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doktorskega dela je bil preuditi povezave med organsko snovjo (OM) in Zivim srebrom (Hg) v
omenjenih okoljih ter ugotoviti, kako razli¢ni okoljski dejavniki in razli¢en izvor OM ter Hg vplivajo na
morebitne povezave in njihov obseg. TrZaski zaliv je onesnazen s Hg iz rudnika Hg Idrija, laguni pa sta
podvrZeni vplivu dveh oblik Hg iz dveh lo¢enih virov. En je prav tako idrijski rudnik, medtem ko je
drugi nedolgo nazaj delujoc¢a kloralkalna tovarna, locirana v zgornjem delu toka reke Aussa, ki se izliva
v maranski sektor lagune. Delo se je osredotoc¢alo na povezave med OM in Hg v vodnem stolpcu in
sedimentih obeh sistemov. Izkazalo se je, da je organska snov v vodnem stolpcu TrZaSkega zaliva
pomemben vezalec Hg in tudi drugih kovin, povezav med njimi pa v sedimentih ni bilo mogoc¢e zaznati.
Podobno se je izkazalo tudi pri analizi vzorcev iz lagun. Razlike v povezavah med OM v vodnem
stolpcu in sedimentih so povezane z razli¢no sestavo in strukturo OM, saj je v sedimentih ve¢inoma
mogoce najti mo¢no rekalcitrantno OM, medtem ko je OM v vodnem stolpcu bolj biodostopna in
vsebuje ve¢ funkcionalnih skupin, ki omogoéajo vezavo kovin. V TrZaSkem zalivu oz. celotnem
severnem Jadranu obc¢asno prihaja tudi do tvorbe makroagregatov, velikih skupkov OM. Raziskovanje
mehanizmov njihove tvorbe in razgradnje ter sestave in strukture je izjemnega pomena, saj je s tem
omogocen tudi vpogled v dinamiko naravne OM v TrZaSkem zalivu. Ob analizi netopne frakcije
makroagregatov so bile zaznane visoke koncentracije nekaterih kovin, kar je kazalec vkljucitve
mineralnih delcev v strukturo. Analiza topnega dela makroagregatov je pokazala, da ima raztopljena
OM makroagregatov enake lastnosti in sposobnosti vezave Hg kot naravna OM v tem okolju. Zdruzitev
metode ultrafiltracije in uporabe radioaktivnih ali stabilnih izotopov bi v prihodnje pomembno
pripomogla k $e natan¢nejSemu poznavanju mehanizmov, ki vodijo do povezav med OM in kovinami v
okolju. OM ima velik vpliv na biogeokemijsko kroZenje Hg, saj je pomembna z vidika napajanja
mikrobnega metabolizma, s tem pa tudi tistih mikrobov, ki vodijo pretvorbe Hg. Z izvedbo
eksperimentov v okoljih, v katerih ima OM razli¢en izvor, razli¢en izvor ima pa tudi Hg, je bila potrjena
hipoteza o pomembnosti bioloSke dostopnosti tako OM kot Hg pri tvorbi MeHg.
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AB Research was conducted in various experimental stations throughout Gulf of Trieste and Grado
and Marano Lagoon. Ecosystems observed are governed by different physical, chemical and biological
conditions. The main aim of this research was to investigate the existence and extent of interactions
between organic matter (OM) and mercury (Hg). The influences of various environmental conditions
were also studied. The most important factor in our study was the effect that the origin, thus structure
and composition, of OM as well as Hg has on the existence and extent of interactions. Gulf of Trieste is
contaminated with Hg from Idrija mercury mine whereas Hg found in Lagoon has two origins. One is
Idrija mercury mine, while the other is chloralkali plant operating until recently and situated upstream of
Aussa River. Aussa River is as an Aussa-Corno river system discharged into the Lagoon. During the
research dissolved and sedimentary OM and its interactions with Hg were investigated. It turned out that
dissolved OM present in water column plays an important role as Hg and other metal complexation
agent, however no conclusive evidence was found that interactions between sedimentary OM and Hg
exist. Similar results were obtained also on samples from the lagoon environment. It was concluded that
the absence of interactions in sediments was a consequence of OM quality, meaning that its
recalcitrance does not support Hg binding in the extents as water column OM does. Water column OM
is apparently more bioavailable and contains functional groups more suitable for metal binding.
Macroaggregates, large aggregates of OM, are relatively regularly formed in the waters of northern
Adriatic, also in waters of Gulf of Trieste. Knowledge on mechanisms of macroaggregate formation and
degradation is necessary, since it offers an invaluable insight into dynamics of natural OM as well.
Analyses on macroaggregate matrix showed high metal concentrations which suggested an
incorporation of inorganic particles, while the results on interstitial soluble portion of macroaggregates
revealed similar to identical properties in terms of structure and metal binding capacity as natural OM.
In future the combined usage of ultrafiltration and radioactive or stable isotopes could prove to be
invaluable tool for identifying the mechanisms behind interactions between OM and Hg. OM is one of
the most important actors in the biogeochemical cycle of Hg, since it serves as a fuel for microbial
metabolism. It supports also the microbes responsible for transformations of Hg. The experiments
performed in different environments where OM and Hg have different origins allowed us to confirm the
hypothesis on importance of bioavailability of OM and Hg in the formation of MeHg.
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oM

DIC

DIN

DOM/DOC

RDOM

MCP

COM

koloid
FDOM

HMW-DOM

LMW-DOM

POM/POC

HS
EPS

ASGM

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

organic matter — organska snov — vsa organska snov, ki jo najdemo v okolju,
pri ¢emer nas njen izvor in sestava ter struktura specificno ne zanimata
dissolved inorganic carbon — raztopljen anorganski ogljik

dissolved inorganic nitrogen — raztopljene anorganski dusik

dissolved organic matter (carbon) — raztopljena organska snov — vsa
organska snov, manjsa od 0,2 pm/0,45 pm

recalcitrant dissolved organic matter — rekalcitrantna raztopljena organska
snov — moc¢no spremenjena organska snov, odporna proti pretvorbam
microbial carbon pump — mikrobna ¢rpalka C, pojem, ki opisuje skupek
bioloskih procesov pretvorbe CO, v OM v vodnem stolpcu oceanov
colloidal organic matter — koloidna organska snov — organska snov,
definirana v velikostnem razredu 1 kDa — 0,2 um (operativna definicija)

v tem doktorskem delu uporabljen kot sopomenka COM

fluorescent dissolved organic matter — fluorescirajoca raztopljena organska
snov

high-molecular weight DOM — DOM z veliko molekulsko maso — organske
molekule, vecje od 1 kDa — izraz pomeni enako kot COM ali v naSem
primeru koloid

low-molecular weight DOM — DOM z nizko molekulsko maso — organske
molekule, manjSe od 1 kDa — nekateri jim pravijo tudi ‘truly dissolved'
organska snov

particulate organic matter (carbon) — suspendirana organska snov — vsa
organska snov, vecja od 0,2 pm/0,45 pm

huminske snovi

extracellular polymer substances — ekstracelularne polisaharidne snovi,
makromolekule

artisanal and small scale gold mining — majhni, po navadi nelegalni rudnika
zlata, kjer se za njegovo pridobivanje uporablja postopek amalgamacije s

Hg; eden najpomembnejsih antropogenih virov Hg v atmosfero
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Hg
THg
MeHg
RHg
Hg’
DMHg
DGM

SWiI

bentoski tok

Zivo srebro, uporabljeno tudi pri opisu vseh oblik Zivega srebra

celokupna koncentracija Zivega srebra v vzorcu

koncentracija metilnega Zivega srebra v vzorcu

reaktivno Zivo srebro

elementno zivo srebro

dimetilno Zivo srebro

dissolved gaseous mercury — vse plinaste oblike Hg, ki jih najdemo v vodni
raztopini

sediment-water interface — meja med sedimentom in vodo, mesto, kjer
potekajo najaktivnejSe pretvorbe kemijskih zvrsti

vertikalni (pre)tok razli¢nih kemijskih spojin med sedimentom in vodnim

stolpcem, ki ga poganja difuzija oz. koncentracijski gradient

Xl
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1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZ

1.1 ORGANSKA SNOV V MORSKEM OKOLJU

Morsko okolje oz. oceani predstavljajo najvecji bioloSko aktiven rezervoar v globalnem
kroZenju ogljika (C). C je element, ki s Se drugimi elementi, kot so kisik (O), vodik (H),
dusik (N), kalcij (Ca), zveplo (S) in fosfor (P) tvori Zivo snov 0z. organizme. Poleg oceana
med rezervoarje C v okolju uvr§¢amo Se atmosfero, prst, sedimente in zemeljsko skorjo. V
rezervoarjih, ki delujejo kot velike zaloge C, potekajo biotske in abiotske pretvorbe, ki
vodijo v spremembe v obliki C. S tem, ko C spremeni obliko (kemijsko strukturo,
agregatno stanje, ipd.), lahko en rezervoar zapusti in vstopi v drugega, ¢emur pravimo tok
ali fluks C. Po navadi ga izraZamo kot hitrost oz. prenos koli¢ine neke snovi v enoti ¢asa (g
cm? st ali kg km? letol). Tokovi povezujejo rezervoarje med seboj, med dvema

rezervoarjema pa lahko tece vec tokov, pri ¢emer je njihova smer lahko razli¢na. Tokovi

dolocajo tudi velikosti posameznih rezervoarjev.

Oceani naj bi vsebovali kar 38 000 Pg (1 Pg = 10™g) C, ve¢inoma prisotnega kot
raztopljeni anorganski C (DIC — dissolved inorganic carbon) v globljih delih oceanov. V
ravnoteznih razmerah naj bi DIC tako predstavljal kar 56-kratno koli¢ino vsega C v
atmosferi (Schlesinger, 1997). Veliko manjsa koli¢ina, okoli 1000 Pg, naj bi ga bilo
prisotnega v zgornje lezeCem, premesanem sloju oceanov. Gre za C, ki se preko delovanja
difuzije in bioloskih procesov aktivno izmenjuje z atmosfero. Kljub temu da gre za zelo
dinamicen del rezervoarja, lahko pomemben del C uide krozenju in se prenese v globlje

dele oceanov, kjer ostane nedotaknjen daljSa Casovna obdobja.

Biogeokemijsko krozenje C, shemati¢no predstavljeno na Sliki 1, je nedvomno zelo
kompleksen skupek procesov, s katerim so povezana krozZenja Se drugih elementov, med

drugim tudi Hg.
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Slika 1: Poenostavljena shema globalnega biogeokemijskega kroZenja C. Modri napisi prikazujejo velikosti
rezervoarjev (v Pg, Pg = 10" g), rde¢i napisi prikazujejo tokove (v Pg y™) (povzeto in prirejeno po
http://globecarboncycle.unh.edu/CarbonCycleBackground.pdf)

V morskem okolju je C prisoten v Stirih oblikah: v obliki DIC, kot raztopljeni organski C
(DOC/DOM - dissolved organic carbon/matter), suspendirani organski C (POC/POM -
particulate organic carbon/matter) in kot morska biota. Pri tem naj bi DOM vsebovala
priblizno enako koli¢ino C kot atmosfera (700 : 750 Pg). O pomembnosti rezervoarja v
obliki DOM govori podatek, da bi neto oksidacija le 1 % DOM v atmosfero prispevala
enako koli¢ino CO;, kot ga letno prispeva ¢lovestvo z uporabo fosilnih goriv (Hedges,
2002). Ena najbolj aktualnih tem v svetu organske snovi (OM — organic matter) v morskem
okolju je pojem mikrobne c¢rpalke C (MCP — microbial carbon pump, shemati¢no
prikazana na Sliki 2), ki so ga Jiao in sod. (2010) vpeljali kot nadgradnjo pojma bioloSke
¢rpalke, saj naj slednja ne bi zadostno poudarjala pomembnosti mikroorganizmov pri

tvorbi tezko razgradljive oz. rekalcitrantne organske snovi (RDOM - recalcitrant dissolved


http://globecarboncycle.unh.edu/CarbonCycleBackground.pdf
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organic matter). Vloga RDOM predstavlja pomemben rezervoar C v globljih delih vodnega
stolpca oceanov.

R eS|

Bioloska | Fitoplankton |

crpalka

. | Virusni
Y| razkroj

Smer toka
produktoy
mikrobnega

metabolizma

Slika 2: Shema, ki predstavlja mikrobno érpalko C (povzeto in prirejeno po Jiao in sod., 2010).

Bioloska ¢rpalka C je nekoliko zastarel opis skupka procesov, s katerimi se CO; v evfotski
ali osvetljeni coni oceanov v procesu fotosinteze fiksira v OM in od tam z usedanjem
prenaSa v globine, kjer je na razpolago heterotrofnim mikrobnim pretvorbam. Bioloska
¢rpalka predvideva, da je heterotrofna pretvorba nastale organske snovi, imenovana tudi
remineralizacija, 100 %, kar pomeni, da ob njeni razgradnji nastajajo CO,, H,O in
anorganski nutrienti, ki so ponovno na razpolago avtotrofnim organizmom. C naj bi se v
procesu bioloske ¢rpalke iz vodnega stolpca s sedimentacijo na morsko dno odstranjeval le
v obliki netopnega karbonata. Mnogo novejsih Studij pa je pokazalo, da je ve¢ina DOM v
oceanskem okolju na globinah, ve¢jih od 1000 m, refraktorne. Zaradi tega je nedostopna
bakterijski razgradnji, oz. bi bila razgradnja mogoca le v omejenem obsegu ob izdatni
pomoci fotokemijskih reakcij (ki v teh globinah niso ve¢ mogoce). 1z tega razloga so leta

2010 vpeljali pojem mikrobne ¢rpalke C. Definirali so jo kot skupino bioloskih procesov,
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preko katerih prihaja do fiksacije CO, v OM, ki se nato prenaSa v globine oceanov. Ob
transportu v globino prihaja do njene delne remineralizacije, nekaj OM pa se delno
razgrajene 0z. nerazgrajene v obliki RDOM poseda proti dnu. Gre za pomemben proces, ki
v dolgih geoloskih obdobjih pomembno prispeva k zmanjSanju celokupnih koli¢in C. Po
nekaterih ocenah naj bi ta tok predstavljal kar 15-20 % vsega iz globalnega krozenja
odstranjenega C (Emerson in Hedges, 2008; Hansell in Carlson, 1998), povpre¢na starost
RDOM pa je ocenjena na 4000 do 6000 let. Rezervoar C v obliki RDOM naj bi bilo po
velikosti primerljiv rezervoarju C kot CO, v atmosferi (Carlson, 2002 in tam navedeni

¢lanki).

1.1.1 Organska snov v vodnem stolpcu
Organsko snov v vodnem stolpcu bi lahko razvrstili v tri glavne razrede, in sicer v
DOC/DOM, POC/POM in morsko bioto, pri ¢emer naj bi DOM predstavljala kar 97 % vse
OM v oceanih (Benner, 2002). V pri¢ujo¢em doktorskem delu smo se ukvarjali predvsem s
to frakcijo. Razlika med POM in DOM je definirana operativno, saj med DOM uvr§¢amo
tisto organsko snov, ki prehaja 0,45 pum velike pore filtrov, medtem ko se POM na njih
zadrZi (nekatere zgodnejSe raziskave uporabljajo tudi filtre z 0,7 um porami). Tako
fitoplankton in veliko vecino morskih bakterij uvrs¢amo med POM, medtem ko nekatere
vrste bakterij, virusi, huminske snovi ter organski polimeri (beljakovine, sestavljeni
ogljikovi hidrati, itd.) in monomeri (aminokisline, mas¢obne kisline, ogljikovi hidrati,
ekstracelularne makromolekule, ki jih izloc¢ajo celice (EPS - extracellular polymer
substances), ipd.), spadajo v skupino DOM (Nebbioso in Piccolo, 2013) (Slika 4).
Pomembna frakcija DOM je koloidna organska snov (COM - colloidal organic matter), ki
je prav tako definirana operativno, saj gre za molekule, ki so ve¢je od 1 kDa (ali priblizno
1 nm, kolikor znaSa krogelni premer makromolekule z maso 1 kDa) in manjSe od 0,45 oz.
0,2 um. COM naj bi po nekaterih ocenah predstavljala priblizno tretjino vse DOM (Benner
in sod., 1992), zato njenega obstoja in funkcije v morskem okolju ne gre zanemariti.
Nekateri avtorji DOM delijo v nizkomolekularne (LMW - low molecular weight DOM) in
visokomolekularne spojine (HMW — high molecular weight DOM), s ¢emer poudarjajo, da
gre za lo¢evanje molekul na podlagi velikosti (Benner, 1991; Benner in sod., 1992). HMW-
DOM je definirana enako kot koloidi oz. COM, LMW-DOM pa kot resni¢no raztopljena
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snov (angl. 'trully dissolved'). Definiranje oz. locevanje molekul na osnovi velikosti je
uporabno s prakti¢nega vidika, z vidika njihove funkcije v okolju pa taksno razlikovanje
poseduje zelo malo informacij (Gustafsson in Gschwend, 1997). HMW-DOM je bolj
'bioaktivna' in dostopna razgradnji kot LMW-DOM (Amon in Benner, 1996). LMW-DOM,
ki se akumulira v okolju in ne vstopa v mikrobni metabolizem, naj bi spontano agregirala v
veéje molekule (Chin in sod., 1998; Zoppini in sod., 2005), za katere je znacilno, da jim
strukture celo z danaSnjimi analiznimi metodami skoraj ni mogoce dolo¢iti. Tako nastale

makromolekule po definiciji sodijo v skupino RDOM.
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Slika 3: Biogeokemijsko kroZenje OM v oceanih (povzeto in prirejeno po Libes, 2009)
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Slika 4: Velikostna porazdelitev OM, prisotne v vodnem stolpcu (povzeto in prirejeno po Azam in Malfatti,
2007, Verdugo in sod., 2004)

DOM, ki jo najdemo v morjih in oceanih, sestavljata t.i. avtohtona in alohtona OM, kar
pomeni, da izvirata iz morskega okolja in s kopnega. Avtohtona je tista, ki nastaja v
morskem stolpcu in se v okolje sprosca pri procesih izlo¢anja iz celic fitoplanktona, pri
povrsni 'pasi' protozoojev (angl. 'grazer sloppy feeding’), pri virusni lizi bakterijskih celic
ter bakterijski lizi fitoplanktona in pri bakterijskih pretvorbah ter spros¢anju OM (Carlson,
2002). Alohtona pa nastaja ob razgradnji OM visjih rastlin in tudi Zivali, torej kopenske
OM, njen vpliv pa je opaznejSi v lagunah, estuarijih in obalnih morjih, saj v ta okolja
vstopa predvsem z rekami. OM je v morju podvrzena kemijskim in bioloskim pretvorbam.
Mineralizacija ali pa le delne pretvorbe, in agregacija v refraktorno obliko predstavljajo
pomemben ponor C. Avtohtono in alohtono DOM je mogoc¢e med seboj razlikovati, saj je
njuna struktura zaradi izvora samega in zaradi delovanja Stevilnih okoljskih dejavnikov
razli¢na. Avtohtono DOM v grobem sestavlja 25-50 % beljakovin, 5-25 % lipidov in okoli
40 % ogljikovih hidratov, medtem ko je struktura alohtone DOM lahko zelo raznolika, saj
je odvisna predvsem od strukture in sestave izvorne OM. Po navadi takSna OM vsebuje
ve¢ ogljikovih hidratov, med katerimi prevladuje celuloza, vsebuje pa tudi lignin (15-25 %)
ter druge makromolekule (Nebbioso in Piccolo, 2013). Prisotnost oz. odsotnost lignina se

pogosto uporablja kot biomarker za prisotnost alohtone OM (Ertel in sod., 1986; Opsahl in
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sod., 1999). Proteini in ogljikovi hidrati kot biomarkerji niso najbolj primerni, saj so
mikrobom laZje dostopni in tako bolj podvrzZeni razgradnji. To so pokazali Ze Benner in
sod. (1992), ki so dokazali, da se celokupna vsebnost ogljikovih hidratov v vodnem stolpcu
oceanov z globino manjSa, medtem ko se vsebnost aromatskih funkcionalnih skupin
povecuje. Nekatere Studije kazejo, da je kar 50 % vsega C v HMW-DOM v vrhnjem delu
vodnega stolpca oceanov prisotnega v obliki ogljikovih hidratov, medtem ko ta odstotek v
spodnjih delih vodnega stolpca znaSa le Se okoli 25 %. Rezultati nakazujejo dejstvo, da so
ogljikovi hidrati v vodnem stolpcu najbolj 'reaktivni’ oz. dostopni heterotrofnemu

metabolizmu.

