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1.UVOD



Brzo rastuca ljudska populacija na nasem planetu veliki je teret za prirodni okoliS. No,
uglavnom su industrija, rudarstvo, kucanstva i poljoprivreda izvori brojnih oneciscujuéih tvari
kao Sto su SO,, metan i ¢ade, a to su samo neke koje se ispustaju u atmosferu (Rai, 2010).
Pogotovo u zemljama u razvoju to se cesto dogada na nekontroliran nacin, Sto je
zabrinjavajuée jer se ove tvari globalno distribuiraju putem vjetra i time utjeCu na kakvocu
zraka. Mnoge od ovih supstanci nalaze svoj put prema slatkovodnim ekosustavima kao Sto su
prirodna stanista poput jezera i rijeka kada se kiSom ispiru iz atmosfere. Stupanj oneciséenja
se povecava s povecanjem industrijalizacije i rastuce populacije. Nadalje, problem je
pogorsan zbog globalnih klimatskih promjena koja mijenjaju obrasce vjetra i oborina
(Hogsen i Harding, 2013).

Teski metali pripadaju najotrovnijim zagadivacima koji utjeCu na prirodni okolis (He i sur.,
1998). S jedne strane te tvari nisu biorazgradive i koncentriraju se u vodi i sedimentu (Lourie
i sur., 2010). Pri niskim koncentracijama mogu biti bitni za Zivot kao sastavni dijelovi
biomolekula, ali kod vecih koncentracija teski metali su toksi¢ni. Vodeni organizmi ih
apsorbiraju putem hrane gdje mogu dosti¢i toksicne koncentracije koje utjeCu na
beskraljesSnjake, ribe, ptice i u konacnici ljude koji konzumiraju kontaminirane vodene
Zivotinje i alge (Rai, 2008). Cd** je posebno poznat po akumuliranju u vodenim organizmima
i koncentracija mu moze biti od 102 do 105 puta veca od koncentracije u vodi, ovisno o vrsti
vode u kojoj ribe i alge obitavaju (Mendoza-Cdzatl i sur., 2006). U posljednjih nekoliko
desetlje¢a, promjene u kiselosti tla i voda znacajno su utjecale na prenoenje Al** iona u
okolis, povecavajuci koncentraciju u jezerima i rijekama, a samim time i vjerojatnost da

postane dio hranidbenog lanca (Quiroz-Vazquez i sur., 2010).

U ovom radu ¢e biti istrazivana morfoloSka svojstva, pokretljivost, promjena udjela
fotosintetskih i svjetlosnih pigmenata i promjena koncentracije prolina, kao kljucnih
toksikolodkih parametara utjecaja razli¢itih koncentracija soli teSkih metala (AI** i Cd** u
koncentracijama 0.5; 1.0 i 2.0 mM) na prezivljavanje E. gracilis. Buduci da se intenzitet
toksicnosti mijenja s vremenom izlaganja, u radu Ce se istrazivati kako vrijeme izlaganja ovim

solima teskih metala tijekom 14 dana utjeCe na prezivljavanje ove alge.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Euglena gracilis

Euglena gracilis je jednostani¢ni protist i pripada eukariotskim organizmima. Miksotrof je,
tako da moze prezivjeti i u heterotrofnim i autotrofnim uvjetima. To znaci da moze pribaviti
hranu na dva razli¢éita nacina, prehranjuje se s drugim organizmima i time pribavlja i
sintetizira svoje hranjive tvari. Ovom sposobnoscu i prilagodbom Euglena je postala snaznija
zbog viSe izvora hranjivih tvari i time povecavajuéi mogucnosti prezivljavanja (Leedale,
1967).

Kloroplasti u Eugleni daju joj sposobnost pribavljanja hranjivih sastojaka kroz proces
fotosinteze. Pa iako je Euglena vrlo ucinkovita kroz fotosintezu, sunceva svjetlost nije uvijek
dostupna pa stoga nije stalna opskrba hranom za njih. Euglena je obi¢no oko zelenih algi
koje su njihov drugi izvor hrane. Kad god ima puno algi oko Euglene, uvijek ¢e biti tamo da
uzivaju u njihovom konstantnom izvoru hranjivih tvari. Uz sposobnost da okruZzuje i apsorbira

druge organizme za hranu, Euglena nikad ne oskudijeva hranjivim tvarima i zato je takav

uspjesan organizam.

Slika 1. Razliciti oblici stanica £. gracilis u kretanju (Arroyo i sur., 2012)



2.2. Razmnozavanje i zivotni ciklus

Postoje tri razliite faze u Zivotnom ciklusu Euglene. Prva je faza u kojoj stanice slobodno
plivaju pomocu svog bica, slijedi palmela stadij gdje je stanica blago pokretna i konac¢no faza
formiranja cista u kojoj je stanica potpuno nepokretna (Slika 2). Nadalje, postoje tri razlicite
vrste cista; privremena, zastitna i reproduktivna. Privremena cista je prolazna faza u kojoj je
stani¢na stjenka zbijena, ali nije potpuno zatvorena. Stanice obi¢no jos uvijek imaju svojstvo
kretanja i krecu se slobodno, a to uglavnom nastaje kao odgovor na jaku suncevu svjetlost.
Zastitne ciste nastaju pri manjku hrane ili u suhim uvjetima. Tada stvaraju reproduktivnu
cistu kao zastitu (Slika 3).

