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Meritve biolosko dostopnega zivega srebra smo opravljali z genetsko
spremenjenimi bakterijami Pseudomonas putida. Bakterije ob izpostavitvi Zivega
srebra oddajajo luminiscenco, ki se z viSanjem koncentracije zivega srebra zviSuje.
Naloga je sestavljena iz dveh delov. Najprej smo optimizirali gojenje celic na
napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek), nato smo optimizirali Se gojenje celic
na avtomatiziranem celi¢nem biosenzorju (ACB). V prvem delu raziskave smo
raziskovali, po kolik§nem ¢asu doseZejo celice Pseudomonas putida pHg4 in
pPDNIux najvi§jo luminiscenco in primerjali, kako razlicni nacini priprave celic
vplivajo na luminiscenco. Sledila je raziskava fenotipskega Suma, kjer se je
raziskovalo, kaksna je ponovljivost merjenja absorbance in luminiscence 10
poljubno izbranih kolonij. Nadaljevali smo s primerjavo odzivnosti celic pri
razliénih starostin celic in po naéinu shranjevana celicnih kultur pri nizki
temperaturi. Izkazalo se je, da starost celic in pogoji, v katerih jih hranimo,
pomembno vplivajo za jakost luminiscence. Zanimalo nas je, ¢e moc¢an pozitiven
signal, ki je v blizini mesta meritve, vpliva na meritev. Celice smo v prvem delu
raziskave gojili na stresalniku, kjer je moralo biti stresanje dovolj moé¢no za
optimalno rast mikroorganizmov. Prvi del raziskave smo zaklju¢ili z umeritveno
krivuljo za razliéne koncentracije Hg. Drugi del raziskave, pa je temeljil na
optimizaciji gojenja celic na ACB. Celice smo gojili ob prepihovanju s kisikom po
intervalih, v izogib tezavam penjenja. ACB in gojenje celic smo optimizirali za
merjenje razli¢nih koncentracij bioloSko dostopnega Hg v vzorcu vode.
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Measurements of biologically available mercury were made by genetic modified
bacteria Pseudomonas putida.When bacteria are exposed to biologically available
mercury, they emit luminescence, which increases, if the concentration of
biologically available mercury increases. Master thesis is divided on two parts. We
started with optimizing the culturing of the cells, on a device Synergy H4 Hybrid
reader (BioTek). Then we optimized the culturing of the cells on automatic cell
biosensor (ACB). In the first part of the study, we investigated how long do the
cells Pseudomonas putida pHg4 and pDNIux need to reach the highest
luminescence point and we analyzed how the difference of cell preparation affects
the luminescence. Further on, we measured phenotypic noise for absorbance and
luminescence from 10 random selected bacteria colony of cell. The viability of the
cells with different age, temperature and method of storage was made. It was
discovered that the conditions of the bacteria are crucial for cell luminescence.
Next we studied, how the positive response reacts with other measurements. First
studies on Synergy machine have been made on shakers. The rate of shaking had to
be very high, because of the oxygen, bacteria need. The first part of the master
thesis we completed with calibration curve, made by different concentrations of
Hg. The second part of the analysis was made for optimization of ACB. The cells
were cultivated with blowing air in intervals, to avoid the problems with bubbles.
With these techniques we optimized culturing the cells and ACB for measuring
biologically available Hg in sample of water.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
ACB — Avtomatizirani celi¢ni biosenzor/Automatic cell biosensor
BDHg — biolosko dostopno Zivo srebro
BW - Bulk Wave
DNA — deoksiribonukleinska kislina
FET - Field Effect Transistor
FT-IR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy
HMM - Hepatocyte Maintenance Medium
HPLC — high performance liquid chromatography
ICP/MS — Inductively coupled plasma mass spectrometry
LB — Luria-Bertani broth
MeHg — metilirano Zivo srebro
MOPS - 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid
QCM - Quartz Crystal Microbalance
RLU - Relative Light Unit
SAW - Surface Acoustic Wave
Shuttle vektor — prenosljivi vektor
SPR - Surface Plasmon Resonance
SRB — sulfat reducirajoce bakterije