Ogljikovi hidrati igrajo pomembno vlogo v obalnih morskih okoljih, saj naj bi sodelovali
tudi pri preénem povezovanju ve¢jih molekul, kar lahko vodi v nastanek velikih organskih
agregatov v vodnem stolpcu (Ahel in sod., 2005), medtem ko nekatere druge raziskave
kazejo, da vlogo precnih povezav pogosto zavzemajo tudi kovinski ioni (Chin in sod.,

1998; Doucet in sod., 2007).

Huminske snovi (HS), definirane kot velike, mo¢no spremenjene molekule, nastale ob
razgradnji OM, so najbolj zastopane v prsti in sedimentih, vendar jih je mogoce najti tudi v
vodnem stolpcu (Jones in Bryan, 1998). Glede na topnost v kislinah oz. bazah jih delimo v
huminske kisline, fulvinske kisline in humin. HS v vodnem stolpcu predstavljajo 10-20 %
vse DOM, od tega je kar 50 % fulvinskih kislin (Bronk, 2002). Nekateri avtorji navajajo
viSje odstotke, tudi do 50 % (Jones in Bryan, 1998). Med HS v povrsinskem sloju oceanov
in tistimi v globljih slojih naj ne bi bilo pomembnih razlik v strukturi, kar kaZe na izrazito
refraktornost teh molekul. Nekateri avtorji (Bronk, 2002) temu nasprotujejo in trdijo, da so
doloc¢eni organizmi sposobni uporabe N v HS. Obstajali naj bi trije mehanizmi, s katerimi
se sprosca vezani N: ob delovanju bakterijskega metabolizma, ob delovanju specifi¢nih

povrsinskih encimov fitoplanktona in preko fotorazgradnje HS v LMW-DOM.

Vloge, ki jih DOM zavzema v morskem okolju, so zelo razlicne (Hirose, 2007; Nebbioso
in Piccolo, 2013), saj lahko igra vlogo kelatorja kovin in s tem vpliva na njihovo topnost,
transport in strupenost, igra pomembno vlogo pri transportu organskih onesnazil, sodeluje

pri tvorbi koloidne snovi in vpliva na njihove povrsSinske lastnosti, sodeluje pri
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fotokemijskih reakcijah, sodeluje pri krozenju in dostopnosti nutrientov, vpliva na pufrsko

kapaciteto sistema in na razporeditev ionov med raztopljeno in trdno fazo.

Vloga COM v morskem okolju je z vidika vezave kovinskih kationov izjemnega pomena,
saj tvorba kompleksov z organskimi ligandi vpliva na kemijsko speciacijo elementa.
Organskih ligandov, ki mo¢no vezejo kovine, je v morskem okolju sicer zelo malo (v nM
koncentracijskem obmoc¢ju), vendar so konstante vezave velikostne razrede vecje kot ob
'navadni’ kationski vezavi na negativno nabite funkcionalne skupine (Wells, 2002).
Nekateri izsledki kazejo, da vezava kovin na COM ni nujno reverzibilna oz. v dinami¢nem
ravnovesju z raztopino, temve¢ lahko prihaja do tvorbe kompleksnih sekundarnih in
terciarnih struktur, pri ¢emer se kovine 'vgradijo' v organsko strukturo. S tem naj se
stabilnostna konstanta in specifiénost kompleksa kovina-ligand ne bi spreminjala,
spreminjala naj bi se le hitrost izmenjave kovine z okolico (Wells in sod., 2000). Razlage,
zakaj oz. kako posamezni organski ligandi specificno vezejo neko kovino, Se ni, vendar
raziskovalci domnevajo, da je sposobnost odvisna predvsem od izvora dolo¢enega liganda.
Bakterije so namre¢ sposobne tvorbe sideroforov, s katerimi v okolju i8¢ejo in vezejo Fe in
ta molekula lahko v nekaterih situacijah tvori zametek DOM, ki bo nadalje agregirala v
COM, njena sposobnost specifi¢ne vezave, v tem primeru Fe, pa se bo ohranila (Wells,
2002). Neposredna interakcija med kovinami in bakterijskimi celicami lahko poteka tudi
preko funkcionalnih skupin, ki jih vsebuje EPS, ki ga celice izlo¢ajo. Pomembne so zlasti
hidroksilne, karboksilne, fosfatne, aminske, amidne in nitrilne (Zhang in sod, 2010).
Interakcije potekajo tudi na nivoju membranskih proteinov, ki v svojih aktivnih mestih
vsebujejo sulfhidrilne funkcionalne skupine. Bakterije so med evolucijo razvile npr. tudi
detoksifikacijski mehanizem, s katerim se branijo pred negativnimi posledicami, ki bi jih
lahko na delovanje njihovega metabolizma imel Hg. Glavna naloga encimskega kompleksa
Mer, katerega zapis se nahaja na operonu mer, je vezava anorganskega Hg ali MeHg ter
njegova redukcija v inertno Hg® ali nastanek Hg?* (Barkay in sod., 2003). V membrani
celic, ki so odporne proti Hg 0z. imajo operon mer, se nahaja tudi transmembranski protein

MerT, katerega naloga je specificna vezava Hg in nadaljnji transport v notranjost celice.

Izjemen izziv za raziskovalce tako ostaja opis 0z. dolocitev sestave in strukture DOM, saj

zaradi nezadostnega poznavanja njene strukture in izvora ne moremo napovedati 0z.
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predvideti obsega vezave kovin v morskem okolju. Ta obseg pa se lahko s Casom Se
spreminja. Kljub vsem analiznim metodam, ki so na razpolago, pri delu z DOM $e vedno
predstavlja ozko grlo izolacija zadostnih koli¢in OM za vse potrebne analize. V vodnem
stolpcu je DOC zelo malo, saj se koncentracije gibljejo nekje med 0,5 in 2 mg L™ (Hedges,
2002), podobno velja tudi za Trzaski zaliv, kjer se koncentracije gibljejo okoli 1 mg L™
(De Vittor in sod., 2008; Pettine in sod., 2001).

Sezonsko dinamiko DOC v TrZaSkem zalivu so podrobno opisali De Vittor in sod. (2008)
ter Fonda Umani in sod. (2007). Izpostavili so predvsem tipi¢ni zimski minimum
koncentracij DOC in poznopoletni maksimum. Pokazali so, da so za Trzaski zaliv znacilna
nihanja v temperaturi in slanosti, ta pa je odvisna tako od temperature kot tudi od pretoka
reke Soce, ki je glavni pritok v Trzaski zaliv. Vzporedno raziskovanje OM v lagunskem in
morskem okolju je nujno, saj na njeno obliko in obnaSanje vplivajo Zze majhne spremembe
v pH, koncentraciji ionov ali temperature. Te spremembe se lahko odrazajo kot spremembe
v velikosti (tvorba gelov), gostoti, reaktivnosti in fizikalno-kemijskih lastnostih, kar se
pomembno odraZza v interakcijah z organizmi in njihovimi encimi (Tanaka, 1992). V
TrzaSkem zalivu korelacije med produkcijo fitoplanktona in akumulacijo DOC v vodnem
stolpcu ni mogoce zaznati, iz Cesar je mogoce sklepati, da je obseg akumulacije pogojen Se
z drugimi okoljskimi in bioloSkimi dejavniki. So pa Fonda Umani in sod. (2007) opazili,
da maksimalne vrednosti DOC sovpadajo z maksimalno bakterijsko produkcijo, kar kaze

na nepopolno bakterijsko porabo DOC ter tvorbo RDOM.

Svetloba v relativno plitvem obalnem morju, kakrsen je Trzaski zaliv, praviloma sega do
dna, kar omogoca razvoj in obstoj aktivne bentosSke populacije fototrofnih organizmov.
Delez izlocenega DOC proti aktivnosti primarne bentoske produkcije naj bi po nekaterih
podatkih (Goto in sod., 1999) predstavljal tudi 70 % in bil s tem mnogo pomembnejsi od
fitoplanktonskega.

Posebnost Trzaskega zaliva je tudi v tem, da v njem prihaja do nastanka makrogelov oz.
makroagregatov, vecinoma sestavljenih iz heteropolisaharidov, ki jih v okolje izloca
fitoplankton (Koron in sod., 2011; Kovac in sod., 1998, 2002, 2004, 2008). Pojav tvorbe

makrogelov ni omejen le na Trzaski zaliv, temve¢ se pojavlja po celotnem severnem
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Jadranu, prav tako pa so ga opisali tudi v nekaterih drugih obalnih morjih (Kova¢ in sod.
2008). Posebnost TrzaSkega zaliva je predvsem razseznost pojava. Proizvodnja DOM naj
bi se izdatno povecala, kadar fitoplanktonu primanjkuje nutrientov, pri tem pa naj bi k
akumulaciji DOM v vodnem stolpcu prispevala tudi zmanjSana sposobnost vgradnje C v
celicne strukture ter zmanjSana aktivnost heterotrofnih organizmov, ki so prav tako

podvrzeni prehranskemu stresu (Pettine in sod., 2001; Turk in sod., 2010).

1.1.2 Organska snov v sedimentih

V sedimentih je potrebno lo¢iti med OM, ki je prisotna v pornih vodah sedimentov, in OM,
ki je prisotna v trdni fazi sedimentov. OM, ki jo najdemo v pornih vodah sedimentov, ima
naceloma enako vlogo kot OM v vodnem stolpcu, sestava in struktura pa se lahko
razlikujeta. Je zelo kompleksna zmes spojin zelo razli¢nih velikosti. Izvorno gre lahko za
OM, ki se je v sedimente posedla iz vodnega stolpca in za OM, ki je nastala in situ z
delovanjem bentoskih avtotrofnih in fototrofnih organizmov. Slednja je v TrzaSkem zalivu
pomembna, saj gre za plitev morski bazen, v katerem svetloba, ki sega do tal, omogoca
razvoj in obstoj fototrofnih mikrobnih zdruzb (De Vittor in sod., 2008). OM, ki se v
sedimente oceanov poseda iz vodnega stolpca, imenujmo mocno rekalcitrantna snov, ki ji
je tezko pripisati strukturo. Po nekaterih ocenah (Nebbioso in Piccolo, 2013) naj bi takSna
organska snov predstavlja kar 80 % vse OM v sedimentih. Kopi¢enje OM v globljih delih
sedimentov potrjuje tezo, da gre za tezko razgradljivo snov, saj bi v nasprotnem primeru s
povecevanjem globine opazili njeno porabljanje (Burdige, 2002). Vendar pa tok OM ni
enosmeren, temveC lahko v vrhnjih delih sedimentov prihaja do razgradnje labilne OM,
razpadni produkti pa se lahko sproscajo v zgoraj lezeci vodni stolpec, kar potrjujejo tudi
povisane koncentracije DOM nad sedimentom. Kon¢ni produkti razgradnje HMW-DOM
so navadno LMW-DOM, kot so na primer kratkoverizne organske kisline. Te pa lahko v
sedimentih sluzijo kot vir energije in C v procesih denitrifikacije in sulfatne redukcije
(Burdige, 2002). Slednja je najpomembnejSi anaerobni mikrobni proces v sedimentih
obalnih morij, tudi v TrzaSkem zalivu (Hines in sod., 1997).

V lagunskem okolju, kjer je vnos z rekami izjemnega pomena, igra pomembno viogo

alohtona OM. Zanjo je znacilna vecja vsebnost kompleksnih polimernih molekul z

10
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relativno nizjo vsebnostjo N (celuloza, hemiceluloza in lignin) in ve¢jo vsebnostjo
aromatskih funkcionalnih skupin (Ertel in sod., 1986; Opsahl in sod., 1999).

V sedimentih je pomembna tudi interakcija OM z mineralnimi delci. Z manjSanjem
velikosti delcev se povecuje njihova aktivna povrsSina, kjer te interakcije potekajo. Ob
prisotnosti mineralnih delcev in trivalentih kovinskih kationov lahko prihaja do nekaksne
zaSCite organske snovi pred razgradnjo (Baldock in sod., 2004; Hedges in sod., 2001,
Ogrinc in sod., 2005). Se posebno pomembne mineralne strukture so silikati ter Fe in Mn
oksidi in hidroksidi. OM, ki je tako vezana na mineralne delce oz. z njimi, se bo v okolje
sprostila Sele, ko bo prislo do raztapljanja mineralne faze, ki jo §¢iti pred delovanjem

encimov.

HS so najpogosteje raziskovana in opisana OM v trdni fazi sedimentov, poleg tega tudi
glavna oblika C. Kljub njihovi pregovorni refraktornosti lahko deluje stimulativho na
fitoplankton, in sicer kot donor elektronov v reakcijah fotooksidacije (Zepp in sod., 1987).
Poleg tega pa lahko sodelujejo tudi v biogeokemijskem krozenju razli¢nih kovin ter tudi
nekaterih organskih polutantov (Poerschmann in sod., 2007). HS v grobem delimo v tri
skupine glede na njihovo topnosti in adsorpcijske lastnosti. Huminske kisline so topne v
bazi¢nih topilih, fulvinske so topne tako v bazi¢nih kot kislih topilih, medtem ko humin ni
topen ne v bazah ne v kislinah. Na splosno lahko re¢emo, da se v morskih sedimentih
pojavljajo predvsem huminske kisline in humin, fulvinske kisline pa so bolj mobilne in
predstavljajo pomemben del DOM vodnega stolpca (Tipping, 2004). Giani in sod. (2010)
so ob analizi HS v Severnem Jadranu prisli do zakljuckov, da lahko te v anoksi¢nih pogojih
igrajo pomembno vlogo koncnega elektronskega akceptorja v anaerobnem mikrobnem

metabolizmu.
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1.2 BIOGEOKEMIJSKO KROZENJE ZIVEGA SREBRA (Hg)

1.2.1 Globalno biogeokemijsko krozenje Hg
Hg uvrs¢amo med globalne onesnazevalce, saj kompleksna biogeokemija spodbuja
njegovo neprestano krozenje z zemeljske povrSine v atmosfero in nazaj. Zaradi prisotnosti
v atmosferi in posledicnega sproS¢anja na povrSino tako nobeno okolje ne ostane
neprizadeto. Hg je v okolju Ze naravno prisotno, vendar v relativno nizkih koncentracijah
in na geografsko omejenih obmocjih. Njegovo uporabnost so cenili ze stari EgipCani, prvic¢
pa je bil kot element opisan Sele v 18. stoletju. Uporaba Hg v razli¢cnih tehnoloSkih
procesih, kjer se uporablja v velikih koli¢inah, je vodila v izrazit porast njegovega
pridobivanja. To je bilo najobseznejSe v ¢asu 2. svetovne vojne (Hylander in Meili, 2003,
UNEP, 2013). Pridobivali so ga v nahajalis¢ih samorodnega Hg ali pa z izkopom in
predelavo cinabaritne rude, v kateri je Hg prisoten kot HgS. Pridobivanje Hg pa neko¢ ni
bilo in e vedno ni 100 % ucinkovito, kar je v preteklosti po nekaterih ocenah vodilo v kar
25 % izgube vsega izkopanega Hg (Gosar in sod., 1997). Hg je na ta nacin zacel v veliko

veéjih koli¢inah vstopati v globalno biogeokemijsko kroZenje.

Najnovejsi podatki (UNEP, 2013) kazejo, da antropogeni viri prispevajo 30 % letno v zrak
izpusc¢enega Hg, 10 % se ga sprosti iz naravnih virov, preostalih 60 % pa se ga sprosti iz
povrsinskih delov oceanov in prsti. Gre za Hg, ki se v tem okolju kopici ze desetletja in
stalno krozi med atmosfero in zemeljskim povrSjem, njegovega primarnega izvora pa ne
moremo z gotovostjo dolociti. Danes med antropogene vire, ki v okolje vnasajo novo Hg
uvrs¢amo majhne, po navadi nelegalne rudnike zlata (ASGM - artisanal and small scale
gold mining), kjer za njegovo pridobivanje uporabljajo postopek amalgamacije s Hg. Ta
nacin rudarjenja so vpeljali v 16. stoletju, aktivno se je uporabljal v casu zlate mrzlice v
Ameriki, danes pa se uporablja pretezno v azijskih drzavah in drzavah Juzne Amerike
(Cordy in sod., 2011; Teran-Mita in sod., 2013), Se posebno v Braziliji (\Veiga in Hinton,
2002). Poleg ASGM pomembne vire predstavljajo e uporaba fosilnih goriv, rudarjenje in
pridobivanje Zeleza in drugih kovin ter proizvodnja cementa (Hylander in Meili, 2003;
UNEP, 2013). Med najpomembnejse naravne vire uvrs¢amo vulkane, prst s povisanimi
naravnimi koncentracijami Hg, geotermalne vrelce in gorenje lesne biomase o0z. gozdov
(Gustin in sod., 2008).
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Pretvorbe, ki poganjajo biogeokemijsko krozenje Hg, so lahko biotske, v katerih so
osrednji akterji mikroorganizmi, ali abiotske. V okolju lahko potekajo oksidacija Hg® v
Hg?*, redukcija Hg>* v Hg®, metilacija Hg v monometilno Hg (MeHg) ali dimetilno Hg
(DMHg) in demetilacija MeHg v Hg® oz. Hg?*. Hg, prisotno v atmosferi, je lahko
udelezeno v $tevilnih kemijskih reakcijah pretvorb Hg® v Hg®* in obratno, pri Gemer je
prevladujoda oblika Hg". Glavni reaktanti v reakcijah pretvorb, ki potekajo v atmosferi, so
ozon (Hall, 1995; Munthe, 1992), hidroksilni in hidroperoksilni radikali (Lin in Pehkonen,
1997) ter S(IV) (Munthe in sod., 1991). Oksidacijsko stanje Hg pomembno vpliva na
njegov zadrzevalni ¢as v atmosferi in s tem na velikost njegovega vplivnega obmodja. Se
najbolj pa je od njega odvisen mehanizem odlaganja na zemeljsko povrsino. Mehanizem
odlaganja je lahko suh, kar pomeni, da se Hg odloZi vezano na delce, ali moker, kjer se Hg
na zemeljsko povrSino vraca raztopljeno v padavinah. Njegova nadaljnja usoda je odvisna
od Stevilnih okoljskih in biotskih dejavnikov, predvsem pa je pomembno, v kateri del
ekosistema vstopa. Hg, ki vstopa v kopenske ekosisteme, velja za bolj ali manj neaktivno
(Fitzgerald in Lamborg, 2007), saj veCinoma ostane imobilizirano v prsti ali v lesni
biomasi. Na to dejstvo posredno kaze tudi prisotnost Hg v premogu, kjer ga je mnogo vec
kot v nafti. Prehodna obmocja, kot so estuariji in lagune, ter morska okolja pa so mesta
najkompleksnejsih biogeokemijskih pretvorb Hg.