Slika 2. Mikroskopski prikaz vegetativnih stanica i palmela stadija £ gracilis

http://www.lebendkulturen.de/index.php/kulturen/algen/euglena-gracilis

Slika 3. Reproduktivne ciste £. gracilis (Gruenberger i sur., 2007)


http://www.lebendkulturen.de/index.php/kulturen/algen/euglena-gracilis

Euglena se neprestano razmnozava putem procesa koji se zove longitudinalna binarna fizija.
Ovo je proces u kojem se stanica dijeli na dva odvojena tijela kopiranjem njenog genetskog
materijala (Slika 4). To se obi¢no vrsi u stadiju kada slobodno pliva. Podjela ne-flagelliranih
stanica dogada se unutar reproduktivne ili podijeljene ciste, gdje moZe biti do 64 stanice.
Posljednja faza u kojoj se to moze dogoditi jest u jednoj drugoj fazi svog zivota koji je u
palmela fazi. Ova faza je kada stanica nije pokretna i prekrivena je mukoznom ili

Zelatinoznom ovojnicom.

Slika 4. Longitudinalna binarna fizija stanice £. gracilis
https://www.youtube.com/watch?v=UZhikbEvMEU

2.3. Taksonomija i filogenija

Rod Euglena sastoji se od oko Sezdeset i pet razliCitih vrsta, no najviSe istrazivanja
provedeno je s E. viridis i E. gracilis. Euglema pripada vrlo velikoj taksonomskoj skupini
jednostanicnih organizama nazvanih Euglenozoa.

Euglena je vrlo zanimljiva jer ima svojstva koje imaju Zivotinje, a to je heterotrofnost i
svojstva biljaka - autotrofnost.

e Kraljevstvo Excavata

e Koljeno Euglenozoa

e Razred Euglenoidea


https://www.youtube.com/watch?v=UZhikbEvMEU

e Red Euglenales

¢ Porodica Euglenaceae

e Rod Euglena

e Vrsta Euglena gracilis

2.4. Staniste, funkcija i interakcija s ljudima

Euglena zivi u mirnim i slatkovodnim vodama kao Sto su ribnjaci, bare, lokve i bazeni puni
organske tvari i Cesto Cini vodu zelenom zbog kloroplasta (Slika 5). Glavna funkcija ovog
protista jest biti dio hranidbenog lanca u vodenom okoliSu. Euglena je vrlo je ucinkovit
mikroorganizam kada je u pitanju smanjenje razine ugljicnog dioksida i to ucinkovitija od
mnogih biljaka. Takoder, sintetizira vazne hranjive tvari koje su potrebne ljudskom tijelu,
tako da postoje tvrtke koje u industrijskim mjerilima uzgajaju Euglenu upravo zbog tih
hranjivih sastojaka (B-1,3-glukan). JosS jedna korist od Euglene je da ukazuje na zagadenost

vode jer su zelene alge prisutne u vodi s visokom koncentracijom dusika koji dolazi iz otpada.

Slika 5. Prirodno staniste £. gracilis
(http://www.clemson.edu/extension/natural_resources/water/stormwater_ponds/problem_so
Iving/aquatic_weeds/algae_planktonic/index.html)



2.5. Struktura i gibanje

Euglena je ovalnog oblika stanice koja se sastoji od mnogih organela. Ove organele ukljucuju
jedan ili dva bica (flagele), jezgricu, jezgru, kloroplaste, ocne pjege (stigme) i kontraktilne
vakuole (Slika 6). Jezgra je mozak stanice i sadrzi geneticki materijal stanice i regulira
funkcije stanice. Nukleolus se nalazi u jezgri i sastoji se od proteina i nukleinskih kiselina
pronadenih u jezgri. Nukleolus doprinosi stvaranju ribosoma. Kloroplast je ono Sto cini ovaj
protisticki mikroorganizam slicnom biljkama. Kloroplast je odgovoran za fotosintezu i Cini
stanicu djelomi¢no autotrofnom. Kontraktilne vakuole sprjecavaju prskanje stanice
ispumpavanjem svog viska vode iz stanice. Konacno, tu je pelikula koja je dio strukture
mikrotubula. Ove pelikule se medusobno krizaju i to uzrokuje da Euglena bude istovremeno i
fleksibilna i Cvrsta (Slika 7).