UV - ultravioli¢no
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1 UvOoD

Zivo srebro je kemijski element in kovina s simbolom Hg, vrstnim $tevilom 80 in molsko
maso 200,59 g/mol. Opisemo ga kot srebrno belo, tezko in prehodno kovino. Za prehodne
kovine velja, da so dobri prevodniki elektrike ter toplote. Talis¢e zivega srebra je pri —39,8
° C, vrelid&e pri 357,3° C in se lahko nahaja v treh oksidacijskih stanjih: 0, +1 in +2. Zivo
srebro je edina kovina, ki je pri sobni temperaturi in tlaku 100 kPa v teko¢em agregatnem
stanju. Prisoten je v ve¢ razlicnih organskih in anorganskih spojinah. Dokler ostane v
anorganski obliki, ni nevaren, problem pa se pojavi, ¢e element spremeni kemijsko obliko
in za¢ne vstopati kot metil Zivo srebro v organizme oz. v biogeni cikel. Do biolosko
dostopne oblike pride z bakterijsko pretvorbo v vodnem ekosistemu. Bioloska pretvorba se
zacne v bakterijah, nadaljuje v planktonu, ribah in prehaja s prehrano v visje vrste. Morski
psi, mecarice, tune in tudi na slovenski obali prisotni ugorji so ribe, ki vsebujejo najvec
metil Zivega srebra.

Za 7ivo srebro je Ze veC desetletij znano, da je velik okoljevarstveni problem. Kot pri
veéini okoljskih onesnazeval gre tudi pri zivem srebru za problem bioakumulacije.
Bioakumulacija je proces, pri katerem organizem zauzije v kratkem Casu toliko snovi, da
ga ne zmore pravocasno presnoviti ali izlo€iti, zato se zacne v telesu nalagati. Od vsakega
organizma posebej pa je odvisno, v kolik§nem ¢asu se lahko akumuliranega Zivega srebra
znebi. Clovek ga lahko izlodi iz svojega telesa v 70 dneh pri predpostavki, da v tem &asu
nima nikakr$nega dodatnega stika z zivim srebrom.

Najbolj kontaminirana obmoc¢ja na Slovenskem so Trzaski zaliv, pore¢je Soce in Idrijce.
Soca in Idrijca prineseta na leto v Trzaski zaliv 1,5 tone zivega srebra, kljub temu, da
rudnik Ze vrsto let ni aktiven.

Poznamo Stevilne klasi¢ne pristope analitskih metod za merjenje koncentracije Zivega
srebra, med katerimi prevladujejo kemijskoanalitske, kot so: ionska kromatografija, masna
spektrometrija, HPLC, polarografija, ICP/MS. Z nastetimi metodami lahko izmerimo
koncentracijo zivega srebra, prisotnega v vzorcu, ki ga je predhodno potrebno $e ustrezno
obdelati, da je primeren za merjenje. Koncentracije zivega srebra, izmerjene s kemijskimi
analitskimi metodami, pa ne odrazajo vedno prave bioloske dostopnosti Zivega srebra
odvzetega vzorca. V ta namen so v uporabi biosenzorji, s katerimi lahko izmerimo
biolosko dostopno frakcijo zivega srebra (Hakkila in sod., 2004). Bioloske metode
temeljijo na spremljanju specificnih odzivov organizmov na genetskem ali fiziolosSkem
nivoju s prednostjo relativno hitre ocene koli¢ine biodostopnega, oziroma organizmom
nevarnega Zzivega srebra. Biosenzor sestavlja senzoricen del, detektor in prevajalni
element. Prednosti biosenzorjev pred ostalimi metodami so prenosljivost, analiziranje
veliko vzorcev na veliko razliénih mestih in hiter odziv. Glavna slabost pa je
nespecifi¢nost signala. Meritve lahko opravimo na kraju vzoréenja brez transporta s terena
v laboratorij.
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1.1 NAMEN DELA

