2 | VB koje nisu pod

velikim opterecenjem donosom organske tvari.
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Slika 16. Raspodjela enzimatske aktivnosti (alkalna fosfataza APA; a-glukozidaza a-GLU; B-
glukozidaza B-GLU i aminopeptidaze AMA) na istraZivanim postajama u uvali Valdibora
tijekom ljeta (kolovoz 2014).
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station Tapa/h  Tag/h Tpew/h Tama/h

GO 58,4

G2 32,3

VB 28,1

BO 68,1 292 157 616
BO 35,7

B2 13,0 391 141

K1 154 660 115 66
MO 11 9 57 i
MO 13,5 8 20 161
M2 32,5 81 542

K2 0,0 68 317 303

Tablica 2. Vrijeme razgradnje organske tvari putem ekstracelularnih enzima (organskog fosfora T-apa;

polisaharida Te-cLu | Tp-cLU ; te proteina T-ama) na istrazivanim postajama tijekom kolovoza 2014.

Tijekom kolovoza 2014., enzimatske aktivnosti APAe na ispustu Mirne su bile najviSe te su iznosile
2500 nmol/l. No, znatno poviSene vrijednosti su detektirane jo§ na postajama M1 (2000 nmol/l), te OB
(1000 nmol/L). Na ostalim postajama enzimatske aktivnosti APAe su bile za red veliCine nize. Dok je
izmjerena aktivnost AMAe iznosila 2000 nmol/l na ispustu Mirne, te su jo§ znacajne aktivnosti
zabiljezene na postajama M1 (1000 nmol/l) i OB (500-1000 nmol/l). Izrazito povisenje a-GLU i -
GLU aktivnosti (250-450 nmol/l) zabiljezeno je u kolovozu te su izmjerene vrijednosti znatno vise u

odnosu na zimu.

Na mjestu ispusta tijekom kolovoza vrijeme razgradnje polisaharida (Taglu 1 Tbglu) je bilo najniZe na
postaji MO 8h za Taglu, te 57h za Tbglu. Ostale vrijednosti na drugim postajama su bile za red veli¢ine
vise. Najkraée vrijeme razgradnje proteina (Tama) izmjereno je na postaji MO i iznosilo je 7h. Sto se
tice organskog fosfora, najkraca vremena razgradnje su bila na sljede¢im postajama: MO, K1 i B2.
Vrijeme razgradnje na postaji MO iznosilo je 1,1h $to je ujedno i najkrace vrijeme svih mjerenih
enzima.
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4. ZAKLJUCAK

Tijekom zime enzimatske aktivnosti su znatno nize nego ljeti §to je djelomi¢no posljedica
znatno nize temperature, a djelomicno preraspodjele organske tvari kroz vodeni stupac zbog
mijesanja. Utjecaj turizma takoder doprinosi povecanom unosu organske tvari u ekosustav

tijekom ljeta.

Povisene enzimatske aktivnosti su detektirane na samom podrucju ispusta.

Tijekom ljeta su te vrijednosti na podru¢ju ispusta puno viSe, no enzimatska razgradnja

organske tvari vazna je i tijekom zime.
Vrijeme razgradnje organske tvari putem izvanstani¢nih enzima je bilo najkra¢e u neposrednoj

blizini ispusta. NajviSa enzimatska aktivnost i najkraée vrijeme razgradnje dobiveno je na

podrucju ispusta tvornice ,,Mirna“.
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6. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

SVEUCILISTE JURJA DOBRILE U PULI

SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ- ZNANOST O MORU

ENZIMATSKA AKTIVNOST U PRIOBALNIM PODRUCJIMA POD UTJECAJEM
ANTROPOGENOG OPTERECENJA ORGANSKOM TVARI

SAZETAK

U ovoj studiji procijenjen je utjecaj otpadnih voda na obalno podrucje akvatorija Rovinja koje se
koristi za rekreacijske i turistiCke aktivnosti. U tu svrhu provedena je karakterizacija organske tvari i
brzina njene razgradnje. Koncentracije partikularne organske tvari kod samog ispusta bile su znatno
viSe nego na kontrolnoj postaji i viSe od uobicajenih za rovinjski akvatorij. PoviSene vrijednosti
enzimatske aktivnosti i time relativno brzo vrijeme razgradnje sprjeCavale su nagomilavanje unesene
organske tvari u vodenom stupcu tog podrucja. PoviSene enzimatske aktivnosti su detektirane na
samom podrucju ispusta. Tijekom ljeta su te vrijednosti na podrucju ispusta puno vise, no enzimatska
razgradnja organske tvari vazna je 1 tijekom zime. Vrijeme razgradnje organske tvari putem
izvanstani¢nih enzima je bilo najkrace u neposrednoj blizini ispusta. Najvisa enzimatska aktivnost i
najkra¢e vrijeme razgradnje dobiveno je na podruju ispusta tvornice ,,Mirna“. Tijekom zime
enzimatske aktivnosti su znatno niZe nego ljeti §to je djelomi¢no posljedica znatno nize temperature, a
djelomi¢no preraspodjele organske tvari kroz vodeni stupac zbog mijeSanja. Dio partikularne tvari

sedimentira ¢ime se povecava sadrzaj organske tvari u sedimentu.
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ENZYMATIC ACTIVITY IN COASTAL WATERS INFLUENCED BY ANTROPOGENIC
INPUT OF ORGANIC MATTER

ABSTRACT

In this study, the influence of waste waters on the coastal environment of Rovinj aquatorium
used for recreational and touristic activities was estimated. For that purpose, a characterization of
the organic matter and the speed of its dissolution was conducted. Concentration of the
particulate organic matter during the actual release was significantly higher than those at the
control station and more than usual for Rovinj aquatorium. Increased values of enzymatic
activities and a relatively fast time of the dissolution stopped the amounting of the inserted
organic matter in the water column of that area. Increased enzyimatic activities are detected on
the its release area. During the summer, these values at the area are much higher, but enzymatic
dissolution of organic matter is important even during the winter. Time of the organic matter
dissolution via extracellular enzymes was the shortest in the vicinity of the release. Highest
enzymatic activity and the shortest time of the dissolution was recorded at the release area of
factory ,,Mirna®. During the winter, enzymatic activities are significantly lower than those during
the summer which is partially a consequence of significantly lower temperatures, and partially
because of the division of the organic matter through the water column mixing. Part of the

particulate matter sedimentates which increase the amount of the organic matter in the sediment.
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