__—dugacki bi¢ (flagela) .

_———— ocnapjega —

\\

kratki bi¢ (flagela) ———— \
detektor svjetla

kontraktilna vakuola -~ ——

T jezgra — g

. kloroplast

R S,

plazmina membrana ' — 2
———— pelikula

Euglena 5pm

Slika 6. Struktura stanice E£. gracilis http://keywordsuggest.org/gallery/427437.html

Slika 7. Pelikula £. gracilis
http://www.pmbio.icbm.de/mikrobiologischer-garten/eng/eneug03a.htm



2.5.1. Pigmenti

Klorofili, karotenoidi i fikobilini su pigmenti kojima alga koristi suncevu svjetlost za proces
fotosinteze. Klorofili su glavni fotosintetski pigmenti koji u svojoj strukturi imaju
makrociklicke prstene i prisutni su u razli¢itim formama (a, b, c1, c2, 3, d i f) u razlicitim
algama i cijanobakterijama (Slika 8). Zelene alge imaju udjel klorofila do 6.7 % (Gantt,1996).
Karotenoidi, dodatni fotosintetski pigmenti, su u mastima topljive tetraterpenoidne molekule
koje su podijeljene prema strukturi u karotene bez kisika (B-karoten) i ksantofile s kisikom
(lutein, astaksantin, zeaksantin) (Green i Durnford, 1996). Fikobilini su u vodi topljivi proteini
koji sluze kao dodatni pigmenti u modro-zelenim i crvenim algama, dajuci im plavu (c-
fikocijanin, alofikocijanin) (Ferrari i sur., 2013; Shukla i sur., 2009) ili ruZicasto-crvenu boju
(b-fikoeritrin, c-fikoeritrin) (Basaca-Loya i sur., 2009; Mishra i sur., 2012). Klorofili,
karotenoidi i fikobilini danas imaju Siroku primjenu u prehrambenoj, kozmetickoj,
farmaceutskoj i tekstilnoj industriji kao boje, antioksidanti, dodaci prehrani i terapeutska
sredstva (Stahl i Sies, 2005; Mortensen, 2006; Prasanna i sur., 2007).
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Slika 8. Molekularna struktura klorofila g, klorofila 6 i bakterioklorofila (Falkowski i Raven,
2007)



2.5.2. Paramilon

Paramilon (B-1,3 glukan) je slican glikogenu Zivotinja, nalikuje na skrob, ali se s jodom ne
boji modro. Granule su sastavljene od trokutastih i pravokutnih segmenata, od kojih je svaki
izgraden od nekoliko slojeva (Kiss i sur., 1987). Slicno celulozi, paramilon je organiziran u
mikrofibrile (4 nm promjera) sastavljene od trostruke uzvojnice B-1,3-glukoznih lanaca, koji
se onda povezuju u deblja viakna ili plocice (Slika 9). Interakcije mikrofibrila s molekulama
vode doprinose visoko kristalnoj strukturi paramilona. Granule paramilona se u stanici £.
gracilis nalaze se u citoplazmi blizu pirenoidne regije fotosintetski aktivnih plastida (Kiss i
Triemer, 1988).

Slika 9. Paramilonske granule u stanicama E. gracilis (Monfils i sur., 2011)

2.6. Stres izazvan metalima

Nakupljanje metala u stanicama algi odvija se putem dva mehanizma:
1) adsorpcijom metala na povrSinu stanicne stijenke koja sadrzi funkcionalne grupe
(karboksilnu, hidroksi¢nu, fosfatnu, amino i sulfhidrilnu),
2) apsorpcijom metala u stanici putem sustava transporta metala (Monteiro i sur., 2012;
Blaby-Haas i Merchant, 2012).
Metali u stanicama mogu izazvati nastajanje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), kao Sto su
hidroksilni radikali (-OH), superoksidni anioni (O,-") i vodikov peroksid (H,0,), koji reagiraju s
lipidima, proteinima i nukleinskim kiselinama, Sto rezultira njihovom razgradnjom. Kao
obrambeni odgovor na stres izazvan metalima, alge sintetiziraju kelirajue supstancije;
fitokelatin i egzopolimere u veéim koncentracijama (Cassier-Chauvat i Chauvat, 2015;

Perales-Vela i sur., 2006). Keliraju¢e supstancije su organski spojevi koji se vezu s dvije ili
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viSe veza s metalnim ionima, tvore¢i kompleks metal-kelat i Stiteéi vezanost bioloskih
makromolekula s metalnim ionima (Sears, 2013).

Drugi mehanizam obrane protiv oksidativhog stresa je sinteza antioksidacijskih sastojaka
(pigmenti, glutation, askorbat) ili enzima (superoksid dismutaza, katalaza) koji su odgovorni
za ,hvatanje" reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i za redukciju metalnih iona u njihov manje
reaktivni oblik (Monteiro i sur., 2012; Cassier-Chauvat i Chauvat, 2015; Perales-Vela i sur.,
2006).