Meritve koncentracije Zivega srebra v okolju so tezavne, saj so metodolosko zahtevne in se
vecinoma izvajajo v laboratoriju. Obicajno je potrebno sprva vzorec vzeti iz okolja, ga
transportirati v laboratorij, ustrezno obdelati in izmeriti z analitskimi aparaturami.
Postopek je kompleksen in zamuden, v primerjavi z biosenzorskim sistemom, ki je
enostavno prenosljiv, hitro odziven in pri katerem ni potrebe po predhodni obdelavi
vzorca, hkrati pa rezultate lahko dobimo ze na mestu vzoréenja. Pri konvencionalnih
analitskih metodah se zaradi transporta vzorca v laboratorij lahko kemijski pogoji
spremenijo in s tem tudi koncentracije Hg. Posledicno lahko taks$ne meritve pokazejo
napacne, 0od realnih odstopajoce, koncentracije Hg v okolju. Pri tem je frakcija Hg, ki je
biolosko dostopna (BDHg), najbolj izpostavljena tovrstnim spremembam. Med
transportom z mesta vzorCenja do laboratorija zacnejo bakterije pretvarjati BDHg in
posledi¢no lahko dobimo nerealne rezultate. Zato je potrebno razviti ustrezne metode, Ki
omogocajo meritve BDHg in situ. Za tovrstne namene meritve BDHg v okolju je bil v
okviru evropskega projekta Hydronet (Dario, 2008) razvit biosenzor. Biosenzor je bil
preizkusen v simuliranih pogojih, vendar ga je bilo za pravilno delovanje v okolju potrebno
optimizirati. Optimizacija obsega Stevilne parametre, od katerih je odvisen koncni
izmerjeni rezultat. Najbolj pomembni so pogoji kultivacije biosenzorskih celic pri
optimalni temperaturi, izbira sveze kulture, doloCitev meje detekcije in dolo¢itev pogojev
meritev za najbolj optimalno kontinuirno meritev. Namen magistrskega dela je bil
optimizirati postopek gojenja biosenzorskih celic in prek razli¢nih intenzitet luminiscence
dolo¢iti koncentracijo biolosSko dostopnega Zivega srebra v vzorcu vode na
avtomatiziranem celicnem biosenzorju.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Pricakujemo, da bodo imele razlicne koncentracije biolosko dostopnega zivega
srebra vpliv na fiziolosko aktivnost razli¢nih klonov.

e Predvidevamo, da bodo razlicni pogoji kultivacije (shranjevanje pri razli¢nih
temperaturah, starost celic, spodnja meja detekcije, zgornja meja detekcije,
dinami¢no obmoc¢je) imeli vpliv na jakost luminiscence.

e Dejavnika, kot sta na¢in gojenja celic in merjenje spodnje meje detekcije biolosko
dostopnega Zzivega srebra, bosta z uporabo ACB (avtomatiziranega celi¢nega
biosenzorja) po avtomatizaciji spremenjena.

e Merjenje luminiscence z ACB bo hitrejSe, v primerjavi z merjenjem po obiajnem
laboratorijskem postopku, saj lahko rezultate dobimo na mestu vzoréenja.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KROZENIJE ZIVEGA SREBRA V KOPENSKIH IN VODNIH EKOSISTEMIH

Zivo srebro je v naravi naravno prisotno, a je ¢lovek tisti, ki pove&uje koncentracije in je
vzrok za vedno veCje onesnazevanje okolja. Naravne emisije, s katerimi se povecuje
koncentracija Hg v okolju in za katere se ocenjuje, da prispevajo tretjino emisij po vsem
svetu, so (UNEP, 2013):

vulkanska aktivnost

naravno razplinjevanje zemeljske skorje

e gozdni pozari

izparevanje naravnih vodnih virov

Cloveski viri onesnaZenja okolja so po nekaterih ocenah odgovorni za dve tretjini emisij po
vsem svetu. Po podatkih do leta 2010 je bilo v atmosfero izpuScenega okoli 1960 ton
zivega srebra. NajveCje onesnazevanje predstavlja izgorevanje premoga, a se z leti ta
odstotek manjsa, saj se kurjenje premoga zmanjsuje (UNEP, 2013).
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Slika 1: Povzrocitelji zraénih emisij prek antropogenih dejavnikov v letu 2010 (UNEP, 2013).