1.2.2 Biogeokemijsko krozenje Hg v morskem okolju

Vstop iz atmosfere je le eden od nacinov, preko katerih Hg vstopa v morsko okolje, vendar
se domneva, da je najobseznejsSi (Fitzgerald in Lamborg, 2007). Pomemben naéin je tudi
transport z rekami, v katerih se Hg prenaSa vezano v delce ali pa raztopljeno. Od velikosti
delcev je odvisno mesto njihovega posedanja. Tako so pomembna mesta obseznega
usedanja delcev z vezanim Hg predvsem estuariji. Ti so zanimivi tudi zaradi kemijskih
sprememb, ki potecejo ob stiku sladke in slane vode. Razlika med enim in drugim okoljem
je predvsem v organskih in anorganskih ligandih, ki lahko vezejo Hg. V sladki vodi
najdemo vecinoma hidroksidne komplekse, tudi komplekse med Hg in DOM, medtem ko
naj bi v morski vodi v odsotnosti organskih ligandov prevladovali kloridni kompleksi
(Ullrich in sod., 2001).
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Morska okolja ne delujejo le kot ponor Hg, temve¢ tudi kot njegov pomemben vir, saj
preko biotskih in abiotskih pretvorb nastaja Hg®, ki se spro$¢a nazaj v atmosfero, prav tako
pa nastaja MeHg, ki vstopa v prehranjevalne splete. Ker je MeHg pomemben nevrotoksin,
ki se lahko bioakumulira in biomagnificira v prehranjevalnih spletih, v katere je vklju¢en
tudi Clovek, je poznavanje mehanizmov in okoljskih parametrov, ki vplivajo na nastanek
MeHg v sedimentih izrednega pomena (Merritt in Amirbahman, 2009). Z vidika
toksikologije je proces metilacije anorganskega Hg najpomembnejSa pretvorba Hg, ki
deluje na obnaSanje in usodo Hg v morskih sistemih (Fitzgerald in Lamborg, 2007).
Tvorba MeHg je posledica delovanja mikroorganizmov, predvsem sulfatnih reducentov
(Compeau in Bartha, 1985) in reducentov Fe (Fleming in sod., 2006), poteka pa lahko tudi
abiotsko (Falter, 1999a, 1999b; Gardfeldt in sod., 2003, Celo in sod, 2006, Siciliano in
sod., 2005). Pri Studiju akumulacije MeHg v okolju je potrebno upoStevati mnogo
spremenljivk (Merritt in Amirbahman, 2009), predvsem hidrodinamiko nad sedimentom
lezece vode, vnos organske snovi in razmere v sedimentu. Akumulacija MeHg je namrec
seStevek dveh nasprotnih procesov: mikrobne metilacije in mikrobne demetilacije.
Prostorska raznolikost sedimenta in razmer, ki vladajo v njem, je lahko tako velika, da je
posplosSevanje oz. nedvoumno zaklju€evanje, kateri mehanizmi vplivajo na doloc¢en proces
v okolju, zelo omejeno (Barkay in Wagner-Dobler, 2005; Benoit in sod., 2003; Han in sod.,
2007; Lin in sod., 2012; Ullrich in sod., 2001).

Vloga OM je v morskem okolju zelo razli¢na. Vec¢inoma deluje kot stimulator mikrobnega
metabolizma, pri ¢emer lahko prihaja tudi do metilacije Hg, sicer pa OM sestavljajo
molekule, ki Hg vezejo in ga na ta nacin delajo organizmom tezje dostopnega oz.
nedostopnega (Belzile in sod., 2008; Ravichandran, 2004; Slowey, 2010). Prav tako je ob
vezavi na DOC omejen privzem Hg v celice fitoplanktona, pri ¢emer je efekt zmanjSanja
vedji pri Hg(Il) kot MeHg (Zhong in Wang, 2009). Guo in sod. (2002) so pokazali, da do
bioakumulacije v tkivih Skoljk prihaja ne glede na to ali je Hg vezano na koloide ali pa na
LMW-DOC, za ostale kovine pa velja, da vezava na koloide biolosko dostopnost zmanjsa.
Pokazali so tudi, da se je kar 60-80 % privzetega Hg vezalo v mehka tkiva skoljk, pri
¢emer se je akumuliralo ve¢ MeHg kot Hg(II). BioloSka dostopnost Hg, pa naj bo to
organsko ali anorgansko kompleksirano, je predvsem tudi funkcija na¢ina prehranjevanja

nekega organizma. Sposobnost privzema organsko vezanega Hg v bakterijske celice (Gram
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negativnih bakterij) je omejena z velikostjo organske molekule, ki znasa 600 Da (Hedges,
2002), medtem ko pri organizmih, ki hrano poZirajo oz. gre za privzem hrane s filtriranjem

morske vode, velikostnih omejitev na¢eloma ni.

V morskem okolju, Kjer vladajo razmere z visokimi koncentracijami CI" ionov in nizkimi
koncentracijami DOC (1 uM) in prevladujejo kompleksi med Hg in CI’, se je pokazalo, da
je Hg v kloridni obliki bolj biodostopen od Hg, vezanega s koloidi (Zhong in Wang, 2009).
Nasprotno v okoljih, Kkjer so koncentracije DOC visoke (> 100 uM),
spreminjajo¢e/narascajoce koncentracije CI" na privzem Hg(ll) nimajo nobenega vpliva. V
takSnem okolju prevladujejo organski kompleksi, kar kaze na zelo pomemben vpliv
koncentracije in izvora DOC. Nekateri avtorji (Fitzgerald in sod., 2007; Merritt in
Amirbahman, 2009; Ravichandran, 2004) navajajo, da je tvorba kompleksov med organsko
snovjo in Hg v morskem okolju pomembna predvsem v oksi¢nih pogojih, saj v anoksi¢nih
razmerah zaradi povecane aktivnosti sulfatnih reducentov prihaja do tvorbe H,S oz S%, za

katerega so znacilne vecje konstante vezave Hg.

O,
O, Hg(ll) <= H
Hg(1l) <= Hg® 3(7 ) (CH,{Hg Hg®, ngn@ GZHSP

Povrsje in jezera Povr$je oceanov .
4 5 Lokalizirano
P CH;Hg = Cx+Hg® onesnazevanje

fr Hg® %= Hg(l)
5 Plankton Hg-Hum g°
NI 5 g || HEC1™
Oksiéni vodni ?i,ﬁ s -HS(OH)I ! d
stolpec ¥ ggum CH;HgOH | HgCIOH o ‘B LIF¥ Algni metaboliti
CH;HgCl 8
CO,, CH4+Hg(I!)<—‘ g A
Oksidativni (CH;);Hg g mer,
proces
merB H;S ; I
Hg(ll)
SRB u
EIESTI:IS? tl Anoksicni vodni
CH;Hg = =g (HS), m— HgS,, stolpec in sedimenti
Hg(S,)HS

Slika 5: Shema biogeokemijskega kroZenja Hg v morskem okolju (povzeto in prirejeno po Barkay in sod.
2003)
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1.2.3 Povezave med organsko snovjo in Hg
Pomembnost, ki jo OM igra pri speciaciji, topnosti, mobilnosti in bioloSki dostopnosti Hg
v vodnem, torej tudi morskem okolju, je znana, kljub temu pa se le malo raziskav ukvarja s
preucevanjem teh povezav na molekularnem nivoju. Glavna tema vecine raziskav je

predvsem ekoloski pomen teh povezav.

DOM, ki jo najdemo v vodnem stolpcu, vsebuje veliko Stevilo ligandov, na katere se lahko
potencialno vezejo ioni kovin. V DOM po navadi lo¢imo med dvema tipoma ligandov, L;
in L, ligandi. L; ligandi (Hirose, 2000) vezejo ione trdih (‘hard’) kovin, medtem ko L,
ligandi (Hirose in sod., 1982) reagirajo z ioni mehkih (‘soft) kovin. L; ligande najdemo v
zelo nizkih koncentracijah (1-3 nM) v DOM, POM ter pri mikroorganizmih, druge pa v
visjih koncentracijah (10-100 nM) le v DOM. Pomembna razlika med omenjenima tipoma
ligandov je v stabilnostnih konstantah, s katerimi vezejo posamezne kovine. L; ligandi
imajo veliko vecje stabilnostne konstante kot L, ligandi in specificno vezejo biolosko
pomembne kovine pa tudi tiste toksi¢ne, L, ligandi pa so ve¢inoma zasedeni z ioni kovin,
kot sta Mg?* ali Ca®*. Mo¢i vezave pa ne doloa le tip liganda, temve¢ tudi tip kovinskega
iona. Razmerje med nabojem in atomskim premerom dolo¢a polarizacijsko moc
kovinskega kationa, ta pa doloca reaktivnost iona. Enovalentne kovine na levi strani
periodnega sistema se tako Sibkeje veZejo z ligandi kot dvovalentne, oboje pa Se mnogo
Sibkeje kot ioni prehodnih kovin. Kljub temu pa obstajajo nekatere izjeme, saj vezave
nekaterih toksi¢nih kovin ne moremo razloziti le s polarizacijsko mo¢jo. Primer sta K in
TI*, ki imata primerljive ionske premere in enak naboj, kljub temu pa se TI* v primerjavi s
K" z ligandi veZe tiso¢krat mo¢neje. Razlika med njima je v tem, da ima TI" ved
elektronov in se lazZje polarizira. TakSnim kovinam tako pravimo mehka (‘soft’) kovina,
medtem ko bi K uvrstili med trde (‘hard’) kovine. Za njihove ione je znacilno, da so majhni,
imajo velik naboj in se tezko polarizirajo. Mednje uvrs¢amo esencialne kovine, med mehke
kovine pa se uvrS¢ajo toksi¢ne kovine, torej tudi Hg, ter Al, ki je med njimi izjema
(Hughes in Poole, 1991). V sploSnem velja, da se trde kovine vezejo s trdimi ligandi in
mehke z mehkimi. V Tabeli 1 so predstavljene kovine in preferenc¢ni osrednji atom

vezavne skupine liganda.
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Preglednica 1: Preferenca posameznih kovin do osrednjega atoma vezavne skupine liganda
(povzeto po Hughes in Poole, 1996)
O O/N/S N/S

Na Al K Fe Mg Ca V Cr Mn Fe Mo Co Ni Cu Zn Hg
Pb Ga Tl Cd Pb

Na podlagi podatkov o konstantah tvorbe (angl. formation constant) je v teoriji mogoce
napovedati, v kaksni obliki bo neka kovina prisotna v mediju oz. katera kovina se bo
preferencno vezala na dolocen ligand. Ena od pomembnih neznank v omenjeni enacbi,
kadar jo apliciramo v okoljske Studije, pa ostaja natan¢na karakterizacija liganda in
natanc¢na dolocitev njegove koncentracije ter tudi natan¢na speciacija preiskovane kovine.
Najvecja ovira pri Studiju povezav med OM in kovinami tako ostaja izbor primerne
metodologije.

V grobem najpogosteje uporabljene metode za Studije povezav med kolodi in kovinami
delimo v dve skupini. Ena skupina se ukvarja z dolocevanjem koli¢ine in elementne ter
molekularne sestave koloidov, druga pa z reaktivnostjo koloidov (Wells, 2002). Zacetki
raziskovanja in odkrivanja pomembnosti morskih koloidov v kroZenju C in kovin segajo v
80. leta prejSnjega stoletja (Wells, 2002). Prvi pristopi so vkljucevali ultracentrifugiranje in
uporabo elektronske mikroskopije, ve¢inoma pa je $lo za kvalitativne Studije, Saj omenjene
metode za potrebe kvantifikacije niso bile dovolj obcutljive. Za poglobljeno analizo
koloidne snovi so kmalu razvili ultrafiltracijo (tangencialno filtracijo), ki se je do danes
ohranila kot najprimernejSa metoda za izolacijo celokupne koloidne snovi. Njene kvalitete
so, za razliko od izolacije na trdnih nosilcih (Gasper in sod., 2007), majhne izgube,
relativna enostavnost uporabe Kkljub dolgotrajnosti izolacijskega postopka in veliki
koncentracijski faktorji. Ena od pomembnih slabosti metode pa je predvsem vpliv
konformacije molekul na izkoristek ultrafiltracije — v morskem okolju namre¢ obstaja
veliko molekul, ki zavzamejo iztegnjeno konformacijo (polielektroliti) in lahko kljub veliki
molekulski masi uidejo skozi pore ultrafiltracijskin membran. V procesu razvoja metode so
porocali tudi o opaznem zadrzevanju malih molekul, ¢emur pa se je mogoce izogniti z
uporabo ve¢jih koncentracijskih faktorjev (> 40) (Guo in sod., 2000). Uporaba diafiltracije

o0z. dialize je nujna, kadar v morskem okolju preucujemo povezave med OM in kovinami,
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vendar pa se moramo zavedati, da lahko ob zamenjavi Mg?* in Ca?* ionov, ki delujejo kot
precni mostovi med posameznimi molekulami, lahko pride so razpada koloidnih polimerov
(Chin in sod., 1998). Kljub vsem omejitvam, ki jih ultrafiltracija potencialno prinasa, pa
ostaja edina metoda, ki omogoca izolacijo zadostnih kolicin OM za analize njene
molekularne sestave in vsebnosti kovin (Wells, 2002), njena razSirjena uporaba pa

omogoca primerjavo med posameznimi okolji, Kjer so bile raziskave opravljene.

Interakcije med COM in kovinami potekajo na elektronegativnih funkcionalnih skupinah,
na katerih prihaja do izmenjave kovinskih kationov. Najpomembneje skupine so
karboksilna (-COOH), hidroksilna (-OH) ter R-N-R ali R-S-R skupine. Titrimetri¢ne
analize protonske reaktivnosti funkcionalnih skupin lahko povedo marsikaj o koli¢ini
potencialnih vezavnih mest, ne povedo pa ni¢ o jakosti povezav. Prav tako tudi dolocCitev
celokupnega C v COM ni zadostna mera. Med COC in koli¢ino na koloide vezane kovine
sicer obstaja korelacija, vendar ob primerjavi razli¢nih Studij (Wells, 2002) ta v razli¢nih
okoljih ni enaka, kar Se dodatno kaze na pomembnost v interakcijah sodelujocih

funkcionalnih skupin oz. potrjujejo obstoj Ze omenjenih moc¢nih ligandov (L1).

V morskem okolju naj bi bili kloridni ioni tisti, ki pogojujejo speciacijo Hg, kljub temu pa
so ugotovili, da je v oksi¢nem vodnem stolpcu estuarijev in obalnih morij ve¢ kot dovolj
organskih ligandov, ki lahko v teh okoljih popolnoma prevladajo nad CI" ioni (Han in sod.
2005; Fitzgerald in sod, 2007). Podrobnosti so prikazane na Sliki 6.
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Slika 6: Speciacija Hg** v oksi¢nem vodnem okolju kot ga opisuje kompleksacijski model Hg-Cl-organski

ligand (L) (povzeto in prirejeno po Fitzgerald in sod., 2007).

Pogosto se v raziskavah uporabljajo t.i. sekvencne ekstrakcije (viri iz Belzile, 2008),

katerih skupna lastnost je uporaba razli¢nih ektrakcijskih spojin, ki selektivno izluZujejo

posamezne oblike Hg. Na podlagi analiz vsebnosti Hg v posamezni frakciji je nato mogoce

dolociti kolikSen delez predstavlja posamezna oblika Hg.

Belzile in sod. (2008) ugotavljajo, da v oksigeniranih jezerskih sedimentih, kjer ni

prisotnega H,S, povecane koncentracije DOC vplivajo na vecjo topnost Hg v pornih

vodah. Nasprotno pa se je izkazalo za anoksi¢ne razmere, v katerih prihaja do pomembne

kompeticije med FeS/FeS, in DOC za vezavo Hg. Pokazali so tudi, da je zelo velik deleZ

(do 80%) Hg, prisotnega v trdni fazi, vezan na HS, ta delez pa se z globino povecuje, kar

dokazuje zmanjSan vpliv kovinskih sulfidov v podobnih okoljih.

19



Koron N. Povezave med organsko snovjo in Zivim srebrom v obalnem morju in lagunah.
Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Biotehnidka fakulteta, 2013

1.3 POSEBNOSTI RAZISKOVANIH OBMOCIJ
Vir: (Covelli in sod. 1999, 2012)

1.3.1 Trzaski zaliv
Trzadki zaliv je najseverneji del Jadranskega morja in se razprostira na 500 kmZ
Najgloblji del je centralni, kjer maksimalne globine dosegajo 25 m. Glavni pritok in vir
sedimenta v zalivu predstavlja reka Soca oz. Isonzo, v morje se izliva v Italiji, pomembni
pritoki pa so Se Rosandra ter RiZana in Dragonja v jugovzhodnem delu zaliva. KroZenje
povrsinskih vodnih mas poteka v nasprotni smeri urinega kazalca, medtem ko globlji sloji
potujejo v nasprotni smeri. Visina bibavice v povprec¢ju znasa 0,5 m, prevladujoci veter v
zalivu pa je burja (severovzhodnik), ki vodne mase odriva iz zaliva proti odprtemu morju.
Slanost vode se giblje v obmo¢ju med 33 in 38,5 v vrhnjih slojih, ter 36 in 38,5 v globljih.
Za zaliv so znacCilna sezonska nihanja v slanosti, ki so predvsem funkcija pretoka reke
Soce, ki je v spomladanskih mesecih moc¢no povecan. Razli¢na slanost vodi v stratifikacijo
vodnih mas, ki se lahko v poletnih mesecih manifestira v hipoksi¢nih in celo anoksi¢nih
razmerah pri dnu. SedimentoloSke znacilnosti Trzaskega zaliva doloca reka Soca, saj je
vzorec razporeditve sedimentnih delcev okoli delte simetrien in je mogoce z odmikanjem
od delte proti centralnem delu zaliva zaznati postopno manjSanje velikosti delcev. Hitrost
sedimentacije, dologena z uporabo *°Ph, v osrednjem delu zaliva znaa 1 mm leto™, v
smeri proti mestu izliva reke Soe pa se poveda na priblizno 2,5 mm leto™ (Ogorelec in
sod., 1991). V sedimentih v blizini delte Soce prevladujejo karbonati, medtem ko se proti
jugovzhodu povecuje delez feldSpara, nastalega ob eroziji flisa. Biolosko komponento
sedimentov sestavljajo morske zvezde, spuzve in plaScarji, infauno sestavljajo
mnogoSscetinci in Skoljke, medtem ko je na povrSini sedimentov mogoce najti Stevil¢no in

raznoliko zdruzbo fototrofnih organizmov, med katerimi prevladujejo diatomeje.