2.6.1. Fitokelatini

Bioloski sustavi na potencijalno toksi¢ne koncentracije metalnih iona odgovaraju keliranjem i
sekvestriranjem viSka elemenata u bezopasne supstancije. Biljke, alge i gljive koriste
intracelularne peptide koji veZzu metale, poznate kao fitokelatini (Slika 10), za homeostazu i
detoksifikaciju metala (Rauser, 1995; Zenk, 1996). Fitokelatini (PC,) su porodica peptida s
op¢om strukturom (y-Glu-Cys),-Gly (n=2-11), sintetiziranih djelovanjem enzima fitokelatin
sintaze koja se aktivira u prisutnosti metalnih iona (Grill i sur., 1989). S obzirom na visoku
zastupljenost cisteina u strukturi, fitokelatini veZu metalne ione stvarajuéi intracelularne
metalne komplekse i na taj nacin smanjuju koncentraciju slobodnih metalnih iona u stanici
(Slika 11). In vitro eksperimenti su pokazali da su fitokelatini sposobni zastititi enzime
osjetljive na metale od inaktivacije i da obnavljaju aktivhost enzima kojima je prisutnost

metala izazvala ostecenje (Kneer i Zenk, 1992).

a) COH .
H
H N OH
N N
H H
HS :
n=2-11

b) glutamat glicin
' (GSH) PC
\\ \\ | .
Cys ——> yGlu-Cys =—> yGlu-Cys-Gly =—> (yGlu-Cys) -Gly

3SH sintetaza

Slika 10. a) Opca struktura fitokelatinina; b) biosintetski put fitokelatonina (Merlos i sur.,
2014)
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Slika 11. Shematski prikaz (y-Glu-Cys),-Gly (Merlos i sur., 2014)

2.6.2. Prolin

Zagadivanje okolisa vrlo Stetno utjeCe na vodene ekosustave zbog prisutnosti teskih metala,
pesticida i razli¢itih mineralnih soli iz poljoprivrednih, kuénih i industrijskih otpada.
Nakupljanje prolina (Slika 12) u stanicama biljaka, bakterija, algi, riba i Skoljkasa odgovor je
na stres prouzrocen tim zagadenjem (Fatma i sur., 2007). Dokazano je da je u povecana
koncentracija prolina indeks sposobnosti tolerancije na stres zbog sposobnosti stabilizacije,
keliranja metala, inhibicije lipidne peroksidacije i vezanja hidroksilnih radikala (Alia i sur.,
2001).

Slika 12. Struktura molekule prolina (Fatma i sur., 2007)
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CILJEVI I TIJEK RADA

U ovom su radu postavljena tri cilja (Slika 13):

1**) na

a) istraZivanje utjecaja razli¢itih koncentracija dvije soli teskih metala (Cd** i A
fizioloSke i morfoloske i promjene, odnosno pokretljivost stanica £. gracilis tijekom 14
dana uzgoja

b) odredivanje udjela klorofila @i /i ukupnih karotenoida tijekom 14 dana izloZenosti
solima teskih metala

c) pracenje i spektrofotometrijsko kvantificiranje koncentracije prolina tijekom uzgoja
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E. Gracilis soj Z

uzgoj u obogacenoj
mineralnoj podlozi

10° st/ml nacijepljeno na
organsku podlogu

dodatak Cd** i AI**

n 1 N n 1 N
0.5,1.0i 2.0 mM Cd** 0.5, 1.0i 2.0 mM AI**

I

slijepa proba

I

pokretljivost i promjena
oblika stanica
(mikroskopiranje)

centrifugiranje, ekstrakcija
acetonom, odredivanje klorofila i
ukupnih karotenoida
(spektrofotometrijski)

Slika 13. Prikaz cjelokupnog istrazivanja
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3. MATERIJALI I METODE



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Mikroorganizam i materijali uporabljeni u radu

3.1.1. Radni mikroorganizam i podloge za uzgoj

E. gracilis soj Z (Klebs SAG 1224-5/25) je nabavljen iz zbirke Algensammlung
Gottingen, Njemacka. Kultura (10° stanica/mL) je uzgajana u obogacenoj mineralnoj podlozi
(Tablica 1) tijekom 5 dana, nakon cega je nacijepljena na organsku podlogu (vodeni ekstrakt
krumpira; 32.8 g/L suhe tvari koja je sadrzavala 59 % dusika i 31.8 % ugljika; Emlichheim,

Njemacka). Podloge su prije nacjepljivanja sterilizirane u autoklavu 25 minuta pri 121 °C.

Tablica 1. Anorganska (mineralna) podloga za uzgoj £. gracilis (Hutner i sur., 1966)

Sastojak Koncentracija Sastojak Koncentracija
Makrohranjiva (g/L) Mikrohranjiva (mg/L)
Glukoza 15 (NH4)Fe(S04), - 6H,0 21
glutaminska kiselina 5 ZnSQO, - 7H,0 24
jabucna kiselina 5 CuS0, ' 5H,0 77
Glicin 2.5 (NH4)6M0;0,4 * 4H,0 18
Asparagin 2 CoSO0;, - 7H,0 24

Urea 0.4 HsBO; 29
jantarna kiselina 0.1 NaNOs " 4 H,0 74
KH,PO4 0.4 Vitamini (mg/L)
MgSO, " 7H,0 0.14 B, 60
MgCO; 0.4 Biz 5
MgSO;, - H,O 0.58

CaCOs 0.1

3.1.1.1. Priprava anorganske (mineralne) podloge za uzgoj

Makrohranjiva su odvagana i pojedinacno otopljena u deioniziranoj vodi uz mijeSanje na

magnetnoj mjesalici. Podloga je sterilizirana pri 121 °C tijekom 25 minuta, nakon ¢ega je pH
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podesen na 6.8. Otopine mikrohranjiva u deioniziranoj vodi su sterilizirane filtriranjem preko
sterilnih filtara promjera pora 0.2 -mm (Millipore) i dodane u podlogu. Otopine vitamina By i

B1> su pripravljene u deioniziranoj vodi i dodane u podlogu na kraju bez sterilizacije.