Zivo srebro lahko kroZi po zraku, v vodi in v sedimentih ter menja svojo kemijsko obliko.
KroZenje Zzivega srebra (Slika 1) prikazuje prehod zivega srebra v atmosfero prek
antropogenih oziroma prek naravnih emisij v elementarni obliki Hg®. Elementarno Zivo
srebro fotooksidira v anorganski divalentni Hg?*, ki se lahko poveZe z vodno paro in prek
deZja prestopi ter se zaéne nalagati v zemljo ali vodo. Iz zemlje lahko Hg?* prehaja zopet v
atmosfero prek gozdnih pozarov ali pa se poveze s sulfidi in tvori cinabarit (HgS) (Barkay
in sod., 2003).

V vodi prihaja do pretvorbe anorganskega Zivega srebra s pomocjo anaerobnih
mikroorganizmov do metiliranega Hg" (MeHg). Metilirano Zivo srebro lahko potuje prek
vode v druge organizme, kot so zooplankton in manjse ribe, s katerimi se hranijo vedji
organizmi, ki s tem zauZijejo koncentrirano metilirano Zivo srebro. Clovek zauZije najve¢
skodljivega zivega srebra z ribami (Barkay in sod, 2003).
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Metilacija

Sedimenti HgS = Hg** MeHg*

Voda bakterije,

Bioakumulacija

Slika 2: Krozenje Zivega srebra prek naravnih in antropogenih emisij v hlapni obliki Hg®. S prisotnostjo
ozona se Hg® oksidira v vodotopni ion Hg**. Hg** lahko s precipitacijo prehaja v zemljo in se lahko kopi¢i v
zemlji in vodi. Bakterije metilirajo zivo srebro, metilirano Hg pa se bioakumulira v prehranski verigi (Ji,
2011).

2.2 TRANSFORMACIJE ZIVEGA SREBRA V BIOGEOKEMIJSKEM CIKLU

V naravi so prisotni biotski in abiotski dejavniki, ki olajSujejo kroZenje Zivemu srebru, da
prehaja iz zemlje in vode v atmosfero in obratno. V nadaljevanju bo opisano, v katerih
oblikah je Hg lahko prisoten in kako biotski ter abiotski dejavniki vplivajo na krozenje Hg.

2.2.1 Metilacija Hg?*

V preteklosti je nekajkrat prislo do zelo obseznih mnozi¢nih zastrupitev z MeHg, zato so
svetovne javne inStitucije, ki so odgovorne za javno zdravje, dale velik poudarek na
zmanj$anje emisij te $kodljive nevrotoksi¢ne tezke kovine (Clarkson, 1997). Ceprav je
ve¢ino okoljskega Hg v anorganski obliki, so sposobni naravni biotski in abiotski procesi
sintetizirati MeHg, ki se v vecini primerov bioakumulira, razen v primeru razgradnje z
ostalimi biotskimi ali abiotskimi procesi (Barkay in sod., 1992). Terenski in laboratorijski
poskusi z anaerobnimi sedimenti, pri katerih so uporabljali specificne metaboli¢ne
inhibitorje in substrate, so pokazali, da so za metilacijo anaerobnih sedimentov najbolj
odgovorne sulfat reducirajo¢e bakterije (SRB) (Compeau in Bartha, 1985). SRB za substrat
metilacije uporabljajo HgS (Benoit in sod., 2001). Biotski proces torej temelji na sulfat
reducirajoCih bakterijah, kjer metiltransferaza poskrbi, da se metilna skupina iz
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metilkobalamina premesti na Acetil CoA. Abiotski proces pa se pojavlja pri metilaciji
fulvi¢ne, huminske, karboksilne kisline ali kositrovih spojin (Barkay in sod., 2003).

2.2.2 Demetilacija CHsHg"

Podobno kot pri metilaciji tudi pri oksidativni demetilaciji sodelujejo anaerobne bakterije.
Povsem natan¢en mehanizem ni znan, vendar se domneva, da gre za podoben princip kot
pri razgradnji monometilamina z metanogenimi arhejami ali oksidacijo acetata s sulfat
reducirajo¢imi bakterijami. Pomembno je, kako se MeHg razgradi, torej, ali se to zgodi z
oksidacijo ali z redukcijo v anaerobnih sedimentih. Ce potee redukcija, nastane
elementarno zivo srebro, ki lahko izhlapi v ozrac¢je. V primeru oksidativne demetilacije pa
pride do Hg®*, ki lahko sluZi kot sedimentni substrat za remetilacijo (Barkay in sod., 2003).
Na abiotsko degradacijo lahko vpliva son¢na svetloba, specificni UV-zarki (UVA in
UVB), valovna dolzina (Suda in sod., 1993).