TrzaSki zaliv pa je poseben tudi v tem, da So¢a vanj vnasa velike koli¢ine Hg, ki izvira iz
idrijskega rudnika, drugega najvecjega rudnika Hg na svetu. Zaradi odlaganja Zgalniskih
ostankov na obrezja reke Idrijce, v katerem naj bi bile prisotne Se velike koli¢ine Hg, se ta
ob eroziji obrezij v nespremenjenih koli¢inah ze ve¢ kot 500 let prenasa v Trzaski zaliv
(Hines in sod, 2000, Horvat in sod., 1999). Najvecje koncentracije Hg je mogoce izmeriti v

delti reke Soce, z razdaljo pa njegove koncentracije eksponencialno padajo, kar kaze na
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pomembno vezavo Hg na delce in na njegovo usedanje v ustju reke, kjer prihaja do stika

med sladko in slano vodo ter do sprememb v obliki kompleksov, ki vezejo Hg.
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Slika 7: Shema raziskovalnega podro¢ja Trzaskega zaliva z oznaCenimi raziskovalnimi tockami in

izmerjenimi vrednostmi Hg v sedimentih (povzeto in prirejeno po Covelli in sod., 2001)

Hipoksi¢ne in anoksi¢ne razmere v sedimentih so v Trzaskem zalivu problemati¢ne tudi
zaradi povecCane proizvodnje MeHg, saj je ta povezana s povecano aktivnostjo sulfatnih
reducentov (SRB - sulfate reducing bacteria). Sulfatna redukcija je pomemben mikrobni
proces, ki v globljih delih sedimentov Trzaskega zaliva poteka ves ¢as (Hines in sod.,
1997, 2006), prav tako ves Cas prihaja do metilacije Hg in tudi demetilacije MeHg, ob
razvoju hipoksije ali anoksije v vodnem stolpcu pa se nastajajo¢i MeHg, ter tudi druge
oblike Hg sproscajo v vodni stolpec (Covelli in sod., 1999; 2008; Emili in sod., 2011;

Koron in Faganeli, 2012), od koder lahko vstopa v pelaske prehranjevalne splete.
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1.3.2 Laguni Marano in Grado
Laguni Marano in Grado tvorita plitvo mocvirnato podrocje, ki se razprostira na 160 km?
vzdolZ obale severnega Jadranskega morja. Laguni leZita med ustjema rek Tagliamento in
Soce. Delimo ju na dva sektorja, gradeSkega na vzhodu in maranskega na zahodu, med
seboj pa sta lo¢ena z 8 m globokim kanalom, namenjenim plovbi. Za laguni je znacilna
mocna dnevna bibavica (povprecna viSina znasa 65 cm, spomladanska pa do 105 cm).
Slanost se giblje med 2 in 7 v bliZini ustij rek, in 24 do 36 v bliZini plimnih kanalov, ki
laguni povezujejo z morjem. V laguno se izliva ve¢ manjsih rek, ki v okolje vnasajo
suspendirano snov. Ce te koli¢ine primerjamo s koli¢inami usedlin rek Tagliamento in
Soce ter tistimi, ki nastajajo ob eroziji otokov, ki tvorijo mejo med laguno in morjem,
ugotovimo, da je vpliv zanemarljiv. Preko plimnih kanalov vstopajo predvsem srednje
veliki do majhni pesceni delci, medtem ko so glineni delci Siroko razsirjeni po celotnem
obmocju lagun. Obmo¢je lagun je pod velikim vplivom industrije, kmetijstva in
urbanizacije v neposredni bliZini. Za razliko od TrzaSkega zaliva je v obmocju lagun
mogoce najti Hg iz dveh razli¢nih virov: iz idrijskega rudnika in iz lokalne kloralkalne
tovarne. 1z nje so se v reko Aussa sproscale velike koli¢ine Hg. Kljub vsemu pa laguni
veljata za eno najlepse ohranjenih mokri$¢ v Mediteranu in sta vkljuceni v evropski sistem

Natura 2000.

Slika 8: Shema raziskovalnega podro¢ja v lagunah Grado in Marano z oznaéenimi raziskovalnimi to¢kami

(povzeto in prirejeno po Emili in sod., 2012)
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Slika 9: Porazdelitev koncentracij THg v lagunah Grado in Marano (povzeto po Acquavita in sod, 2012)

Povecane koncentracije Hg v sedimentih lagun Grado in Marano se odrazajo tudi kot
povecane koncentracije tega elementa v vseh delih ekosistema, predvsem bioti (Brambati,
2001).

Laguni Marano in Grado sta pomembni za gospodarstvo regije, saj se v njiju ukvarjajo z
marikulturo oz. gojenjem $koljk. Glede na to, da sta laguni onesnaZzeni s Hg, je velika
pozornost pri Sirjenju aktivnosti marikulture usmerjena prav v potencialno nevarnost, Ki jo
Hg predstavlja zdravju ljudi. Nekaj remediacijskih postopkov, s katerimi bi neposredno
odstranili nevarno Hg je bilo Ze predstavljenih (povzeto v Covelli in sod., 2012), npr.
odstranitev povrsinskega dela sedimenta, vendar pa se je postopek izkazal za precej

zahtevnega, neprakti¢nega ter tudi ekolosko spornega.
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1.4 CILJI IN HIPOTEZE DOKTORSKE DISERTACIJE

Glavni cilj pri¢ujocega doktorskega dela je ovrednotiti viogo DOM pri krozenju Hg v
TrzaSkem zalivu in lagunah Grado ter Marano, na podlagi pridobljenih rezultatov poglobiti
naSe znanje o biogeokemijskem krozenju Hg in ob morebitnih opazenih spremembah v

sestavi in strukturi OM predvideti vpliv na obnaSanje Hg v okolju.

Ze dolgo je znano, da igra OM v biogeokemijskem kroZenju Hg pomembno vlogo, zato
smo se v tem doktorskem delu ukvarjali s povezavami oz. interakcijami, do katerih prihaja
med Hg in OM v vodnem stolpcu in sedimentih TrzaSkega zaliva ter lagun Grado in
Marano. Te povezave so odvisne predvsem od kemijske sestave in strukture OM, ki se od
enega do drugega vodnega okolja lahko zelo razlikujeta. Do razlik prihaja zaradi samega
izvora OM, pomemben vpliv pa imajo tudi kemijsko-bioloSke spremembe, ki potekajo v
dolo¢enem okolju. Organske spojine imajo zaradi svoje raznolike sestave in strukture ter
prisotnosti v razlicnih vodnih okoljih razli¢na potencialna mesta vezave, kamor se Hg
lahko veze z razli¢nimi konstantami vezave (Lamborg in sod., 2004). Napredek v analiznih
metodah in pristopu k problemu (Han in sod., 2006; Lamborg in sod., 2003) je pokazal, da
so v okolju pomembne predvsem povezave med Hg in tistimi frakcijami DOM, ki
vsebujejo funkcionalne skupine, v katerih vlogo osrednjega heteroatoma igrajo S, O in N
(Aiken, 2006).

V obalnih morjih, kot je na primer Trzaski zaliv, je DOM pretezno fitoplanktonskega
izvora in jo v glavnem sestavljajo heteropolisaharidi razlicnih molekulskih mas (Kovac¢ in
sod., 2004), ki praviloma ne vsebujejo tiolnih funkcionalnih skupin, so pa zato
pomembnejSe druge, Kjer vlogo osrednjega heteroatoma igrata O in N. COM se je izkazala
za frakcijo, ki najaktivneje sodeluje pri vezavi Hg in tudi drugih kovin, pri ¢emer se delezi
na koloide vezanega Hg med razli¢nimi raziskovalnimi podro¢ji mocno razlikujejo.
Objavljeni delezi se gibljejo med 12 in 93 % (povzeto v Wells, 2002). V doktoratu smo
raziskovali, kolikSen je ta delez v TrzaSkem zalivu, pri izbiri metod pa smo se zanaSali na
priporoc¢ila drugih raziskovalcev, ki se ukvarjajo s podobno tematiko (Guo in sod, 2000,
Wells, 2002, Schijf in Zoll, 2011; Nebbioso in Piccolo, 2013). Glede na to, da se v

Severnem Jadranu periodi¢no pojavljajo makroagregati, skupki agregiranih molekul DOM,
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prisotnih v vodnem stolpcu, smo iz vzorcev teh makrogelov z uporabo enakih metod
izolirali COM in dolo¢ili vsebnosti Hg. Glede na to, da so molekule, ki sestavljajo
vodotopno frakcijo makroagregatov enakega izvora kot normalno prisotna OM v vodnem
stolpcu, smo predpostavili, da bo delez vezanega Hg enak kot pri analiziranem COM. Za
matriks makroagregatov (netopno frakcijo) pa smo predpostavili, da bodo ti delezi vedji,

saj lahko prihaja do vgradnje mineralnih delcev v strukturo makroagregatov (Kovac in
sod., 2004; 2008).

OM igra pomembno vlogo tudi v sedimentih, tako v njihovih pornih vodah kot tudi v trdi
fazi. V veliki meri je njena osrednja vloga predvsem napajanje mikrobnega metabolizma,
pa naj bo ta aeroben ali anaeroben. Struktura in sestava OM v sedimentih pa nista enotni in
za razliko od vodnega stolpca je tukaj delez HS mnogo ve¢ji. HS so organske molekule z
izrazito kompleksno sestavo in strukturo, ki je zelo odporna proti mikrobni razgradnji.
Zaradi kompleksnosti HS smo Zeleli ugotoviti, v koliksni meri je Hg vezano na to obliko
OM. Pri tem smo preverjali tudi hipotezo, da anoksi¢ne razmere v sedimentu in vodnem
stolpcu 0z. na SWI vplivajo na tvorbo MeHg in DGM ter spros¢anje Hg in HS v vodni
stolpec. Z uporabo bentoskih posod smo sproscanje tudi vrednotili, torej dolocali bentoske
tokove. Pri tem smo raziskovali Se, ali med tokovi, dolo¢enimi na kontaminiranih in

relativno neonesnazenih obmocjih v Trzaskem zalivu, obstaja kaksna razlika.

Velik vpliv na interakcije med OM in Hg ima tudi slanost (Cauwet, 2002), saj pomembno
deluje na adsorpcijo, desorpcijo, agregacijo, flokulacijo in deflokulacijo OM. S tega vidika
je vkljucitev raziskav v prehodnem obmocju, ki ga predstavljajo lagune, izrednega
pomena. Laguni Grado in Marano sta za razliko od obmoc¢ja TrzaSkega zaliva v manjsi
meri zajeti v vplivno obmocje idrijskega rudnika, z vidika raziskovanja biogeokemijskih
pretvorb Hg pa sta pomembni, saj se vanju izlivata reki oz. reka Aussa-Corno, ki vnasa Hg
iz neko¢ delujoce kloralkalne industrije, ki je bila locirana v vi§jem delu reke Aussa.
Lagune so tudi obmocja, kjer je pomen alohtone OM vecji. Tako smo v lagunah Marano in
Grado izvedli podobne poskuse kot v Trzaskem zalivu in ugotavljali, kako anoksi¢ne

razmere ter izvor OM in Hg vplivajo na obseg bentoskih tokov v tem specificnem okolju.
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2 ZNANSTVENADELA

2.1 OBJAVLIENA ZNANSTVENA DELA

2.1.1 Koron in sod., 2011. Povezave med makroagregati in zivim srebrom (Hg) v

obalnih vodah (Trzaski zaliv, severno Jadransko morje)

Interaction of macroaggregates and Hg in coastal waters (Gulf of Trieste, northern
Adriatic Sea)
Neza Koron, Jadran Faganeli, Ingrid Falnoga, Nives Kova¢

Geomicrobiology Journal, 2011, 27: 615-624

Veliko Stevilo raziskav je pokazalo, da je Zivo srebro (Hg) v vodnem okolju pogosto
vezano na koloidno organsko snov (COM - colloidal organic matter). Njuna interakcija
vpliva na speciacijo, transport, biolosko dostopnost in krozenje Hg v okolju. Interakcija je
v veliki meri odvisna od kemijske sestave in strukture COM.

Makroagregati (makrogeli) so veliki skupki organske snovi, ki v morskem okolju nastanejo
z aglomeracijo raztopljenih organskih makromolekul. Ti so zaradi koli¢ine organske snovi,
ki jo vsebujejo, izrednega pomena za vezavo Hg in tudi drugih kovin. Obenem so tudi
izjemen raziskovalni izziv. Periodi¢no in relativno pogosto se pojavljajo v severnem
Jadranu, opisani pa so bili tudi v drugih morjih. Osnovni gradniki makroagregatov so

heteropolisaharidi, ki jih proizvaja in v okolje spros¢a fitoplankton, predvsem diatomeje.

Za potrebe kemijske speciacije organsko vezanega Hg v TrzaSkem zalivu smo
makroagregate filtrirali in centrifugirali. Centrifugiranje je bilo potrebno za locitev
matriksa ali netopnega dela od intersticijske vode ali vodotopnega koloidnega dela
makroagregatov. Nadalje smo vodotopni del ultrafiltrirali skozi membrane z razli¢nimi
velikostmi por, s ¢imer smo molekule razdelili v tri velikostne razrede, > 30 kDa, 10-30

kDa in 5-10 kDa. V posameznih frakcijah smo opravili serijo analiz. Med drugim smo
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dolocali celokupno vsebnost ogljikovih hidratov, organskega C (Corg), totalnega N (Niot),
prav tako pa smo dolo¢ili vsebnosti Hg in posneli spektre FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy). Izkazalo se je, da so najvecje vsebnosti ogljikovih hidratov in nizja
razmerja Corg/Niot povezani z najvecjo frakeijo (> 30 kDa). Iz rezultatov smo sklepali, da to
frakcijo veCinoma sestavljajo aminopolisaharidi in glikoproteini. Z uporabo visokotlacne
izkljucitvene kromatografije (HP SEC — high pressure size exclusion chromatography) pri
analizi posameznih velikostnih frakcij smo ugotovili, da jih sestavljajo molekule z
relativno ozkim spektrom mas. Analiza vsebnosti Hg v posameznih frakcijah je pokazala,

da najve¢ Hg najdemo prav v najvecji frakciji, ki vsebuje tudi najvec N.

Z inkubacijskim eksperimentom smo pokazali, da so manjSe frakcije organskih molekul, ki
sestavljajo COM, lazje razgradljive in da ob njihovi razgradnji prihaja do sprosc¢anja Hg v
okolisko raztopino. Ob analizi matriksa (netopnega dela) smo dobljene visoke
koncentracije Hg na podlagi ostalih informacij povezali tudi s prisotnostjo Hg v obliki

delcev HgS, ki se lahko ujamejo v mrezo makrogela.
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2.1.2 Koron in Faganeli, 2012. Bentoski tokovi zivega srebra (Hg) med
spremembami redoks razmer v neonesnazenih sedimentih TrZzaSkega zaliva

(severno Jadransko morje)

Benthic fluxes of mercury during redox changes in pristine coastal marine
sediments from the Gulf of Trieste (northern Adriatic Sea)

NeZa Koron, Jadran Faganeli

Journal of Soils and Sediments, 2012, 12, 10: 1604-1614

Trzaski zaliv (severno Jadransko morje) je primer obalnega morja, onesnazenega z Zivim
srebrom (Hg). Onesnazenje je posledica 500 letne rudarske dejavnosti v idrijskem rudniku

(zahodna Slovenija), ki velja za drugi najvecji rudnik Hg na svetu.

Za Trzaski zaliv je znaCilno pomanjkanje kisika (O2) v pridnenem sloju vodnega stolpca, ki
je posledica sezonske stratifikacije in akumulacije lahko razgradljive organske snovi. Ker
spremenljive okoljske redoks razmere mocno vplivajo na pretvorbe Hg, smo v okviru tega
dela preucevali vpliv pomanjkanja O, na bentoSke tokove celokupnega Hg (Hgiw:) in
metilnega Hg (MeHg) v oz. iz sedimenta. Vzporedno s pomanjkanjem O, smo proucevali
Se vpliv prisotnosti o0z. odsotnosti sulfida (H,S), zeleza (Fe), mangana (Mn),
fluorescirajoce raztopljene organske snovi (FDOM - fluorescent dissolved organic matter),
dusika (N) in fosforja (P).

BentoSke tokove in koncentracije posameznih spojin v sedimentih in vodnem stolpcu smo
spremljali s pomocjo dveh tipov eksperimentov. Eden je bil izveden in situ, drugi pa je
potekal v nadzorovanih pogojih v laboratoriju. Oba sta vkljuCevala uporabo bentoSkih

posod in sta obsegala tri locene stopnje: oksi¢no, anoksi¢no in stopnjo reoksidacije.
Med potekom eksperimentov smo lahko v oksi¢ni stopnji opazovali omejen iztok ali efluks

MeHg iz sedimentov v vodni stolpec, ki se je opazno povecal v anoksi¢ni stopnji, v fazi

reoksidacije pa drasti¢no padel. V tej stopnji smo zaznali celo vtok ali influks. Dobljeni
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rezultati potrjujejo naSo hipotezo, da igra v anoksi¢nih pogojih pomembno vlogo pri
doloCanju bentoskih tokov MeHg spros¢anje MeHg 2z reduciranih kovinskih
oksihidroksidov, medtem ko v oksiénih pogojih na istih oksihidroksidih poteka
koprecipitacija. Pomembno vlogo v oksi¢nem okolju lahko igra tudi proces demetilacije
MeHg. Rezultati niso pokazali pomembne povezave med fluksoma Hgit 0z. MeHg in
FDOM.

Na podlagi rezultatov je mogoce zakljuciti, da med koncentracijami Hg v pornih vodah in
njegovimi bentoskimi tokovi v posameznih eksperimentih ni opaznih razlik, ¢etudi v enem
eksperimentu opazujemo relativno onesnazena severni in centralni del TrzasSkega zaliva, v
drugem pa relativno nedotaknjen juzni del. Trdimo lahko, da plitka in sezonsko
stratificirana morska okolja v sploSnem predstavljajo obmocja, kjer obstaja visoka stopnja

tveganja, da bo prislo do sproscanja toksi¢énega MeHg v okolje.
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2.1.3 Acquavita in sod., 2012: Zivo srebro (Hg) v sedimentih lagun Marano in

Grado (severno Jadransko morje): Viri, porazdelitev in kemijske zvrsti

Mercury in the sediments of the Marano and Grado Lagoon (northern Adriatic
Sea): Sources, distribution and speciation
Alessandro Acquavita, Stefano Covelli, Andrea Emili, Daniela Berto, Jadran Faganeli,

Michele Giani, Milena Horvat, NeZa Koron, Federico Rampazzo

Estuarine, Coastal and Shelf Science, 2012, 113: 20-31

Rudniski ostanki, odloZeni na obrezje reke Idrijce (Slovenija) in njihov nadaljnji transport
z reko Soco so bili prepoznani kot najpomembnejsi vir onesnazenja z zivim srebrom (Hg)
v severnem Jadranskem morju. Onesnazenje, ki je neprekinjeno potekalo 500 let in poteka
Se danes, je povzrocilo, da se Trzaski zaliv in bliznji laguni Marano in Grado uvrscajo med
najbolj onesnazena morska okolja na svetu. Laguni sta v bili v bliznji preteklosti podvrzeni
tudi onesnazenju s Hg iz bliznje kloralkalne tovarne. VV okviru projekta MIRACLE
(Mercury Interdisciplinary Research for Appropriate Clam farming in a Lagoon
Environment) in na podlagi rezultatov predhodnih raziskav smo raziskovali prostorsko
razporeditev Hg in njeno povezavo z metilnim Hg (MeHg), organsko snovjo in Stevilnimi
drugimi geokemijskimi parametri sedimentov. Vpliv vnosa s Hg bogate suspendirane snovi
v sedimente lagun je ociten in ga je mogoce prepoznati po padajocem koncentracijskem
gradientu (> 11 mg g™ na vzhodnem proti 0.7 mg g™ na zahodnem delu). Vpliv Hg, ki

izvira iz kloralkalne industrije je ociten le v centralnem delu lagune.