3.1.1.2. Uzgoj kulture E. gracilis

E. gracilis je uzgajana u Erlenmeyer tikvicama (300 mL) koje su sadrzavale 100 mL
mineralne podloge nacijepliene s 5 mL (10° st/mL) uzgojene Ciste kulture £. gracilis pri
dnevnom svjetlu na sobnoj temperaturi tijekom 14 dana.

3.1.1.3. Brojanje stanica u Thomaovoj komorici

Za odredivanje ukupnog broja stanica E. gracilis tekucoj kulturi te praéenje fizioloskih i
morfoloskih promjena stanica izazvanih djelovanjem soli teskih metala, uzorci su
mikroskopirani u Thomaovoj komorici.

Thomaova komorica je staklena predmetnica nesto deblja i veca od obi¢ne predmetnice. U
sredini predmetnice se nalazi mreza koja se sastoji od 16 velikih kvadrata od kojih je svaki
podijeljen u 25 malih kvadrata. Ukupno ima 25 x 16 = 400 kvadrati¢a. PovrSina mrezice
iznosi 1 mm?, a visina stupca suspenzije iznad nje 1/10 mm. Prema tome, duZina stranice
jednog malog kvadratié¢a iznosi 1/20 mm, njegova povrsina 1/400 mm?, a volumen stupca

suspenzije iznad tog kvadrati¢a 1/4000 mm?.

3.1.2. Uporabljene soli teskih metala

U istrazivanjima su uporabljene dvije soli teskih metala; AICl, i CdCl, - H,O (Sigma-
Aldrich, Njemacka). Sve otopine soli su pripravljane u deioniziranoj vodi u koncentracijama
0.5, 1.0 2.0 mM.
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3.2. Aparati

Centrifuga
U pokusima je koristena centrifuga Beckman Model J-21 B, s rotorima JA-20,

Sjedinjene Americke Drzave.

Mehanicka mjesalica
Za uzgoj E. gracilis koristena je mehanicka mjeSalica s termostatom, Iskra, Kranj,

Slovenija

Vage

Analiticka vaga “Mettler”, Svicarska

Digitalna analiticka vaga “Shimadzu”, Japan

Tehnicka vaga “Tehtnica”, ET 1211, 0-1200 g, Slovenija

Vibro mikser
Za homogenizaciju uzoraka koriSten je vibrirajuéi mikser “Tehtnica EV-1027,

Zelezniki, Slovenija
Mikroskop
Za mikrobiolosko pracenje morfoloskih promjena E. gracilis koristen je mikroskop

Olympus CX21, Nizozemska

Spektrofotometar
Za mijerenje apsorbancije koristen je spektrofotometar Unicam Helios &, USA
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3.3. Metode istrazivanja

3.3.1. Vrijeme izlaganja E. gracilis solima teskih metala

Vrijeme izlaganja £. gracilis ispitivanim solima teskih metala je provedeno tijekom 14

dana (intervali 24 h), pri ¢emu je 0-ti sat predstavljao kontrolu (slijepu probu) (Slika 14).

Slika 14. Istrazivani uzorci £. gracilis s dodanim solima teskih metala (koncentracije
0.5; 1.0i 2 mM)

3.3.2. Odredivanje pokretljivosti i promjene oblika stanica E. gracilis

MorfoloSke promjene, kao i pokretljivost, pratene mikroskopski na mikroskopu
Olympus CX21 (Nizozemska) te snimljene Dino — Eye AM423X kamerom, spojenom na
racunalo (100 i 400 x povecanja). Pokretljivost i promjena oblika stanica su pracene
brojanjem nepokretnih stanica, te stanica koje su promijenile oblik u Thomaovoj komorici.
Rezultati su izrazeni kao relativna vrijednost (%) izmedu pokretnih i nepokretnih stanica i

stanica promijenjenog oblika (izduzenih u odnosu na okrugle).
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3.3.3. Odredivanje klorofila i ukupnih karotenoida

Klorofil je ekstrahiran u 80 %-tnom acetonu prema metodi Sumida i suradnika
(2007). Alikvoti kulture E. gracilis (5 mL) su centrifugirani pri 6 000 g/10 minuta pri 4 °C.
Biomasi stanica je dodan aceton (80 % v/v) i suspenzija je ostavljena na ledu 1 sat, nakon
¢ega je ponovno centrifugirana na 6 000 okretaja/10 minuta pri 4 °C. Supernatantu
(acetonski ekstrakt klorofila @i b1 ukupnih karotenoida) je mjerena apsorbancija na tri valne
duzine; 470, 646 i 663 nm (Unicam Hel\ios €, SAD), nakon Cega je izracunat udjel klorofila @
i b (C,i Cp), kao i ukupnih karotenoida (K) (ug/mL) prema jednadzbama Lichtnehaler i
Wellburna (1983):