2.2.3 Redukcija Hg®*

Redukcijo Hg”* v Hg® lahko spremljamo v vodi ali zemlji. Hg® ima zelo slabo topnost, zato
hitro izhlapi. Zivo srebro v deZju in snegu, ki sta glavna dejavnika za vradanje Hg v
zemljo, je v veliki meri v ionski obliki in je na voljo za redukcijo. Biotska tranformacija
lahko potece z bakterijsko reduktazo, obstajajo pa tudi alge, ki so sposobne s svetlobo in
tudi brez nje transformirati Hg®* (Barkay in sod., 2003). Abiotska transformacija lahko
potece fotokemijsko z organskimi prostimi radikali, Ki izvirajo iz fotolize raztopljenega
organskega ogljika, Kisika, organskih ogljikovih kompleksov in Zelezovih spojin (Zhang in
Lindberg, 2001). Lahko pa poteka tudi z reakcijami, ki se vriijo v temi, Kjer se Hg®*
reducira s fulviénimi (Skogerboe in Wilson, 1981) in huminskimi Kislinskimi prostimi
radikali (Allard in Arsenie, 1991).

2.2.4 Oksidacija Hg°

Bioloska oksidacija Hg® je najmanj raziskan segment v biogeokemijskem ciklu Hg. Za
aerobne zemeljske bakterije rodov Bacillus in Streptomyces se predvideva, da imajo
najve¢jo sposobnost mikrobne oksidacije (Smith in sod., 1998). Pri tem moramo
upostevati, da je v vseh primerih v ob¢utljivih bakterijah brez plazmidov vsaj 10-krat nizja
oksidacija kot pri bakterijah, ki vsebujejo mer operon (Hamlett in sod., 1992). Biotski
proces transformacije lahko poteka z oksidacijo s hidroperoksidazo v mikrobih, rastlinah in
zivalih (Smith in sod., 1998). Abiotski proces transformacije pa vkljucuje fotooksidacijo z
razli¢nimi oksidanti in prostimi radikali. V morjih, kjer so slani pogoji, poteka prav tako
oksidacija s kisikom (Amyot in sod., 1997).
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2.3 BAKTERIJA Pseudomonas putida

Bakterije rodu Pseudomonas so po Gramu negativne paliCaste aerobne bakterije, ki imajo
bicke. Sluzijo kot zelo dober modelni organizem na podrocju raziskovanja zivega srebra,
saj so odporne na zivo srebro. Najdemo jih v zemlji in v vodnem okolju, Kjer je prisoten
kisik. Njihova optimalna rastna temperatura je od 25 do 30° C in jih lahko zlahka izoliramo
(Espinosa-Urgel in sod., 2000).

2.3.1 Taksonomija
Taksonomska opredelitev (Peix, 2009):

domena: BACTERIA
deblo: Proteobacteria
razred: Gamma proteobacteria
red: Pseudomonadales
druzina: Pseudomonadaceae
rod: Pseudomonas

vrsta: Pseudomonas putida

2.4 BIOSENZOR

Biosenzor je analitska naprava, ki pretvarja bioloSki odziv v merljiv elektri¢ni signal. Je
visoko obcutljiv in selektiven. Deluje po postopku, pri katerem uporablja biokemijsko
reakcijo, prek katere zazna specifi¢ne spojine v povezavi s kemijsko ali fizikalno detekcijo.
Bioloski elementi biosenzorjev so lahko (Chaplin, 2009):

e lipidnisloj
e protitelo
e celica

e imobiliziran encim

e drugi subcelularni partkli

Bioloski element biosenzorja je na eni strani v kontaktu z vodnim okoljem, na drugi strani
pa z elektrodo ali merilno celico. Biosenzorska znanost je interdisciplinarna, saj zdruzuje
za reSitev kompleksnih analiticnih problemov podrocje kemije, fizike, biologije,
elektrotehnike in inZenirstva. Glavne prednosti pred ostalimi analitskimi metodami so
enostavna prenosljivost, hiter odziv, hkrati pa ni potrebe po predhodni obdelavi vzorca, saj
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zadoS€ajo ze majhne koli¢ine vzorca, merjenje je mozno na mestu vzorCenja. Glavna
slabost pa je nespecific¢nost signala (Chaplin, 2009).