Hg v laguni je vec¢inoma povezano S finozrnatim sedimentom (< 16 mm), ki v to okolje
vstopa z litoralnimi in bibavi¢nimi tokovi, ¢igar izvor je reka Soca. Speciacijske analize so
v grobi pesceni frakciji sedimenta v vzhodnem delu raziskovalnega podrocja izpostavile
prisotnost Hg-sulfidov, ki je pravzaprav pri¢akovana glede na izvor sedimentiranega
materiala. Nasprotno pa porazdelitev MeHg (0.47 — 7.85 ng g*) ne kaZe tako jasnega
trenda kot THg. V povpre¢ju MeHg predstavlja 0,08 % THg, kar je primerljivo z rezultati,

dobljenimi v podobnem okolju.
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Visje koncentracije MeHg v sedimentih, ki so malo do srednje obremenjeni s Hg,
nakazujejo dejstvo, da dostopnost kovine ni tisti limitni dejavnik, ki bi vplival na nastanek
MeHg, temve¢ da omejujoCe delujejo drugi okoljski dejavniki. Korelacije med
koncentracijami MeHg, normaliziranimi na vsebnost huminskih kislin (HA — humic acid)
in huminsko 8"C, kaZejo na to, da se MeHg preferenéno povezuje z avtohtonimi, z §°C
obogatenimi HA. To nakazuje na moznost, da lahko struktura avtohtonih 'morskih' HA, ki
S0 manj razgrajene in vsebujejo manj aromati¢nih funkcionalnih skupin, preferencno veze

in/ali celo vpliva na proizvodnjo MeHg.

Iz raziskave je tako mogoce skleniti, da je izbira primernega podro¢ja v lagunah Marano in
Grado, kamor bi lahko razsirili aktivnost gojenja Skoljk (glavni problem projekta
MIRACLE, op. avtorice), odvisna od ve¢ dejavnikov in ne sme temeljiti le na analizi

celokupne vsebnosti Hg v sedimentu.
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2.1.4 Emili in sod., 2012: Meritve bentoskih tokov Zzivosrebrovih spojin v

lagunah severnega Jadrana (laguni Marano in Grado, Italija)

Benthic flux measurements of Hg species in a northern Adriatic lagoon environment
(Marano and Grado Lagoon, Italy)
Andrea Emili, Alessandro Acquavita, Neza Koron, Stefano Covelli, Jadran Faganeli,

Milena Horvat, Suzana Zizek, Vesna Fajon

Estuarine, Coastal and Shelf Science, 2012, 113: 71-84

V okviru projekta MIRACLE (Mercury Interdisciplinary Research for Appropriate Clam
farming in a Lagoon Environment ) smo v lagunah Marano in Grado izvajali terenske
eksperimente. Eksperimenti so bili zasnovani tako, da so zaobjeli razlicne sezonske
razmere. V roku enega leta smo izpeljali tri eksperimente, v katerih smo uporabljali dve
razli¢ni bentoski posodi: temno, neprepustno za svetlobo in prozorno, torej prepustno, pri
c¢emer sSmo opazovali vpliv svetlobe na krozenje Hg. Med potekom eksperimenta smo
spremljali celokupni raztopljeni Hg (THg), metilno Hg (MeHg) in raztopljeno plinasto Hg

(DGM - dissolved gaseous mercury).

Ugotovili smo, da so dnevni bentoSki tokovi na vseh postajah veliko vecji kot difuzijski.
Na podlagi izratunov smo ugotovili, da se na letni ravni iz sedimenta, kjer nastaja, v vodni

stolpec sprosti 99 % MeHg, medtem ko se vsega Hg reciklira nekje med 30 in 60 %.

MeHg tako Se vedno predstavlja visoko stopnjo tveganja za bioakumulacijo v Skoljkah,
Ceprav je njegov vpliv lahko nekoliko zmanjSan zaradi redukcije Hg. Gre za pomemben
proces, ki vodi v spros¢anje Hg iz teh okolij. NaSe ocene bentoSkih tokov so v laguni
Grado pokazale bolj dinami¢no krozenje na meji sediment-voda (SWI — sediment-water
interface) kot v maranskem delu. 1z tega smo zakljucili, da je za gojenje Skoljk primernejsi

zahodni, torej maranski sektor.
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2.1.5 Koron insod., 2012: Potenciala metilacije in redukcije zivega srebra (Hg) v

morski vodi: nadgradnja metode z uporabo radioizotopa **"Hg

Mercury methylation and reduction potentials in marine water: An improved
methodology using **"Hg radiotracer

NeZa Koron, Arne Bratki¢, Sergio Ribeiro Guevara, Mitja Vah¢i¢, Milena Horvat

Applied Radiation and Isotopes, 2012, 70: 46-50

Razvili smo zelo obcutljivo metodo, ki nam omogoca socasno sledenje dvema procesoma
pretvorb anorganskega Hg (Hg**): metilaciji in redukciji. Za ta namen smo uporabili
radioizotop **'Hg, ki smo ga z nevtronsko aktivacijo v reaktorju 1JS proizvedli iz
obogatenega stabilnega izotopa **Hg. Kot osnovo nove metode smo uporabili Ze obstojed
protokol ekstrakcije MeHg, vendar smo ga spremenili do te mere, da nam preostali
oznaceni *"Hg?*, ki se ni pretvoril v Me'®Hg, ni povzrodal interferenc na detektorju
sevanja gama. S tem smo dosegli, da lahko v vzorcu zaznamo ni¢ manj kot 0.1 %

197

dodanega radioizotopa, ki se je pretvoril v Me™~"Hg. Postopek smo validirali v obmocju

med 0.05 in 4 ng L™ dodanega radioizotopa.

Potencial redukcije *'Hg** v '*"Hg® smo merili z uporabo raztopine kalijevega
permanganata, v katero smo izpihovali nastalo plinasto **’Hg’. S to metodo smo bili
sposobni zaznati 0.001 % za&etno dodanega **"Hg?*, ki se je pretvoril v **’Hg’. S tem smo
omogocili, da v eksperimentalne posode, za razliko od drugih metod, ni potrebno dodajati
velikih koli¢in radioizotopa, s ¢emer bi lahko prislo do spremenjenega metabolizma in
fiziologije organizmov ter do napa¢nih rezultatov, temve¢ se priblizamo naravnim
vrednostim, ki se v nasem okolju raziskovanja gibljejo med 1 in 10 ng L. Prednost

uporabe **’Hg je tudi v njegovem kratkem razpolovnem &asu (ty, = 64 h).
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2.2 OSTALO POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO

2.2.1 Koron in sod., 2013: Povezave med kovinami in makroagregati v obalnem
morju

(v recenziji)

Association of metals and macroaggregates in coastal waters
Neza Koron®?, Jadran Faganeli®”, Ingrid Falnoga®, Darja Mazej®, Katja Klun?, Nives

Kovag?

National Institute of Biology, Marine Biology Station, Fornace 41, 6330 Piran, Slovenia
Y"Jozef Stefan” Institute, Department of Environmental Sciences, Jamova 39, 1000

Ljubljana, Slovenia

Makroagregati oz. makrogeli se v Trzaskem zalivu pojavljajo relativno pogosto in ponujajo
izjemno priloznost za preuCevanje interakcij med organsko snovjo in kovinami (Me).
Makrogeli nastajajo z aglomeracijo raztopljenih heteropolisaharidov, za katere se ve, da so
fitoplanktonskega izvora. Za locitev intersticielne vode od matriksa makrogela smo
upoarbili filtracijo in centrifugiranje. Intersticielno vodo, ki je vsebovala koloidno
organsko snov, smo uporabili v inkubacijskem eksperimentu, v katerem smo spremljali
njihovo mikrobno razgradnjo. Koloidno organsko snov smo z ultrafiltracijo lo¢ili v tri
velikostne razrede (>30 kDa, 10-30 kDa and 5-10 kDa) in v vsaki od frakcij dolo¢ili

vsebnosti kovin, organskega ogljika (Corg) in celokupnega duSika (Nio).

V matriksu smo nasli visje koncentracije Me in nizja razmerja Me/Coq, kar smo povezali s
prisotnostjo anorganskih delcev, ki vsebujejo vecje koli¢ine Me. Analize vseh Me v
koloidni frakciji makroagregatov, z izjemo Se, so pokazale, da so kovine ve¢inoma vezane
na vecje frakcije (> 30 kDa), ki jih sestavljajo glikoproteini in aminopolisaharidi.
Degradacijski poskus je pokazal, da se aktivno razgrajujejo predvsem vecje organske

molekule, medtem ko mala frakcija (5-10 kDa) ostaja relativno nespremenjena. Kljub temu
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pa se je izkazalo, da se delez Me, vezanih na najvecjo frakcijo ohranja, kar smo povezali z

nastankom primernih vezavnih mest za Me.

Ob primerjavi Me/Cqy razmerij z lIrwing-Williamsovim zaporedjem smo opazene razlike
pripisali predvsem okoljskim koncentracijam Me v severnem Jadranu. Primerjava med
koncentracijami Me v koloidih makroagregatov in naravno prisotne koloidne organske
snovi, za katere se sklepa, da so prekurzorji makroagregatov, je pokazala primerljive
rezultate. Koeficienti porazdelitev (Kyq) med koloidno vezanimi in raztopljenimi Me so
nizji kot pri suspendirani snovi, kar kaze na relativno Sibko vezavno sposobnost organskim
koloidov. S tem smo potrdili tudi, da Me v obalnih vodah severnega Jadrana niso

razporejene homogeno.
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Abstract

Macroaggregates (macrogels) occurring episodically in the northern Adriatic, offer a rare
opportunity to study interactions between marine organic macromolecules, metals and
metalloids (Me). Macrogels are formed by agglomeration of dissolved
heteropolysaccharides, mostly of phytoplankton origin. Filtration and centrifugation were
used to discriminate between macrogel matrix and interstitial water colloids. The
interstitial fraction was then used in an incubation experiment to follow the progress of
microbial degradation of colloids. The colloids were ultrafiltered through membranes and
each size class of colloids (>30 kDa, 10-30 kDa and 5-10 kDa) was analyzed for metal,
metalloid, organic carbon (Corg) and total nitrogen (Nir) content. Higher Me concentrations
and lower Me/Cqq ratios in matrix, which are an indicator of Me bound to organic matter,
suggest that Me in a matrix can also be bound onto Me containing particles. All the studied
Me in macroaggregate colloidal fraction, except Se, proved to be bound to large
macromolecules (>30 kDa), mainly glycoproteins and aminopolysaccharides. During the
rapid degradation of all, except the 5-10 kDa fraction, the Me associated with the >30 kDa
fraction were markedly preserved. Consequently, the Me/Cqq ratios increased due to the
loss of Corg and relative increase of metal-binding sites. The observed differences between
our Me/Cqg ratios and the Irving-Williams series can be explained by variable background
concentrations of the studied Me in the northern Adriatic. Comparison between Me levels
in  macroaggregate colloids and dissolved marine colloids, considered to be
macroaggregate precursors, revealed similar values. Distribution coefficients (Kq) between
colloidal and truly dissolved Me were lower than Kq for particulate matter, suggesting that
organic colloids, including macroaggregates, exhibit rather weak Me binding capacity and
that Me are not distributed homogenously in the various particle pools in the northern
Adriatic coastal waters.

Keywords: metals, macroaggregates, colloids, speciation, fractionation, northern
Adriatic
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1. Introduction

The composition and structure of marine dissolved organic matter (DOM) are important
features that can affect the rates and extent of its degradation (Kujawinski et al., 2004) and
aggregation into colloids — aggregates and macrogels (Verdugo et al., 2004). It has been
reported that quite a large fraction (30-50 %) of marine dissolved organic carbon (DOC) is
associated with colloids (Buffle et al., 1998; Guo and Santschi, 1997; Mopper et al., 2007).
The macromolecules are importantly involved in the biogeochemistry of carbon and metals
because they contain numerous charged sites on functional groups which are able to bind
trace elements with a range of binding constants (Benoit et al., 2001; Lamborg et al., 2004;
van Leeuwen and Buffle, 2009). In addition, trace elements can associate with a range of
size classes of colloids (Muller, 1996; Wells, 2002; Wells et al., 2000).

Colloidal organic matter (COM) in the water column not only acts as a retainer that slows
the sorption of bioactive metals onto sinking particles (Wells, 2002), but also leads to
reduced free metal ion concentrations in the surrounding aquatic environment. Since metal
bioavailability is mostly proportional to its free ion concentrations, organic complexing
decreases the immediate availability of metals to microorganisms (Wells, 2002). This
suggests that complexation of essential metals along with scarcity of nutrients limits
microbial activity in specific environments such as macrogels. The effect of COM on metal
bioavailability also appears to be a function of the type (quality) and quantity of organic
matter released by phytoplankton. Phytoplankton plays a pivotal role in the production of
metal-binding polymers, while bacteria, mostly heterotrophs, split and transform organic
matter (Doucet et al., 2007; Filella, 2007) rendering it more or less able to bind trace
metals.

Hyperproduction of macroaggregates, i.e. formation of marine macrogels, has been
observed and described in coastal waters worldwide, but the scale on which this
phenomenon occurs in the northern Adriatic appears to be unique (Kovac et al., 2008). It
has been observed for almost 300 years and normally appears in late spring and early
summer. Heteropolysaccharides are the main constituents of macroaggregates and are
believed to be primarily of diatom origin (Kovac et al., 2004). Extensive excretion of
polysaccharides by phytoplankton appears to be more a response to nutritional stress

caused by high dissolved inorganic nitrogen (DIN)/PO4> ratios, rather than a consequence
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of increased levels of a single nutrient (Kovac et al., 2008). In the Gulf of Trieste (northern
Adriatic), high ratios are caused by nitrate (Faganeli et al., 2009) that is found in high
concentrations in the surface sea layers due to rich freshwater inflows (Degobbis et al.,
2005). Persistence of these ratios is enhanced by summer water stratification, typical of
this area. Nutritional stress, however, not only affects phytoplankton but also heterotrophic
bacteria, and therefore limits the rate of microbial degradation and transformation of
macroaggregates (Turk et al., 2010).

The principal aim of this study was to investigate the interaction of macroaggregates with
metals and metalloids, as a function of the metal and metalloid concentrations normally
present in the marine organic matter that occurs in different sizes and forms in the Gulf of
Trieste (northern Adriatic Sea). The uptake of metals by micro- and macrogels, prevalently
composed of polysaccharides, is currently understudied (Ingri et al., 2004). Metal-organic
matter interactions are expected to be important, given that they are one of the most
important metal immobilization pathways in coastal waters Interactions lead to lower metal
bioavailability and thus lower activity in biogeochemical processes and transport in food
webs. Conversely, degradation of the macromolecules with bound metals would release the

latter again into the water phase.

2. Materials and methods

2.1. Study site and sampling

Macroaggregate samples were collected in June, 2004 at sampling point F (45° 31, 46’ N,
13° 33, 72’ E) in the southern part of the Gulf of Trieste, northern Adriatic Sea, at a depth
of 10 m, just above the pycnocline (Faganeli et al., 2009). The Gulf is a shallow marine
basin in the northernmost part of the Adriatic Sea with a depth not exceeding 25 m. The
main freshwater inflow originates from the Isonzo/Soca River in the north that exhibits
spring and autumn floods governed by snowmelt in Alps and rain, respectively. The
salinity of surface waters in the gulf ranges roughly between 30 (in spring) and 38 psu, and
surface water temperatures vary normally from 8 °C (winter) to 26 °C (summer). The
vertical temperature and salinity gradients that occur in late summer can result in bottom

water oxygen depletion and, occasionally, hypoxia and anoxia (Kemp et al., 1999).
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Since the macroaggregates were in the form of macrogel, they were collected by hand into
polyethylene bottles. After collection, the interstitial water was isolated by filtration of the
macrogel through 50 um mesh size plankton net, followed by centrifugation at 4000g. The

interstitial water was filtered through pre-ignited, 0.7 um pore size Whatman GF/F filters.
Macrogel samples devoid of interstitial water (macroaggregate matrix) and subsamples of
filtered interstitial water (macroaggregate interstitial water colloids) were immediately
freeze-dried for further analysis. The remainder of the filtrate was used for degradation and

fractionation studies (Fig. 1).
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Fig. 1. A schematic diagram showing the macroaggregate sample processing procedure and

operational terms used in this study (fractions encircled with broken line were analyzed)
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Large (60 L) seawater samples, collected at the same sampling point, were immediately
filtered, first through pre-ignited 0.7 um pore size Whatman GF/F filters, followed by
filtration through 0.22 um pore size Nucleopore filters (Fig. 1). An aliquot (2 L) of filtrate
was acidified with conc. HNO3 (Suprapur, Merck) to a final concentration of 1% v/v and
used for dissolved metal and metalloid analyses. To isolate COM, i.e. colloids, the bulk of
the filtrate was ultrafiltered through membranes with a nominal molecular weight cut-off
(MWCO) of 5 kDa using a Vivascience VivaFlow 200 unit (Sartorius) with a MasterFlex
L/S membrane pump (Cole-Parmer) at a flow rate of 300 ml min™ at 2.5 bar (Fig. 1). The
average concentration factor (CF) was about 46. Retentates were freeze-dried, dissolved in
MQ water and desalted by dialysis (Engel and Handel, 2011) using 1 kDa RC membranes
(Spectrapor 7, Spectrum Labs) for 12 hours at 4 °C to reduce salinity from 36 psu to
approximately <0.2 psu. The dialysates were freeze-dried again and used for metal,
metalloid, Cog and Ny analyses. The importance of final desalinization by dialysis is
evident from differences in elemental analyses, for example Sr, between dialyzed and

undialyzed seawater colloids (Table 2).