Ca =12.21" Agsz — 2.81" Agas [1]
Cb = 20.13 - A646 -5.03" A663 [2]
K = (1000 * A4 —3.27 - C,— 104 - Cp) / 229 [3]

3.3.4. Odredivanje koncentracije slobodnog prolina

Za odredivanje prolina u epruvete s ¢epom stavljeno je 30 mg biomase E. gracilis i
uzorci biomase su homogenizirani s 3 mL 3%-tne sulfosalicilne kiseline i centrifugirani (2500
okr/min) tijekom 20 minuta (Chang, 1991). Supernatantima (2 mL) je dodano 2 mL
ninhidrinske kiseline i 2 mL ledene octene kiseline. Uzorci su stavljeni 1 h u suhi sterilizator
na 100 °C, a nakon toga odmah u ledenu kupelj. U ohladene uzorke je dodano 4 mL toluena,
nakon Cega su okretani 30 sekundi. Toluenska faza je izdvojena pomocu pipete i ostavljena
na sobnoj temperaturi da se uravnoteZi. Koncentracija prolina je odredena
spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije na 520 nm i izraCunata interpolacijom iz

bazdarnog dijagrama prema prikazanoj jednadzbi (Slika 15).
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Slika 15. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije prolina
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4. REZULTATI



Jedan od ciljeva istraZivanja fizioloskih i morfoloskih promjena stanica £. gracilis u ovom radu
bio je prouciti utjecaj soli dva teska metala (AICI, i CdCl, - H,0) na njihove promjene (Slike
16 — 25). Nadalje, nakon ekstrakcije acetonom, spektrofotometrijski su mjerene, a nakon
toga i prema jednadzbama izracunate (Metoda 3.4.3.) koncentracije klorofila a i b, te
ukupnih karotenoida nakon 24 h i 14 dana izloZenosti solima teskih metala (Tablica 2).

Oblik stanica £. gracilis (Slika 16) moze se mijenjati ovisno o tome rastu li pri svjetlu
ili u tami, ili je posljedica sposobnosti da mijenja oblik ovisno o smjeru kretanja (fototaksija ili
gravitaksija). Nadalje, jedan od razloga mijenjanja oblika stanica je i izlozenost stresu, u
ovom radu solima teskih metala, te cirkadijski ritam (bioloski sat), pri ¢emu su mlade stanice
potpuno izduzene, a starenjem poprimaju ovalni oblik (Lonergan, 1983). Na slici 16 prikazani
su razliciti oblici stanica £. gracilis, fiksirani u 10 %-tnom formaldehidu, a na slikama 17 i 18
preparati u kretanju, bez dodatka soli teskih metala.

Slike 19-22 prikazuju morfoloske i fizioloSke promjene stanica £. gracilis prije i nakon
14 dana izloZenosti solima teskih metala (AI** i Cd*").

Slika 16. £. gracilis bez dodatka soli teskih metala (24 h, preparat fiksiran u 10 %-tnom
formaldehidu; poveéanje 400 x)
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Slika 17. E. gracilis bez dodatka soli teskih metala (24 h, preparat u kretanju,
povecanje 100 x)

Slika 18. £. gracilis bez dodatka soli teskih metala (14. dan, preparat u kretanju,
povecanje 100 x)
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Slika 19. £. gracilis nakon dodatka 2 mM AI** iona (24 h, preparat u kretanju,
povecanje 100 x)

Slika 20. £. gracilis nakon dodatka 2 mM AI** iona (14. dan, preparat u kretaniju,
povecanje 100 x)
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Slika 21. £. gracilis nakon dodatka 2 mM Cd* iona (24 h, preparat u kretanju,
povecanje 100 x)

Slika 22. £. gracilis nakon dodatka 2 mM Cd** iona (14. dan, preparat u kretaniju,
povecanje 100 x)
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m0.5mM
21.0mM
u2.0mM

odnos klorofil a/b

2.0 mM
1.0 mM
8 0.5 mM

vrijeme (dani)

Slika 23. Promjena udjela klorofila ai b tijekom 14 dana izloZenosti AI** ionima

m0.5mM
21.0mM
m2.0mM

odnos klorofil a/b

2.0mM

1.0mM

0.5mM

vrijeme (dani)

Slika 24. Promjena udjela klorofila @i b tijekom 14 dana izloZenosti Cd** ionima
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Tablica 2. Koncentracije klorofila ai b te ukupnih karotenoida u £. gracilis nakon

dodatka soli teskih metala (nakon 24 h i 14 dana)

konc. nakon 24 h nakon 14 dana
iona

(mM) C, C, K C. Co K
- (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) | (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL)
0.5 3.23 1.16 0.65 3.08 1.37 0.71
1.0 4.28 0.55 0.79 3.84 1.69 0.81
2.0 3.01 1.52 0.49 3.01 0.88 0.82
Cd2+

0.5 1.05 1.09 0.04 0.22 0.02 -
1.0 0.89 0.55 0.02 0.07 0.01 -
2.0 0.69 0.21 0.01 0.01 0.01 -

Ucinak dodatka soli teskih metala na pokretljivost £. gracilis prikazan je na Slici 25. Odmah
nakon dodavanja Cd** iona, alga je izgubila 88 % pokretljivosti, dok je pokretljivost i pri AI**
iona iznosila 85 % prema kontrolnom uzorku, a tijekom uzgoja se povecala. Nakon 14 dana
uzgoja, kod Cd** iona E£. gracilis je izgubila sposobnost kretanja za 99 %, dok je uz dodatak
Al** jona izgubila samo 21% svoje pokretljivosti (Slika 25).