Ceprav se veliko biosenzorskih sistemov $e vedno ne more primerjati s konvencionalnimi
analitskimi metodami v smislu to¢nosti in ponovljivosti, se taksni sistemi Se vedno lahko
uporabljajo pri raznih regulatornih organih in v industriji, saj podajo dovolj informacij za
rutinsko testiranje in pregled vzorcev. Obicajno je za analizo vode potrebno sprva zbrati
vzorce, jih transportirati v laboratorij, ustrezno obdelati in Sele nato izmeriti z analitskimi
aparaturami. Pri tem dolgotrajnem postopku lahko izgubimo kljuéne informacije, ki se
spremenijo zaradi prostorske in ¢asovne razlike med vzoré¢enjem vode in samo analizo.
Biosenzorje bi lahko torej uporabili za neprekinjeno vzorcevanje onesnazenih obmocij. Za
razliko od ostalih analitskih metod je prednost tudi v tem, da z biosenzorji lahko izmerimo
bioloske vplive, kot so toksicnost, citotoksi¢nost, genotoksi¢nost, endokrine (hormonske)
motnje. Zaznamo lahko zelo pomembne bioloske informacije (bioloska dostopnost), Ki so
lahko v mnogih primerih bolj relevantne od kemijskih dejavnikov (Rodriguez-Mozaz S. in
sod., 2006).

a b c d e

- ﬁf H'in—

}L um'

Referenca

Slika 3: Shema, ki prikazuje glavne komponente biosenzorja. Sestavljen je iz biokatalizatorja, ki vrsi
reakcijo in pretvarja substrat v produkt (a). Prevajalnik signala (transducer) (b) pretvori reakcijo v elektri¢ni
signal. 1z prevajalnika signala potuje signal naprej do pomnozevalke (c), kasneje se signal sprocesira (d) in

izpise (e) (Atta in sod., 2011).
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Slika 4: Klasifikacija biosenzorjev glede na vrsto prevajalnika signala (Atta in sod., 2011).

2.4.1 Vrste biosenzorjev
2.4.1.1 Biosenzorji ha osnovi resonance

Pri tej vrsti biosenzorja je prevajalnik signala povrSinski akusti¢ni val (SAW-Surface
Acoustic Wave) povezan z antigenom. Ko se analitska molekula (antigen) veze nha
membrano, se masa membrane spremeni. Sprememba posledi¢no vpliva na resonanco
sekvence prevajalnika signala, razliko v frekvenci pa se izmeri (Atta in sod., 2011).

2.4.1.2 Opticni biosenzorji

Signal, ki se meri pri opti¢nih biosenzorjih, je svetloba. Biosenzor je lahko narejen tako, da
temelji na opti¢ni difrakeiji ali elektrokemiluminiscenci. Za tvorjenje luminiscencence se
lahko uporabljajo gensko spremenjeni mikroorganizmi, Kkjer luminiscenco iducira
prisotnost analita (v nasem primeru Zivega srebra). Na ta na¢in se aktivira promotor, ki
povzroci tvorbo luciferaze (Meighen, 1991).

2.4.1.3 Toplotno zaznavni biosenzorji

Nacin toplotno zaznavnih biosenzorjev izkoris¢a eno od najbolj osnovnih lastnosti
bioloskih reakcij: nastajanje toplote. Izdelani so z zdruzitvijo imobiliziranih encimskih
molekul s temperaturnimi senzorji. Ko pride do reakcije analita z encimom, se sprosti
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toplota, ki jo senzor izmeri. Vsa proizvedena oziroma absorbirana toplota je sorazmerna
molarni entalpiji in skupnemu Stevilu molekul v reakciji. TakSne naprave za merjenje
toplote se imenujejo encimski termistorji. Njihova visoka obcutljivost za temperaturne
spremembe je namre¢ zelo primerna za taksne meritve. Za razliko od ostalih prevajalnikov
signala termalni biosenzorji ne potrebujejo pogoste kalibracije in niso ob¢utljivi za opti¢ne
in elektrokemi¢ne lastnosti vzorca. Pogosto se na ta nadin meri prisotnost pesticidov ali
patogenih bakterij (Atta in sod., 2011).