2.2. Degradation and fractionation of macroaggregate interstitial water COM

The filtered macroaggregate interstitial water was incubated in the dark for four weeks at
26 °C, the mean summer surface water temperature in the Gulf of Trieste, according to
previously described degradation experiments (Faganeli et al., 2010; Koron et al., 2011). It
was previously reported (Kovac et al., 2002) that the major in situ changes of the relative
composition of macroaggregates occurred in the period of about one month. Metals and
metalloids were hence analyzed at the beginning (t=0) and at the end of the experiment
after four weeks (t=4). After each sampling, the samples were first filtered through 0.22
pum pore size Nucleopore filters and then fractionated sequentially by ultrafiltration (Fig.
1). Ultrafiltration was performed in a “cascade fashion” through membranes with nominal
molecular weight cut-off (MWCO) values of 30, 10, 5 kDa, using a Vivascience VivaFlow
200 unit (Sartorius) with MasterFlex L/S membrane pump (Cole-Parmer) at a flow rate of
300 ml min™ at 2.5 bar. The average CF was about 5. Retentates were freeze-dried and

used for analyses of metal, metalloid, Cory and Nyt CONcentrations.
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2.3. Analyses

Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was used for determination of
trace metal and metalloid contents in the macroaggregate matrix and interstitial water,
surrounding seawater and isolated COM. For digestion of organic material in
macroaggregate matrix and interstitial waters and ultrafiltered colloids from incubation
experiment a microwave digestion system was applied. A small amount of sample (0.1 g)
was weighed into quartz tubes, 1 ml of HNO3 (65 %, Suprapur, Merck) and 1 ml of H,0,
(30%, Suprapur, Merck) added. Samples were subjected to closed vessel microwave
digestion (Microwave system ETHOS 1, MILESTONE SN 130471) at max. power of 1500
W: ramp to 130 °C 10 min, ramp to 200 °C 10 min, held 20 min, cooling 20 min. Digested
solutions were diluted to 10 mL. The same procedure was applied for blank samples and
reference materials. For quality control, a reference material (RM) TORT-2, Lobster
hepatopancreas (National Research Council Canada, Ottawa, Ontario, Canada), was used.
This reference material was chosen on a basis of matrix complexity, since no other more
suitable CRM is commercially available. Results, normally reported in pg g*, are
presented in Table 1. Prior to measurement, the standard calibration solutions were
prepared from ICP Multi Element Standard solution XXI (CertiPUR, Merck). Samples of
COM and total dissolved metals in seawater were only diluted in 1% HNOg3 (Suprapur,
Merck).

Measurements of prepared solutions were made by an Octapole Reaction System (ORS)
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer (7500ce, Agilent) equipped with an ASX-
510 Autosampler (Cetac). Instrumental conditions: Babington nebulizer, Scott-type spray
chamber, spray chamber temperature 5 °C, plasma gas flow rate 15 L/min, carrier gas flow
rate 0.8 L/min, make-up gas flow rate 0.1 L/min, sample solution uptake flow rate 1
mL/min, RF power 1500 W, reaction cell gases helium or hydrogen 4 mL/min. Tuning of
the instrument was made daily. Precision of the method ranged between 3-20% depending
on the concentration range. Detection limits were calculated from values of blank samples
and three standard deviations of determinations subjected to same procedure as
corresponding samples. Detection limits for microwave digested samples were 130 nmol
g™ for Al, 10 nmol g for Zn and Fe, 3 nmol g for Cu and Ni, 1 nmol g™ for Mn and Cr,
0.5 nmol g for Se, V, Ba and Sr, 0.05 nmol g™ for Co and 0.01 nmol g™ for U, Cd, As and
Cs. Detection limits for undigested samples were 2 nmol g™ for Al, 1 nmol g™ for Cu and
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Zn, 0.2 nmol g* for Ba and V, 0.1 nmol g™* for Mn, Sr, and Cr, 0.05 nmol g™ for Se and Ni
and 0.01 nmol g for Cd, As, Co, U and Cs.

For determination of Hgy: in isolated organic matter, a double amalgamation system with
detection by cold vapor atomic fluorescence spectrometry (CV AFS) was used (Horvat et
al., 1991). Briefly, after the decomposition of samples in the presence of strong acid, Hg**
is reduced, with excess SnCly, to volatile elemental mercury (Hg®). The elemental Hg is
concentrated on a gold trap and detected after desorption at 600 °C by CV AFS Tekran
mod. 2500. For method validation and further quality and accuracy control, two
commercially available reference materials were used, BCR-61, Aquatic Moss (IRMM)
and IAEA-140/TM, Seaweed (IAEA) and the results, usually reported in pg g*, are
presented in Table 1. As an external standard, gas phase Hg (Hg%) kept at 10 °C in a
mercury vapor calibration unit (Tekran, mod. 2505) was used. Precision of the method
ranged between 5-8% and the detection limit 0.005 nmol g™.

Corg and N Were analyzed using a Carlo Erba model EA 1108 CHNS analyzer and
Elementar varioMICRO CUBE at a combustion temperature of 1020 °C after vapor phase
acidification with 1M HCI to remove inorganic C (Hedges and Stern, 1984). Precision of

the method was 3%.
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Table 1: Metal and metalloid yields in certified TORT-2 reference material (Lobster
Hepatopancreas) from National Research Council of Canada. For Hg determinations two
reference materials were used, BCR-61 (Aquatic Moss) (IRMM) and IAEA-140/TM,
Seaweed (IAEA). Results are presented as arithmetical means of two determinations for
TORT-2 and six determinations + standard deviation for BCR-61 and IAEA-140/TM,

respectively.

Element TORT-2 reference material

[ng gl

Certified Measured Yield [%)]
Zn 180+ 6 188 105
Se 5.63 + 0.67 8.03 143
Ni 2.50 +0.19 2.16 86
Cr 0.77 £ 0.15 0.72 93
Sr 452+19 43.6 96
Cd 26.7+0.6 29.2 110
As 21.6+1.8 26.8 124
Mn 13.6+1.2 13.3 98
Co 0.51 +0.09 0.55 108
vV 1.64 +0.19 191 116
Fe 105 + 13 112 106
Cu 106 + 10 102 97
Pb 0.35+0.13 0.41 116
BCR-61 reference material

[ug g”]

Hg 0.23+0.02 0.233+0.017
IAEA-140/TM reference material

[ug 9]

Hg 0.038 + 0.006 0.039 + 0.002

3. Results and discussion

3.1. Metals and metalloids in macroaggregate matrix and interstitial water colloids and
partition coefficients

Concentrations of metals and metalloids in macroaggregate matrix, presented in Table 2,
ranged from 0.15 nmol g™ (Hg) to 50000 nmol g* (Al). The concentrations of As, Ni, Cr,
V and Ba ranged between 30 and 80 nmol g, while those of Se, Cs, Cd, Co, Hg and U
were less than 10 nmol g™*. Concentrations of Zn, and Mn and Sr were >700 and >2000
nmol g™, respectively. In the bulk interstitial water colloidal fraction, the concentrations of
studied metals and metalloids, except Sr and Al, were up to 1-2 orders of magnitude lower
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than those in macroaggregate matrix (Table 2) and were, apart from Se, mainly bound to
large (>30 kDa) macromolecules (Table 4). Comparing the concentrations of metals and
metalloids in the macroaggregate matrix and bulk interstitial water colloids (Table 2), it
appears that most of the studied metals in the matrix, except Cr, Sr and Ni, can be present
as particles embedded in an organic matrix, since centrifugation and filtering removed
organic and inorganic particles. Especially high concentrations of Al in the matrix
indicated the presence of particles as a result of natural weathering processes and particle
resuspension. In the complex macroaggregate matrix, containing also microbial cells and
inorganic particles, the inorganic component constitutes 20 to 80 % of the total amount of
material, depending on the location of macrogel formation in the water column (Kovac et
al., 2008). There was also a marked difference between the chemical composition of the
macroaggregate matrix and the interstitial water fraction, since the latter is more
homogenous in composition, containing higher concentrations of carbohydrates and less
lipids and proteins (Koron et al., 2011; Kovac et al., 2004).

Comparison of metal and metalloid concentrations in the macroaggregate matrix and its
interstitial water with data on COM isolated from the Gulf of Trieste and those published
elsewhere can be instructive (Table 2), since we hypothesized that levels in the interstitial
water, mostly composed of colloids, would be comparable to normally occurring COM. It
transpired, however, that the content of metals and metalloids in the macroaggregate
matrix was of the same order of magnitude as the values in colloids from other coastal
(Guo et al., 2000; Sigleo and Helz, 1981) and ocean (Guo et al., 2000) environments, while
the levels of metals and metalloids in interstitial water colloids were one to two orders of
magnitudes lower than other reported data, but close to values found in colloids isolated
from the Gulf of Trieste (Table 2). In this context, high Al concentration found in seawater
colloids suggests the presence of inorganic clay matter together with organic component
(Sigleo and Helz, 1981).

The comparison of levels of colloid-bound metals (Table 2) with dissolved metals in the
Gulf of Trieste is instructive in order to assess the percentage of colloid-bound metals in
coastal waters. Most values of dissolved metals in the Gulf of Trieste were mostly similar
to those reported for average seawater (Chester, 1990) but with slightly elevated
concentrations of Al, V, Mn, Co, As, Cr and Ni, most probably due to the riverine inflows

containing elevated concentrations of these metals (Turk and Poto¢nik, 2001). It appears
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that, except Hg, Cu, Ba and V representing nearly 100, 50, 20 and 18% of the total
dissolved metals in seawater, respectively, the majority of colloidal metals represent < 15%
of the total dissolved metal levels in the Gulf of Trieste. It is interesting to note that Coq
and Ny in the high-molecular-weight (colloidal) organic matter (>5 kDa) isolated from the
Gulf of Trieste by ultrafiltration constitute to about 40% and 60% of DOC and TDN,
respectively. Our colloidal Coy data are, however, at the upper limit of published values
(Mopper et al., 2007). Macroaggregate interstitial water and colloidal Corg/Nior ratios
(molar) were similar, 7.4 and 8.0, respectively, but differed from the matrix ratio (27).

The partition coefficient (Kgy) is an important parameter for assessing the mobility of
solutes (metals) through the seawater column (Sanudo-Wilhelmy et al., 1996). It can be
expressed as the ratio of the concentration of a solute (metal) in organic colloid fraction
([Mecon], mol kg™?) to its concentration as free ion ([Mesee], mol L) and inorganically

complexed ([Meinorg], Mol L) in the solution (truly dissolved in seawater)

Ka = [Meécoi] /([Mefree]+[M€inorg])- (1)
Since the metal concentration in the seawater solution [Mes,] is equivalent to

[Mésw] = [Méfree] + [Mecon] + [Meinorg] 2)
(Escher and Sigg, 2004), it follows that

[Mefree] + [Meinorg] = [Mesw] — [Mecoil] (3)
and

Ka = [Mecon] /([Mesw]-[Mecan])- (4)

Mes,, denotes the concentration of dissolved metals in seawater of the Gulf of Trieste
(Table 2). The same approach can be used for the partition coefficients between metal and
metalloid in macroaggregate interstitial water colloids (Kgmcon) and macroaggregate
matriX (Kgmmat) and dissolved phase. Similarly, the partitioning of metal between its
particulate fraction ([Me,], mol kg™) and free ion and inorganic complexes in the water can
be written as:

Kap = [Mey]/([Mesy]-[Mecon]). (5)
Values of Kammat, Kmmat and Kgcon being lower than that for Kg, (Table 2) suggest a rather
weak metal binding capacity of marine colloids compared to that of particulate matter.
Only for Mn, Kamma appears similar to Kg, probably due to the presence of inorganic

particles in macroaggregate matrix. Conversely, very high Ky values for Hg confirm its
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strong association with all studied fractions. The Ky values consequently support the
expectations that metals are not distributed homogenously in the various particle size pools
of the Gulf of Trieste.

3.2. Metal/organic carbon (Me/Cy) ratios

Since Cqrg IS @ major organic constituent in marine colloids and carrier of accompanying
metals (Guo and Santschi, 1997), the metal concentrations can be normalized t0 Coy
concentrations (Table 3). This can bypass the effects of different sample handling and
permits comparison of our results with those of marine colloids reported elsewhere (Guo et
al., 2000). Comparing the Me/Cyq ratios of macroaggregate matrix with data of
macroaggregate interstitial water colloids (Table 3) it appears that, even though the matrix
contains much higher Cqq content compared to interstitial water colloids (Koron et al.,
2011), the concentrations of metals and metalloids, and consequently the Me/C,q ratios, do
not follow this difference. The Me/Cq ratios do not take into account the composition of
organic matter present, since the macroaggregate matrix consists of a large number of C
atoms per mass of organic matter, but it should be pointed out that in macromolecules the
number of free or potentially free functional groups, with different affinities for various
metal ions, are limited and some occupied by cross-linking (Verdugo and Santschi, 2010).
Therefore, the “metal-binding potential” of matrix is probably weaker than the “binding
potential” of polymers and oligomers alone composing the macroggregate matrix. The
Me/Corq ratios in ultrafiltrates (Table 3) support this statement, since in most cases the
ratios are increasing not only due to decreasing Corg contents but also probably due to the
lack of availability of appropriate binding sites. The Coy normalization reveals that the
majority of Me/Cqyq ratios, except Ni, Cr and Mn, of the interstitial water colloids appear
more comparable, than the Me/Cqyy ratios of the macroaggregate matrix, to those of
colloids isolated from the Gulf of Trieste and other reported data on marine colloids. Some
differences noted between Irving-Williams series, reflecting the increasing binding strength
of the metals with organic ligands in the following order Mg<Ca=Cd<Mn<Co<Zn<
Ni < Cu < Hg (Chester, 1990), together with our macroaggregate colloidal Me/Cgq ratios,
i.e. Hg, Cd, Cs, U < Se, Co < As, Ba, V, Cu, Zn <Al, Ni, Mn, Cr, Fe, Sr, can be explained
by variable (higher/lower) background concentrations of the metals and metalloids and

composition of colloids. Our macroaggregate colloidal Me/Cyq ratio series appears not to
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differ much from that of marine colloids, isolated by ultrafiltration and subsequent dialysis,
from the Gulf of Trieste, i.e. Cs, Hg < Co, Cd, Cs, Se <As, Mn, Ba, V, U, Cr, Ni < Zn, Cu,
Al, Sr and elsewhere, i.e. Cd, Pb < Co < Mn < Zn, Cr, Ni < Cu (Table 3), and metal-humics
stabilities (Sholkovitz, 1978). The latter is not surprising since humics also contain
“carbohydrate components” in various proportions (Killops and Killops, 2005). On the
other hand, the particulate Me/Cqy ratios are higher, probably due to the presence of
inorganically bound metals, but the Me/Cqq ratio series, e.g. Hg < Cd < Ni < Cu < Cr < Mn
< Zn < Fe, appears not to be very different from other Me/Cqq ratio series in the Gulf of

Trieste.

3.3. Metals and metalloids during degradation of the macroaggregate interstitial water
colloids

Because of their higher MW, macromolecules (10-30 kDa, >30 kDa) in the
macroaggregate colloidal fraction are more prone to degradation than smaller
macromolecules (5-10 kDa) (Koron et al., 2011) and the metals associated with higher
MW seem markedly preserved (Table 4). The degradation experiment, studied by Cyq and
Nit contents in three different size fractions of macroaggregate interstitial water
ultrafiltrates, showed that at the beginning of the experiment the highest MW fraction (>30
kDa) contained the highest levels of Cyrq and the lowest Corg/Niot ratios (Koron et al., 2011).
The faster degradation of higher MW fractions (Table 4) was recently explained by a faster
degradation of polysaccharides (Faganeli et al., 2010). N-containing polysaccharides
(Faganeli et al., 2009) were less degraded contributing to preservation of the total organic
N in mature macroaggregates (Kovac et al., 2002). The majority of metals can be
associated with N-containing macromolecules, probably aminopolysaccharides, where
amino (Hunter and Beveridge, 2008) as well as sulphydryl (Ciglenecki et al., 2000),
sulphonic (Alvarado Quiroz et al., 2006) and carboxyl groups (Quigley et al., 2002; Giani
et al., 2005), can contribute to the metal sorption potential of the heteropolysaccharide
colloids (Escher and Sigg, 2004; Hunter and Beveridge, 2008). Conversely, the lower MW
fraction (5-10 kDa), mostly composed of oligo- and polysaccharides (Koron et al., 2011),
Is less prone to degradation (Benner, 2002). The increase with time of Me/Cqq ratios (Fig.
2) in all macroaggregate colloid fractions was probably due to the loss of Cyq during the

organic matter degradation and to relative increase of the number of metal-binding sites.
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4. Summary and environmental implications

Macroaggregates of mainly phytoplanktonic origin form periodically in the northern
Adriatic - Gulf of Trieste, and produced by agglomeration of dissolved organic
macromolecules and composed mainly of heteropolysaccharides, carry metals and
metalloids because of their relatively slow degradation (Turk et al., 2010). Fractionation
into interstitial water and matrix and their analysis revealed significantly higher metal,
especially Al as an indicator of continental weathering or particle resuspension, and
metalloid contents in the matrix, suggesting that the latter (and the bulk macroaggregate
sample) contains inorganic metal-containing particles. In the colloidal fractions, that
contain higher concentrations of carbohydrate and less lipid (Faganeli et al., 2010), most
observed metals and metalloids, except Se, are bound mainly onto large macromolecules
(>30 kDa). The Me/Cyq ratios, that provide data on metals (Me) bound to organic matter,
are higher in the macroaggregate interstitial water colloids than the matrix indicating that
the “metal-binding potential” of matrix is probably weaker than the “binding potential” of
polymers and oligomers in the macroaggregate interstitial water. Differences, especially in
Hg, between Irving-Williams series and macroaggregate Me/Cqg ratio series are explicable
in terms of the variable background concentrations of metals and metalloids and the colloid
composition.

Despite the fact that the larger macromolecules (10-30 kDa, >30 kDa) are more prone to
microbial degradation than smaller macromolecules (5-10 kDa), mostly composed of
oligo- and polysaccharides, the metals associated with higher MW, composed of N-
containing heteropolysaccarides, are markedly retained in this fraction. The temporal
increase of Me/Cqq ratios can be due to the loss of organic C because of organic matter
degradation and to relative increase of number of metal-binding sites.

Our findings could have an important implication on the composition and properties of the
northern Adriatic DOM, originating mainly from phytoplankton, where binding of metals
by macromolecules (heteropolysaccharides) is possible. They can agglomerate into
macroaggregates (Svetli¢i¢ et al., 2005; Turk et al., 2010) and can be considered as a
precursor of macroaggregate colloids. Since the polysaccharide component in the higher

MW fraction appears to be more susceptible to degradation than N-containing
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macromolecules, they constitute a possible path of metal immobilization and preservation.
The proportion of macromolecular-bound metals (other than Hg and Cu), and metalloids in
the pool of total dissolved metals and metalloids in the coastal seawater appears to be
rather low. Hence, the majority of dissolved metals are bound in the low MW (<5 kDa)
organic compounds and inorganic complexes, while Cu and especially Hg are associated
with the high MW organic colloids. Especially for Hg, nearly all colloid-bound metal is
immobilized (and slowly degraded), and therefore probably less prone to biogeochemical
transformation (Lin et al., 2012). According to the distribution coefficients, the northern
Adriatic organic colloids, including macroaggregates, exhibit rather weak metal-binding

capacity compared to particulate matter.

102



Koron N. Povezave med organsko snovjo in Zivim srebrom v obalnem morju in lagunah.
Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2013

Table 2: Metal and metalloid concentrations in the macroaggregate matrix and bulk interstitial water colloids and dissolved metal

and metalloid concentrations in seawater, marine colloids and particulate matter (Kovac et al., 2008) from the Gulf of Trieste.

Corresponding distribution coefficients (L kg™) of metals and metalloids for macroaggregate matrix (Log Kdm.mat) and interstitial

water colloids (Log Kdm.cai), marine colloids (Log Kdcoi) and particulate matter (Log Kdp) are included.