100

50 - mAl
40 4 Cd

smanjenje pokretljivosti (%)

vrijeme (dani)

Slika 25. Smanjenje pokretljivosti £ gracilis tijekom 14 dana izloZzenosti solima teskih metala
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Posljednji cilj ovog rada bio je istraZiti utjecaj dodanih soli teskih metala na kinetiku
nakupljanja prolina u stanicama E. gracilis, (Slika 26). Iz Slike 26 vidljivo je su najvece
koncentracije prolina postignute nakon 6 dana uzgoja u podlozi s dodatkom Cd* iona, dok je
kod AI** iona najveca koncentracija zabiljeZzena tek na kraju uzgoja (14 dan), iako se nije
znacajnije mijenjala od 9-og dana uzgoja. Bududi da je dodatak Cd** iona izazvao najvece
morfoloSke promjene tijekom uzgoja, logicno je da koncentracija prolina u stanicama E.
gracilis bila najveca, no do kraja uzgoja se smanjivala i bila niza od koncentracije izmjerene u
podlozi s dodanim AI** ionima, $to je jos jedan dokaz stanica £. gracilis da povecavaju svoj

obrambeni sustav i prilagodavaju se postojeéim uvjetima.

0.35 A1

—o—Al

0.25 Cd

0.15

koncentracija prolina (ug/mL)
o
N

\

0.05 A

0 ! T T T T T L] L] 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
vrijeme (dani)

Slika 26. Kinetika sinteze prolina u £ gracilis tijekom 14 dana uzgoja u podlogama s
dodanim solima AI** i Cd**
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5. RASPRAVA



Mnogi su teski metali esencijalni mikronutrijenti za Zive organizme i ukljuceni su u brojne
metabolicke procese kao sastavni dijelovi enzima i drugih molekula. No, visoke koncentracije
metala uglavnom izazivaju simptome toksi¢nosti zbog interakcija na stani¢noj i molekularnoj
razini (Hall, 2002). Neki organizmi mogu razviti strategiju otpornosti putem nekoliko
mehanizama: ekskluzijom metala iz protoplasta vezuci ih na stani¢nu stijenku (Heumann,
2002), slabom permeabilnosti plazmine membrane (Olivetti i sur., 1995), aktivhom
ekstruzijom (van Hoof i sur., 2001) i djelomi¢nom integracijom metala u metabolizam
(Navarro i sur., 1997; Cakmak, 2000).

Jednostani¢nu algu E. gracilis karakterizira nevjerojatna metabolicka plasti¢nost, odnosno
prilagodljivost i zbog toga predstavlja modelni mikroorganizam za proucavanje razvoja
otpornosti na teske metale (Pancaldi i sur., 2001). Stanice alge koje su uzgajane na svjetlu, a
bile su izlozene Cd**, Hg?**, Zn**, Cr** i Pb** ionima, pokazale su inhibiciju rasta, fototaksije,
pokretljivosti i fotosinteze (Watanabe i Suzuku, 2001). No, s produzenim uzgojem u
podlogama koje su sadrzavale Cd**, Hg** i Pb**, dodlo je do razvijanja obrambenog
mehanizma, koji je rezultirao djelomic¢nim vraéanjem normalnih funkcija stanica (Navarro i
sur., 1997).

U ovom je radu provedeno istrazivanje utjecaja AlI** i Cd** iona na morfolodka svojstva (Slike
19-22) i pokretljivost stanica E. gracilis (Slika 25), te promjenu udjela klorofila ai b, kao i
ukupnih karotenoida tijekom 14 dana uzgoja (Tablica 2).

Promjena oblika stanica povezana je, uz starenje kulture i sa stresom izazvanim uvjetima
kojima je E. gracilis izloZzena (promjena temperature, pH, prisutnost teskih metala) (Danilov i
Ekelund, 2001). Ta se promjena oblika stanica smatra krajnjom tockom kratkotrajnog
utjecaja soli teskih metala na biokemijske promjene u algama, no £. gracilis se vrlo brzo
prilagodila izloZzenosti Al** ionima (Slike 19 i 20), dok je ve¢ 1 sat nakon dodatka Cd** iona
izgubila sposobnost pokretljivosti i presla u palmela stadij i tako ostala do kraja istrazivanja
(Slike 21 i 22). Tijekom 14 dana uzgoja, £. gracilis je pokazala izuzetnu otpornost na utjecaje
Al**, te je na kraju uzgoja izgubila samo 21 % pokretljivosti, dok je dodatkom Cd** iona
nakon 14 dana bilo samo 1 % stanica pokretno (Slika 22).

Pigmenti su izrazito osjetljivi na stres izazvan dodatkom soli teskih metala jer izazivaju
inhibiciju njihove biosinteze i time utjeCu na sastav pigmenata. Nadalje, neka su istrazivanja
potvrdila da metali ostecuju komplekse pigment-protein i pojacavaju razgradnju veé
postojecih pigmenata foto-oksidacijom (Ruban i sur., 1999; Dekker i sur., 2002; Markina i
Aizdaicher, 2007). Odnos udjela klorofila @ prema klorofilu b prikazan je na Slikama 23 i 24.
U ovom je radu uoceno da je klorofil 4 bio otporniji na stres nakon dodatka soli teskih metala

nego klorofil ai ukupni karotenoidi (Tablica 2). Dobiveni su rezultati u suglasju s rezultatima
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koje su objavili Ruban i sur. (1999), koji smatraju da je klorofil b jae vezan za proteine od
klorofila a i karotenoida. Slicne su rezultate dobili i Azizullah i sur. (2012), nakon Sto su £.
gracilis izlozZili djelovanju povecane koncentracije soli i mineralnih gnojiva. Kao i kod
istraZivanja pokretljivosti, prisutnost Cd** iona izrazito je nepovoljno utjecala na odnos
klorofila @i bi pri svim istrazivanim koncentracijama (Slika 24).

U ovom radu je ispitivano vise neovisnih parametara, uz pretpostavku da ¢e koncentracija
dodanih soli teskih metala i vrijeme izloZenosti utjecati na morfologiju stanica, ponajprije
pokretljivost, ali i da ¢e se koncentracija klorofila a i b, ukupnih karotenoida i koncentracije
prolina mijenjati tek nakon duZeg vremena izlaganja E. gracilis prisutnosti ispitivanih soli
teskih metala (14 dana). Pretpostavka je potvrdena jer u pokusima u kojima su u hranjivu

|2+

podlogu dodani Al°" ioni £. gracilis pokazala ,ranjivost® odmah nakon dodatka soli i u prvih
24 h, no nakon toga se vrlo lako prilagodila novonastalim uvjetima, za razliku od posljedica
dodatka Cd?* iona (Slika 24, Tablica 2).

Mnoge biljke mogu sintetizirati velike koncentracije prolina kad se nadu u okoliSu bogatom
teskim metalima (Schat i sur., 1997), no vrlo je malo istrazivanja napravljeno na algama (Wu
i sur., 1998). Nakupljanje prolina u biljkama dogada se kao odgovor na stres koji mogu
izazvati visoka koncentracija soli (Lutts i sur., 1996) ili niske i visoke temperature (Naidu i
sur., 1991). Prolin ima vaznu ulogu u osmoregulaciji, zastiti enzima, stabilizaciji mehanizma
sinteze proteina, regulaciji kiselosti citosola i vezanju slobodnih radikala (Smirnoff i Cumbes,
1994).

Istrazivanje provedeno u ovom radu, koje se odnosilo na metalima izazvano poveéanje
koncentracije intracelularnog prolina u £. gracilis u suglasju je s istraZivanjima provedenim
na visSim biljkama (Costa i Morel, 1994), algama (Wu i sur., 1998) i cijanobakterijama (Wu i
sur., 1995). Prema ocekivanju, nakupljanje prolina bilo je najvece u stanica tretiranim s Cd**
ionima. Kinetika nakupljanja prolina pokazala je da su najvece koncentracije postignute
nakon dodatka Cd** iona nakon 6 dana uzgoja (Slika 26). Ovi rezultati razlikuju se od
rezultata brzine akumulacije prolina u visih biljaka, kojima je potrebno duze vrijeme izlaganja

teSkim metalima da bi se postigao slicni ucinak (Bassi i Sharma, 19933, b).
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6. ZAKLIUCCI



Na osnovu ovog istrazivanja mozZe se zakljuciti:

1)

2)

3)

4)

Jednostanicni protist £. gracilis uzgajana je na svjetlu 14 dana u organskoj podlozi s
dodatkom razli¢itih koncentracija soli tekih metala (0.5; 1.0 i 2.0 mM AI** i Cd*").

E. gracilis se vrlo brzo prilagodila izloZenosti Al** ionima i nije izgubila sposobnost
pokretljivosti do kraja istraZivanja. Dodatak Cd** iona izazvao je ireverzibilnu inhibiciju

pokretljivosti 1 sat nakon dodatka u podlogu.

Koncentracija klorofila @ se do 14 dana izloZzenosti solima teskih metala povecala, za
razliku od koncentracije klorofila 4 i ukupnih karotenoida, koje se nisu znacajnije
mijenjale. Promjene u koncentracijama klorofila @ i karotenoida mogu se ocijeniti
osjetljivim krajnjim tockama u ispitivanjima dugotrajnijeg (14 dana) utjecaja soli

teskih metala na fotosintetske sposobnosti £. gracilis.

Povecanje koncentracije intracelularnog prolina ovisno je o koncentraciji teskih
metala kojima je E. gradilis bila izloZzena. Kinetika nakupljanja prolina pokazala je da
su najvece koncentracije postignute dodatkom Cd** iona u podlogu tek nakon 6 dana

uzgoja.
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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