Macroagg. | Macroagg. Seawater colloids Seawater Particles? Log Log Log Log
Me matrix int. water Kdm mat Kdm.coll Kdcon Kd,
colloids | Undialyzed Dialyzed Dissolved Colloids
[nmol g*] | [nmol g™ [nmol g™ [nmol L™ [nmol g™
Al 49600 12 24 1570 490 20 - 4.4 15 35 -
Cu 82 3 LOD 95 14 7 770 4.1 2.6 4.2 5.1
Zn 757 LOD 3 810 <31 3 275900 4.4 - 4.1 6.0
Se 3 0.5 0.5 1 4 0.5 - 2.9 4.2 2.5 -
Cs 1 0.03 - - 2 - - 2.7 1.2 - -
Ni 58 27 1 20 334 0.8 400 2.3 2.0 2.8 2.0
Cr 85 77 0.8 9 78 0.6 1260 3.1 3.0 2.0 4.2
Fe - 622 - - - - 4 - - - -
Cd 0.5 0.06 - 0.1 0.5 - 38 3.0 2.0 2.3 3.6
As 30 3 1.3 9 94 1.2 - 3.6 2.5 3.0 3.0
Mn 2034 57 0.4 12 47 0.4 5360 4.7 3.1 2.5 4.2
Co 12 0.5 - 1 4 - - 35 2.0 2.5 -
\% 73 2 2 6 104 2 - 2.8 13 2.0 -
Ba 46 2 15 5 42 13 - 3.0 1.7 2.0 -
U 0.5 0.2 0.4 15 10 0.4 - 1.7 13 31 -
Sr 2420 1560 4090 1750 76000 3690 - 1.3 1.2 1.2 -
Hg 0.15" 0.01* 0.01 0.08 5 5 30 >> 6 >> 6 >> 6 >> 6
Corg 13667 158.3 38 2300 119° 44.8 11250
Niot™ 500 21.4 7.14 288.6 12.6° 7.64 1643

* Concentrations are reported in pmol g™ and pmol L, LOD below limit of detection

Y(Koron et al., 2011), %(Kovag et al., 2008), *De Vittor, pers. comm., “MBSS data
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Table 3: Me/Cyq (molar) ratios x 10" in marine colloids, macroaggregate matrix and interstitial water colloids and particulate matter (Kovac et

al., 2008) from the Gulf of Trieste compared with some reported ratios for marine colloids.

Me Gulf_of Trieste Gulf of Mexico Middle Atlantic Bight Galyeston Bay
(this study) (Guo et al., 2000) (Guo et al., 2000) (Benoit et al., 1994)
Macroagg. Macroagg. Seawater Seawater Suspended
matrix interstitial colloids colloids particles Colloids Colloids Colloids
water colloids  (undialyzed)  (Dialyzed) (surface)

Al 274 7.32 62.3 68.4 - 2.8+25 33126 42+3.6
Cu 0.45 1.59 19.2 413 5.1 1.93+0.40 25%19 49+11
Zn 4.19 3.24 8.92 34.9 171 8.8+6.7 28+26 20+07
Se 0.017 0.27 1.36 0.043 - - - -
Cs 0.008 0.019 - 0.001 - - - -
Ni 0.33 16.47 2.45 0.93 25 16+1.0 5543 29%07
Cr 0.47 46.5 1.83 0.37 7.1 26+1.1 20 £24 2718
Fe - 368 - - 231 2249 8211 41£32
Cd 0.003 0.033 - 0.005 0.25 0.013 +0.008 0.059 £0.052 0.014 +0.007
As 0.17 1.77 3.46 0.40 - - - -
Mn 11.3 34.7 0.98 0.55 30.4 0.23+0.18 11£12 02%03
Co 0.065 0.30 - 0.044 - 0.083 + 0.053 0.12+0.10 0.28 +0.07
v 0.40 1.16 6.08 0.27 - 0.26 +0.31 0.34£0.39 0.35+0.31
Ba 0.25 1.32 3.81 0.19 - 0.031 +0.014 0.084 £ 0.050 12£23
U 0.003 0.15 1.15 0.66 - - - -
Sr 13.4 950 4560 178 - - - -
Hg 0.001 0.004 0.03 0.003 0.15 - - -
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Table 4: Distribution of metals, metalloids and organic carbon (Cor) and total N (Ny:) among size fractions during degradation of the
macroaggregate interstitial water colloids in the Gulf of Trieste. Concentrations of metals and metalloids are in nmol g™ and Corg and Ny are

in umol g™
Size .
Eraction Corg Niot Zn Se Cs Ni Cr Sr Cd As Mn Co \% Ba u Hg
beginning
(t=0)
>30 kDa 126 60.7 43.0 LOD 0.09 LOD LOD 3995 0.22 6.0 137 0.8 3.3 58.3 0.5 0.01
10-30 kDa 127 49.3 25.3 0.8 0.07 LOD LOD 3367 0.14 4.7 111 0.6 2.3 49.6 0.4 0.03
5-10 kDa 698 39.3 ) i ) i ) i i ) i ) i i 0.01
4 weeks
(t=4)
>30 kDa 39 27.9 ) LOD 0.04 LOD LOD 1723 0.07 2.6 54 0.4 1.2 39.6 0.2 0.65
10-30 kDa 65 17.9 38.5 LOD 0.05 LOD LOD 1769 0.11 2.6 50 0.3 11 35.3 0.2 0.02
5-10 kDa 102 22.9 1124 1.0 0.18 5.2 4.3 6734 0.40 9.1 194 1.0 4.8 123.7 0.8 0.07

LOD: below limit of detection
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Fig. 2: Metal/organic carbon (Me/Cqyq) ratios (molar) in macroaggregate matrix, bulk
colloids of interstitial water and ultrafiltered fractions at the beginning (0 weeks) and at the

end (after 4 weeks) of degradation experiment
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI
3.1 RAZPRAVA

Fenomen morskih makroagregatov, ki ga je mogoce relativno redno opazovati v Trzaskem
zalivu, ni omejen le na to obmocje, temvec so ga opazili tudi v drugih obalnih morjih. Je pa
obseg, v katerem se pojavlja pri nas, edinstven (Kova¢ in sod., 2008). Glavni gradniki
makroagregatov so heteropolisaharidi, ki jih v stanju prehranskega stresa v povecéanih
koli¢inah izlo¢ajo diatomeje oz. fitoplankton (Del Negro in sod., 2005; Kovac¢ in sod.,
2004). Visoko razmerje raztopljenega anorganskega N (DIN - dissolved inorganic
nitrogen)/PO,>, ki se odraZa kot prehranski stres, je posledica velikega vnosa nitratov z
rekami. Neugodne razmere se lahko v tem okolju zaradi stratifikacije vodnega stolpca, pri
¢emer je manj slana oz. manj gosta voda pri vrhu, ohranijo dlje (Faganeli in sod., 2009),
kar pa ne vpliva le na aktivnost primarnih producentov, temve¢ tudi na hitrost in
ucinkovitost mikrobne razgradnje oz. na aktivnost heterotrofnih organizmov (Pettine in
sod., 2001; Turk in sod., 2010). De Vittor in sod. (2008) ter Fonda Umani in sod. (2007) so
pokazali, da ob pojavu makroagregatov prihaja do statisticno znalilnega zniZanja
koncentracij DOC v vodnem stolpcu, kar nedvoumno kaze na dejstvo, da je naravno
prisotna DOM prekurzor makroagregatov. Struktura in sestava makroagregatov sta tako
odvisni od sestave in vsebine morske vode, v kateri prihaja do njihovega nastanka (Del
Negro in sod., 2005), pri cemer potekajo interakcije med raztopljeno snovjo, okoliskimi
organizmi ter delci. V nasi raziskavi (Koron in sod., 2011; Koron in sod., v recenziji), v
kateri smo se ukvarjali s povezavo med makroagregati, DOM in kovinami, $e posebno Hg,
smo ugotovili, da matriks makroagregatov, t. j. netopni del, vsebuje zelo velike koli¢ine
kovin, kot je npr. Al, kar je mogoce povezati le s prisotnostjo alumosilikatnih oz. tudi
drugih mineralnih delcev. Ob primerjavi naSih rezultatov z rezultati, pridobljenimi v
podobnih Studijah (Guo in sod., 2000), smo ugotovili, da se vefina kovin pojavlja v
pretezno primerljivih koncentracijah oz. primerljivih Me/Cyy razmerjih, izstopajoce
rezultate pa smo povezali z druga¢nimi naravnimi koncentracijami opazovanih kovin v
vodnem stolpcu TrzaSkega zaliva (Koron in sod., v recenziji). Ve¢valentne kovine lahko v
strukturi makroagregatov igrajo pomembno vlogo pre¢nih povezovalcev posameznih

organskih monomerov (Chin in sod., 1998).
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Naravho DOM in OM makroagregatov smo z uporabo ultrafiltracije loCili v vec
velikostnih razredov. V primeru naravne DOM smo se ukvarjali predvsem s celokupnimi
koloidi (COM, 1 kDa — 0,2 um), medtem ko smo koloide v porni vodi makroagregatov
lo¢ili v tri velikostne razrede: > 30 kDa, 15-30 kDa in 5-15 kDa, da bi lahko opazovali, ali
mikrobna razgradnja preferira dolo¢eno velikostno frakcijo OM. COM je v morskem
okolju pomembna frakcija OM, saj po naSih podatkih predstavlja okoli 40 % celotne
DOM, kar sovpada tudi z rezultati drugih raziskav (Benner in sod., 1992, 1997; Chin in
sod., 1998). Ugotovili smo, da najpomembnejSo vlogo igra velika frakcija COM (> 30
kDa), katere pomembnost so opisali ze Pettine in sod. (1999). Pomembnost koloidne
frakcije se je izrazila zlasti v primeru Hg, saj koloidno vezano Hg predstavlja kar 100 %
vsega raztopljenega Hg v vodnem stolpcu Trzaskega zaliva. Za vecino preostalih kovin
smo ugotovili, da koloidno vezana frakcija predstavlja priblizno 15 % vse raztopljene
kovine, pri nekaterih je ta odstotek nekoliko visji, razlika med odstotki koloidno vezane
kovine pa kaze na specificnost interakcij med OM in posameznimi kovinami. Podobne
deleZe so ob razgradnji fitoplanktona opazili tudi Wang in Guo (2001) ter Wells in sod.
(2000). Visoki delezi koloidno vezanega Hg niso presenetljivi, saj so za Hg znacilne velike
konstante vezave in njegova visoka afiniteta do OM (Ravichandran, 2004). Babiarz in sod.
(2003) so z uporabo ultrafiltracije in stabilnih izotopov prisli do nekoliko nizjih delezev na
koloidno snov vezanega Hg (57,5 % za THg in 60% za MeHg), vendar so bili koloidi v
njihovem delu definirani v druga¢nem velikostnem razponu, in sicer 10 kDa — 0,7 um, kar
pomeni, da je bila lahko ocena nekoliko prenizka. Z nadzorom in izraGunom masne bilance
tako DOC kot Hg so pokazali, da je uporaba ultrafiltracije in stabilnih izotopov zelo
zanesljiva in primerna metoda za tovrstne Studije. NiZje deleZe koloidno vezanega Hg v
morskem okolju so izmerili tudi Guentzel in sod. (1996), nasprotno pa so Guo in sod.
(2002) izmerili, da je ve¢ kot 90 % Hg vezanega v/na koloide. Iz teh razlik lahko
sklenemo, da sta pomembna tudi izvor, sestava in struktura organskih ligandov, saj so ti
ocitno specifiéni za vsak sistem. Z izvedbo inkubacijskega poskusa, v katerem je bila
COM vodotopnega dela makroagregatov Stiri tedne izpostavljena mikrobni razgradnji smo
ugotovili, da prihaja do preferen¢ne razgradnje velikih molekul COM (> 30 kDa), pri
¢emer se koli¢ina vezanega Hg ohranja. Hg, vezano na manjSe molekule COM, sestavljene
iz poli- in oligosaharidov, pa se spros¢a v vodno raztopino in ga v frakciji COM ne

Zaznamao.
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Guentzel in sod. (1996) so s pomoc¢jo modela izracunali, da bi bilo, ob predpostavki, da v
okolju z visoko slanostjo na COM prevladujejo karboksilne in fenolne funkcionalne
skupine, za 85-90% organsko kompleksacijo Hg potrebne kar 18-30 mM COC, Kar je za
velikostni razred vec, kot so normalne koncentracije DOC v okolju. Pri uporabi modela so
oCitno zanemarili pomen funkcionalnih skupin, ki vsebujejo N, saj se je za slednje

izkazalo, da igrajo pomembno vlogo (Bronk, 2002).

Sezonska dinamika DOC v TrzaSkem zalivu je relativno stalna z nekaterimi izjemami, Ki
so po navadi posledica suse in s tem manjSih pretokov rek. V pomladanskih in poletnih
mesecih se DOC v vodnem stolpcu nakopi¢i na racun povecane aktivnosti fitoplanktona in
zmanjSane aktivnosti heterotrofov, v zimskih mesecih, ko pride do me$anja stratificiranih
vodnih mas, pa koncentracije DOC moc¢no padejo. Na znizanje koncentracij DOC dejansko
vplivajo trije mehanizmi: odmik vodnih mas v juznejSe dele Jadranskega morja, razgradnja
OM v vodnem stolpcu ali pa agregacija in potopitev DOC/POC na morsko dno, Kjer poteka
aktiven mikrobni metabolizem (De Vittor in sod., 2008). Razlike med dinamiko DOC v
posameznih letih so pokazale, da igra tudi pretok rek in s tem vnos alohtone OM v tem
okolju pomembno vlogo. Ob susnih obdobjih se namre¢ celokupne koncentracije DOC

mocno znizajo (De Vittor in sod., 2008).

OM, ki jo najdemo v vodnem stolpcu, vanj vstopa z rekami ali pa se tvori ob delovanju
planktonskih primarnih producentov. Ta naprej vstopa v prehranjevalne splete in tako
podpira heterotrofni metabolizem. Novonastala OM se v vodnem stolpcu nikoli ne
mineralizira v celoti, temve¢ je nekaj vedno ostane v vodnem stolpcu ali pa sedimentira na
morsko dno (Jiao in sod., 2010). Velike koli¢ine relativno lahko razgradljive OM ob
zadostni dostopnosti Se ostalih potrebnih nutrientov napajajo mikrobni metabolizem v
sedimentih, kar lahko vodi do hitre porabe O, in razvoja hipoksije ter anoksije po celotni
globini sedimenta in celo vodnem stolpcu nad sedimentom. V plitvih morskih bazenih, kot
je Trzaski zaliv, predstavlja pomemben vir lahko razgradljive OM v sedimentih tudi
aktivna zdruzba bentoskih primarnih producentov. Anoksija je v sedimentu sicer normalen
pojav, saj ti pogoji vladajo Ze na globini kakega centimetra, vendar lahko ob pojavu
anoksi¢nih razmer v vi§jih delih sedimenta in v vodnem stolpcu prihaja do sprememb v

smeri in obsegu difuzijskih in bentoskih tokov razli¢nih kemijskih spojin. Spremenjene
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redoks razmere v sedimentih povzrocijo premik oksi¢nega metabolizma proti anoksi¢nem,
pri cemer v okolju kot je Trzaski zaliv prevladujejo predvsem redukcija Fe in Mn ter
sulfatna redukcija. Ob odsotnosti O, se reducirane oblike spojin, ki v omenjenih procesih
nastajajo (Fe(Il), Mn(ll) in S%), ob prehajanju proti povrsini sedimenta ne oksidirajo
(Hines in sod., 1997), kar zaznamo kot povecan tok teh spojin v vodni stolpec (Covelli in
sod., 1999, 2008; Emili in sod., 2011, 2012; Koron in Faganeli, 2012).

V naSem delu (Koron in Faganeli, 2012) nas je zanimalo, ali sta tokova Hg in
fluorescirajoce raztopljene organske snovi (FDOM - fluorescent dissolved organic matter)
povezana, kar bi lahko nakazovalo interakcije med njima, vendar korelacije med tokovoma
nismo zaznali. Iz tega smo zakljucili, da se v sedimentih v tem okolju Hg ne povezuje z
FDOM, ki jo vecidel sestavljajo HS. Podobno so opazili tudi Skoog in sod. (1996), ki so
korelacijo FDOM in reduciranih Fe in Mn spojin povezali z raztapljanjem Fe in Mn
mineralov, na katere je vezana OM. Omenjeni oksidi in hidroksidi so v sedimentih poznani
kot pomembni vezalci Hg v oksi¢nih razmerah. Ob spremembah redoks razmer, do katerih
pride, ko sistem postaja anoksi¢en, sta tokova THg in MeHg lahko prav tako povezana z
raztapljanjem mineralnih frakcij Fe in Mn (Muresan in sod., 2007). Kljub temu da sta
tokova posameznih opazovanih spojin med seboj primerljiva, je nemogoce zakljuciti ali se

OM in Hg na okside in hidrokside veZeta lo¢eno ali skupaj.

Ob pregledu rezultatov inkubacijskega laboratorijskega poskusa smo ugotovili, da se je
tekom razvoja anoksije delez MeHg v THg poveceval, kar bi lahko nakazovalo aktivno
potekajo¢o metilacijo Hg. Ob kasnejsi izpostavitvi eksperimentalnega sistema oksi¢nim
pogojem se je opazovani delez MeHg hitro zmanjSeval, kar pa bi lahko kazalo na zelo
aktivno demetilacijo Hg, ki sicer lahko poteka v anoksi¢nih, $e intenzivneje pa v oksi¢nih

pogojih (Barkay in sod., 2010; Lambertsson in Nilsson, 2006).

Pri raziskovanju vpliva OM na usodo Hg v TrzaSkem zalivu smo le malo pozornosti
namenili suspendirani OM v pornih vodah sedimentov. Ogrinc in sod. (2000) so pokazali,
da je alohtoni POC v delti reke Soc¢e predstavlja pribliznih 63 % vsega POC, medtem ko v
centralnem delu TrZaSkega zaliva ta odstotek znasa samo Se 8 %. V omenjenem delu so

avtorji pokazali na dobro korelacijo med odstotkom alohtonega POC in koncentracijo THg,
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korelacije med POC in MeHg pa niso zaznali, kar Se dodatno potrjuje tezo, da so vir MeHg

v TrzaSkem zalivu morski sedimenti (Covelli in sod., 1999).

Podobne spremembe je mogoce opazovati tudi v lagunskem okolju, kjer sicer vladajo
drugacne okoljske razmere. Drugacen nabor okoljskih dejavnikov nudi moznosti
raziskovanja vplivov posameznih dejavnikov na pretvorbe Hg. Obmocja lagun so
podvrZena vecjim nihanjem v slanosti, kar je posledica tako bibavice kot spremenljivih
pretokov rek, so precej plitvejSa, prav tako pa so vec¢ja tudi temperaturna nihanja. Za
raziskovanje biogeokemije Hg je posebno zanimivo podro¢je lagun Marano in Grado, saj
gre za okolje, v katerem je mogoce najti Hg iz dveh razli¢nih virov: idrijskega rudnika in
sedaj Ze zaprte kloralkalne industrije. Ta je locirana v zgornjem delu reke Aussa, ki se kot
recni sistem Aussa-Corno izliva v maranski del lagune. Hg iz rudnika Idrija v laguno
vstopa z morsko vodo preko plimnih kanalov med otocki, ki podro¢je lagune locujejo od
morja. Glede na geografske in hidrografske razmere, ki vladajo v laguni, je vplivu Hg iz
idrijskega rudnika bolj podvrzen vzhodni oz. gradeSki del lagune (Covelli in sod., 2008),
medtem ko Hg iz kloralkalne tovarne vpliva pretezno na zahodni del lagune (Acquavita in
sod., 2012). Ceprav so Emili in sod. (2012) ugotovili, da so celokupne koncentracije Hg v
sedimentih viSje v zahodnem, maranskem sektorju, pa je tam kopi¢enje MeHg v vodnem
stolpcu manj obsezno kot v vzhodnem, gradeSkem sektorju, kar lahko kaze na manj
primerne pogoje za metilacijo, potencialno nedostopnost HgS kot substrata za metilacijo
ali pa povecano aktivnost razgradnje MeHg (Hines in sod., 2012). HgS je v gradeSkem
sektorju prevladujoca oblika Hg (Acquavita in sod., 2012), ki je v vodi slabo topna. Njena
topnost in s tem dostopnost za mikrobne pretvorbe pa se lahko poveca v prisotnosti OM
(Ravichandran, 2004; Slowey, 2010). V obeh delih lagune so bentoski tokovi MeHg v
vodni stolpec povecani poleti. Izkazalo se je tudi, da v lagunah poteka intenzivna tvorba
raztopljenih oblik Hg (DGM - dissolved gaseous mercury). Z uporabo temne bentoSke
posode, s katero smo simulirali no¢ne pogoje oz. izlo¢ili vpliv fotokemijskih pretvorb Hg,
smo pokazali pomemben vpliv bioloSke redukcije Hg, kar so potrdili tudi drugi avtorji
(Baldi in sod., 2012a, 2012b; Hines in sod., 2012).

Ob podrobnem preuc¢evanju vpliva sedimentne OM, prisotne v obliki HS, smo se opirali

predvsem na dosedanja dognanja, da lahko HS povecajo topnost HgS (Ravichandran,
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2004) in s tem igrajo pomembno vlogo pri bioloski dostopnosti Hg. Pokazali smo, da se
HS v sedimentih povezujejo predvsem s fino frakcijo sedimenta (< 16 pm). Z isto
velikostno frakcijo se preferencno povezuje tudi Hg. Na podlagi nasSih rezultatov smo
zakljucili, da gre za frakcijo glin z veliko aktivno povrsino, na katero se vezejo tako HS kot
Hg, nedvoumne povezave med Hg in HS pa nismo uspeli potrditi. Prav tako nismo mogli
potrditi povezave med HS in MeHg, saj gre v primeru HS za Sirok spekter organskih
molekul, ki niso najbolj primerne za analize. 1zkazalo se je tudi, da smo z analizo HS zajeli
maksimalno 30 % vse OM v raziskovanih sedimentih. Kljub temu smo uspeli pokazati, da
bi lahko HS, prisotne na SWI, pomembno vplivale na nastanek MeHg v povrSinskih
sedimentih in njegovo akumulacijo, kar se sklada z opazovanji drugih raziskovalcev
(Mason in sod., 1994; Ullrich in sod., 2001). V primerjavi z recno OM so HS, dolo¢ene v
sedimentih lagun, pokazale dobro korelacijo z MeHg, kar smo pripisali predvsem strukturi
HS, saj je slednja manj refraktorna in vsebuje manj aromatskih spojin. Ali gre za
favoriziranje vezave ali za spodbujanje tvorbe MeHg, pa je ostalo neodgovorjeno. Za
podrobnejSe rezultate in zanesljivejSe zakljucke o OM se je v prihodnosti potrebno
posluziti Se drugih izolacijskih in analiznih metod, s katerimi bi dolo¢ili predvsem
kvaliteto OM in ne le njene celokupne koli¢ine oz. koli¢ine posamezne frakcije (Acquavita

in sod., 2012).

Izbira primernih metod za raziskovanje procesov v okolju Se zdale€ ni trivialna. Za potrebe
raziskovanja bioloskih in/ali kemijskih pretvorb Hg v vodnem stolpcu smo v naSem
laboratoriju razvili oz. nadgradili metodo (Ribeiro Guevara in sod., 2007; Zizek in sod.,
2008), ki vkljuduje uporabo radioaktivnega sledilca **’Hg (Koron in sod., 2012). Prednosti
uporabe radioaktivnih izotopov in tudi stabilnih izotopov so predvsem v njihovi
specificnosti oz. specificnosti postopkov, s katerimi jih zasledujemo, pa tudi njihova Siroka
aplikabilnost. Prednost nase metode je vse nasteto, predvsem pa nam omogoca uporabo
zelo nizkih koncentracij sledilca, saj s tem ne vplivamo na ravnoteZja, ki v okolju vladajo
med posameznimi spojinami. Metodo smo razvili in tudi validirali za potrebe sledenja
sezonskim spremembam v tvorbi MeHg in Hg® v vodnem stolpcu Trzaskega zaliva
(Bratki¢ in sod., v pripravi). Predstavljena metoda bi bila v prihodnosti lahko uporabna tudi

pri Studiju vezave Hg ali MeHg na OM pri razli¢nih okoljskih pogojih ter npr. pri Studiju,
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ali in kako razlicna OM vpliva na pretvorbe in privzem Hg v organizme, podobno kot so

pokazali tudi Guo in sod. (2002).

3.2 SKLEPI

e DOM in makroagregati v vodnem stolpcu TrzaSkega zaliva so se izkazali za zelo
pomembne vezalce in prenaSalce Hg, pa tudi drugih kovin. Koloidna ali HMW-DOM
frakcija predstavlja kar 40 % vse DOM, ki smo jo iz morske vode ali porne vode
makroagregatov izolirali z uporabo ultrafiltracije. Ugotovili smo, da netopni del
makroagregatov, t.i. matriks, vsebuje velike koli¢ine kovin, kar smo pripisali vkljucitvi
mineralnih delcev v strukturo. Koloidi makroagregatov vsebujejo molekule razli¢nih
molekulskih mas, za bioloSko najbolj dostopne pa so se izkazale prav velike molekule
(> 30 kDa). Te molekule so imele tudi najvecjo kapaciteto za vezavo Hg, kar je
verjetno posledica velike vsebnosti funkcionalnih skupin, ki vsebujejo N in O, koli¢ina
z njimi povezanega Hg pa se je kljub njihovi pretvorbi, kar smo dokazali z izvedbo
inkubacijskega poskusa, v katerem smo molekule izpostavili mikrobni razgradnji,
ohranjala. Ugotovili smo, da je skoraj vse Hg, definirano kot raztopljeno, dejansko
vezano na COM.

e V sedimentih TrzaSkega zaliva med Hg in FDOM, ki jo pretezno sestavljajo HS, nismo
zaznali pomembne povezave. Domnevamo, da se tako Hg kot FDOM loceno
povezujeta z Fe in Mn mineralnimi frakcijami, ki pa se ob spremenjenih redoks
razmerah raztapljajo, ob ¢emer se vezana FDOM in Hg sproscata v vodni stolpec.
Ugotovili smo, da se delez MeHg v THg v anoksi¢nih pogojih mo¢no poveca in lahko
predstavlja kar 50-100 %, ne glede na to ali gre za s Hg razmeroma neonesnazeno
obmocje ali pa za obmocje, kjer so celokupne koncentracije Hg v sedimentih zelo
visoke. Na podlagi teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da so obalna morja, v katerih
prihaja do stratifikacije vodnega stolpca in obcasne pridnene anoksije, mesta, ki
predstavljajo pomembna obmocja tveganja za nastanek in spros¢anje strupenega MeHg
v okolje, pri ¢emer pa celokupne koncentracije Hg niso merilo za obseg nastanka
MeHg.
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Ob Studiju pretvorb Hg v sedimentih lagun Grado in Marano smo ugotovili, da je kljub
temu, da v lagunah obstajata dva vira Hg in da je celokupnega Hg v vzhodnem,
gradeSkem sektorju vec€, ocitno tisti v maranskem sektorju bolj biodostopen, zato tam
prihaja do intenzivnejSega nastajanja MeHg in njegovega kopic¢enja v vodnem stolpcu;
je pa na tem mestu ocitno pomemben tudi proces demetilacije. Na povecano tvorbo
MeHg v splosnem vpliva tudi poviSana temperatura, saj so koncentracije MeHg poleti
veliko visje kot v drugih sezonah. Pomemben dejavnik, ki vpliva na opazene razlike, pa
je tudi izvor Hg v enem in drugem sektorju. VVzhodni, gradeski sektor, je podvrzen
vplivu Hg iz idrijskega rudnika, ki se preko reke Soce ob delovanju specifi¢nih tokov
preko plimnih kanalov vnasa v laguno, medtem ko je zahodni, maranski sektor,
izpostavljen vplivom lazje dostopnega Hg, ki se je v okolje sprostilo v ¢asu obratovanja
kloralkalne tovarne, locirane v vrhnjem delu toka reke Aussa. Izkazalo se je, da je
najpomembnejSi proces, ki poteka v laguni, redukcija Hg oz. nastanek DGM. S
posluzevanjem razli¢nih pristopov k problemu smo ugotovili, da je tam prisotna
aktivna proti Hg odporna mikrobna zdruzba, ki aktivno reducira Hg. Se enkrat smo
pokazali, da celokupna koli¢ina Hg v sedimentu ni primeren kazalec za napoved
potencialne tvorbe MeHg, temve¢ so pomembni Se Stevilni drugi okoljski dejavniki,
predvsem pa oblika, v kateri nastopa Hg kot substrat.

Ob preucevanju povezav med HS in Hg v sedimentih lagun smo ugotovili, da med
njimi ne prihaja do oc€itnih interakcij. Vseeno pa smo zaznali, da bi lahko HS pretezno
avtohtonega izvora pomembno vplivale na mesto nastanka in akumulacije MeHg.
Ugotovili smo, da bi bilo, kljub temu da HS predstavljajo okoli 40 % vse OM v
sedimentu, v prihodnje potrebno analizirati Se druge frakcije OM, saj bomo le tako
dobili bolj jasno sliko o obsegu njenega vpliva na biogeokemijo Hg.

Tekom priprave doktorskega dela in tudi v literaturi se vedno znova izpostavlja
pomembnost razvoja novih metod in njihove validacije. Metoda, ki smo jo razvili oz.
izpopolnili, bi se lahko v prihodnosti izkazala kot zelo primeren pripomocek pri Studiju
vezave anorganskega Hg ali MeHg na organske molekule, saj nam omogoca uporabo
koncentracij, ki so primerljive z okoljskimi, detekcija Hg pa je zelo natan¢na in

specifi¢na.
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e Ozko grlo raziskav OM v morskem okolju ostaja predvsem njena izolacija in pravilna
karakterizacija, kar ni nujno vedno posledica pomanjkanja primernih analiznih metod,
temve¢ tudi kompleksnosti in neskon¢ne raznolikosti molekul, ki so predmet naSega

raziskovanja.
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4 POVZETEK (SUMMARY)

4.1 POVZETEK

OM v morskem okolju predstavlja pomemben in aktiven rezervoar C in s tem
nezanemarljiv del v globalnem biogeokemijskem kroZzenju C. Z njim so nelo¢ljivo
povezana krozZenja $e mnogih drugih elementov, med drugim tudi strupenih kovin kot je
Hg. OM, ki jo najdemo v obalnih morjih in lagunah lahko izvira s kopnega, torej gre za
alohtono snov, ali pa nastaja v vodnem stolpcu, kar jo dela avtohtono. Alohtono OM v
obalnih delih in lagunah severnega Jadrana s kopnega v morsko okolje vnasajo reke.
Avtohtona nastaja v vodnem stolpcu, Kjer jo proizvaja fitoplankton, plitkost morskega
bazena, kakrSen je Trzaski zaliv, pa omogoca obcCasno osvetljenost sedimenta in zagotavlja

obstoj pomembne bentoSke zdruzbe avtotrofnih organizmov.

V morskem okolju igra OM ve¢ vlog; z vidika tega doktorskega dela pa nas je zanimala
predvsem kot vezalec kovin, saj lahko ta vpliva na imobilizacijo kovin v morskem okolju

in s tem na delovanje okolja.

Glede na mesto nastanka in zadrZzevanja OM se pomembno spreminjata njena sestava in
struktura. Tako se OM v vodnem stolpcu obcutno razlikuje od OM v sedimentih. Sestava
in struktura OM pomembno vplivata na biolosko dostopnost C in z njim povezanih
elementov. 1z raziskav, opravljenih v okviru pricujo¢ega doktorskega dela, smo ugotovili,
da DOM, se posebno njena koloidna frakcija, definirana v velikostnem obmoc¢ju 1 kDa —
0,2 um, v vodnem stolpcu veZze skoraj vso Hg, ki ga izmerimo kot raztopljenega.
Primerjava preostalih odstotkov koloidno vezanih kovin z odstotkom koloidno vezanega
Hg kaze na specifi¢nost posameznih interakcij. Ob primerjavi nasih rezultatov z rezultati
podobnih raziskav (Guo in Santschi, 1997; Guo in sod., 2000) je mogoc¢e zakljuciti, da so
morebitne razlike lahko posledica uporabe razli¢nih analiznih pristopov ali pa specifi¢nosti

posameznih okolij, v katerih so raziskave potekale.

Ob izjemnih (epizodnih) dogodkih, je v Trzaskem zalivu ter celotnem Severnem Jadranu

tvorba morskih makroagregatov, agregatov DOM, je poznavanje dinamike njihovega
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nastanka in razgradnje pomembno tudi za opis in napoved dinamike krozenja vseh
elementov, povezanih z njimi. Ob analizi njihove netopne frakcije ali matriksa smo izmerili
visoke koncentracije nekaterih kovin, kar smo povezali z vgradnjo mineralnih delcev
(Koron in sod., v recenziji; Koron in sod., 2011; Kova¢ in sod., 2004, 2008). Ob analizi
topnega dela makroagregatov pa smo ugotovili, da ima COM enake lastnosti in
sposobnosti vezave kot naravna DOM oz. COM, primerljiva pa je tudi koli¢ina vezanih
kovin. Na podlagi lastnih izkuSenj in izkuSenj drugih raziskovalcev smo ugotovili, da je
uporaba ultrafiltracije kot postopka izolacije COM iz vodnih vzorcev sicer zamudna,
ampak daje zadovoljive in zanesljive rezultate (Schijf in Zoll, 2011). Ce bomo v prihodnje
metodo ultrafiltracije zdruzili Se z uporabo radioaktivnih ali stabilnih izotopov, bo to
pomembno pripomoglo k Se natan¢nejSemu poznavanju mehanizmov, ki vodijo do povezav

med organsko snovjo in kovinami v okolju.

V tem doktorskem delu smo pokazali tudi, da med OM morskih in lagunskih sedimentov
ter Hg povezave ni oz. je ni bilo mogoce zaznati. Zakljucili smo, da gre predvsem za
posledico sestave in strukture organske snovi, ki je v sedimentu izrazito rekalcitrantna, saj
gre vecinoma za avtohtone HS, te pa ne omogocajo vezave kovin, vsaj ne v tolikSnem
obsegu kot DOM.

Ob spremembah redoks razmer v sedimentih, ki so posledica anoksi¢nih pogojev, prihaja
do raztapljanja Fe in Mn oksidov in hidroksidov. Ob tem se v vodni stolpec sproscata tako
DOM kot Hg. Zasledovanje tokov posameznih spojin nam je sicer omogocilo dolocitev
obsega tega sproscanja, ne gre pa za metodo, primerno za Studije povezav med Hg in OM v

pornih vodah sedimentov.

Bentoski inkubacijski poskusi, ki smo jih izvedli v okoljih, v katerih vladajo razli¢ne
fizikalne in kemijske razmere, so nam omogocili vpogled tudi v posredni vpliv, ki ga ima
lahko OM na biogeokemijsko krozenje Hg. Pomembna je namre¢ predvsem z vidika
napajanja mikrobnega metabolizma, s tem tudi tistih mikrobov, ki vodijo metilacijo Hg ali
demetilacijo MeHg. Z izvedbo eksperimentov v okoljih, v katerih ima OM razli¢en izvor,
razlien izvor ima pa tudi Hg, smo tako potrdili hipotezo o pomembnosti bioloSke

dostopnosti tako OM kot Hg pri tvorbi MeHg.

122



Koron N. Povezave med organsko snovjo in Zivim srebrom v obalnem morju in lagunah.
Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani, Biotehnidka fakulteta, 2013

4.2 SUMMARY

OM in marine environment represents an important and very active C reservoir, and thus
acts as an important player in a global C cycle. Global C cycle is inseparably involved with
biogeochemical cycles of other elements as well, including toxic ones such as Hg. OM
found in coastal marine and lagoon environments has two origins. Allochthonous OM
originates from terrestrial ecosystems and is to marine environment transported mostly via
rivers, whereas autochthonous originates in water column where it is synthesized by
phytoplankton, or in surface sediments where shallow waters enable light protrusion and

therefore support active benthic autotrophic community.

Marine OM has many roles in marine environment however the primary scope of this work
was its function as a metal (Hg) chelator or complexation agent. Detailed knowledge on its
behavior enables us to presume or predict its influence on normal ecosystem functioning.

The place of origin and subsequent retention of OM determines its composition and
structure, which explains a significant difference between water column and sediment OM.
Composition and structure influence also the bioavailability of OM and associated

elements.

Results presented in this work suggest that DOM, especially it colloidal fraction, defined
as organic matter with sizes ranging between 1 kDa — 0,2 um, play an important role in
water column. Namely, all of the Hg, determined as dissolved Hg, turned out to be
associated with COM, which suggests an existence of specific interactions. Comparison
with other similar works (Guo and Santschi, 1997; Guo et al., 2000) was possible and led
to conclusion that some discrepancies observed could be linked to usage of different

methodological approach or even specificity of research area.

Description and projection of the outcome of specific events, such as appearance of
macroaggregates in the Gulf of Trieste, require deepened and extensive knowledge on
dynamics of macroaggregate formation and degradation. Analyses performed on
macroaggregate matrix (insoluble portion) showed high metal concentrations, which

suggested an incorporation of mineral particles (Koron et al., in rev.; Koron et al., 2011;
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Kova¢ et al., 2004, 2008), whereas results on interstitial soluble portion of
macroaggregates revealed that macroaggregate COM and naturally occurring DOM have
similar to identical properties in terms of structure and metal binding capacity. Experiences
gained during present work and experiences of other researchers reassure us that
ultrafiltration is a method of choice in this kind of work (Schijf and Zoll, 2011). Combined
usage of ultrafiltration and stable or radioactive isotopes could in our opinion serve as an
important upgrade of the method and could provide a detailed insight into mechanisms

behind interactions between organic matter and metals in the environment.

Results of our work also showed that there is limited or no interaction between OM in the
marine and lagoon sediments. Our conclusion was that the lack of detectable interaction is
a consequence of OM structure. OM present in sediments is present mostly in the form of
HS i.e. very recalcitrant form which obviously does not support metal binding to the same
extent as DOM. Changes in redox conditions in sediments, being a consequence of anoxia,
lead to dissolution of Fe and Mn oxides and hydroxides. This dissolution is accompanied
with release of DOM and Hg to the water column. Benthic flux measurements give an
insight into the extent of phenomena connected to redox changes, however fail to give a
concise answer whether the DOM and Hg are released in form complexes or separately.

Benthic incubation experiments proved to be an invaluable tool for comparison of the role
OM plays in biogeochemical cycle of Hg in different environments. OM acts primarily as a
microbial metabolism fuel, supporting also the microbes that act as methylators of Hg or
demethylators of MeHg. Performing incubation experiments in environments, which have
different sources of OM and Hg enabled us to again corroborate the hypothesis on

importance of bioavailability of both OM and Hg in processes of MeHg formation.
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