2.4.1.4 Tonsko obcutljivi biosenzorji

Gre za polprevodne tranzistorje (Field Effect Transistor-FET), ki imajo ionsko obcutljivo
povrsino. Elektri¢ni potencial povr§ine se spremeni, ko nastane interakcija med ioni in
polprevodnikom. Pri tem se lahko izmeri sprememba v potencialu (Atta in sod., 2011).

2.4.1.5 Elektrokemic¢ni biosenzorji

Vecinoma jih uporabljamo za zaznavanje hibridizirane deoksiribonukleinske kisline
(DNA), zaznavanje drog, koncentracije glukoze itd. Mehanizem delovanja tovrstnih
biosenzorjev je, da kemijska reakcija proizvede ali porablja ione ali elektrone in povzroci s
tem spremembo v elektri¢nih lastnostih, ki so merljive. Elektrokemijske biosenzorje lahko
razvrstimo po merjenju elektri¢nih parametrov na: konduktimetri¢ne, amperometricne in
potenciometri¢ne. Pri konduktimetri¢nih biosenzorjih je merljiv parameter elektricna
prevodnost. Ko proizvede elektrokemicna reakcija ione in elektrone, se spremeni
prevodnost. Obcutljivost pri merjenju prevodnosti je zelo nizka. Amperometriéni
biosenzorji so zelo obcutljivi in temeljijo na premikanju elektronov, nastalin pri redoks
reakcijah.

Potenciometri¢ni biosenzorji merijo oksidacijski ali redukcijski potencial elektrokemijske
reakcije. Sprememba v porazdelitvi naboja povzroc¢i spremembo naboja (Atta, 2011).
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DELO IN LINEARNO KONCENTRACIJSKO OBCUTLJIVOST
OBMOCJE Zgomja meja detekcije:10° M
Primerjava lineamega obmo¢ja kalibracijske Zazeljena meja detekcije: 10°M
krivulje z dejansko meritvijo Spodnja meja detekcije: 10 M

SELEKTIVNOST
Sposobnost razlikovanja med razliénimi
substrati (napaka meritve mora biti
zmanj$ana na minimum)

LIMITA DETEKCIJE (LOD)
LIMITA KVANTIFIKACWE (LOQ)
Spodnja meja detekcije (v povezavavi z

obcutljivostjo)

BIOSENZORJI

PONOVLJIVOST
Razlike med ponovijivostjo meritev
morajo biti &im manjse

NATANCNOST IN TOCNOST
Obmocje napake meritve in deviacija od
realne vrednosti

ZIVLJENSKA DOBA NAPRAVE

b ODZIVNI CAS
Naprava mora delovati brez napak v Cas, ki je potreben, da je na voljo 95%
mokrih ali suhih pogojih, Ce nekaj tasa odziva

miruje ali je konstantno na terenu

STABILNOST
Cim manj nihanj meritev in nihanja
zabeleziti

Slika 5: Najpomembnej$e funkcionalne znacilnosti biosenzorja (Atta in sod., 2011)

2.4.2 Mehanizmi delovanja biosenzorjev
Biosenzorje glede na kemijske interakcije lahko delimo na (Atta in sod., 2011):
e Dbiokataliti¢ne biosenzorje (encimske/metabolne)

e Dbiosenzorje, ki so odvisni od bioafinitete ali biokomplementarnosti (glede na
prepoznavni mehanizem s protitelesi, nukleinskimi kislinami, lektini itd.)

e Dbiosenzorje, ki temeljijo na mikroorganizmih
e indrugi.

V primeru biokatalizatorjev je reakcija katalizirana z makromolekulami, ki so lahko
prisotne v naravnem bioloskem okolju ali pa so bile predhodno izolirane. Substrat reagira z
imobiliziranim biokatalizatorjem in skupaj tvorita kompleks. Po kon¢ani reakciji je
produkt spros¢en v okolico, katalizator pa se regenerira. Poraba substrata ali sproSceni
produkt sta dva pomembna bioloska odziva, ki se pretvorita v merljiv elektri¢ni signal, ki
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ga meri detektor biosenzorja. Biokatalizatorji so obi¢ajno encimi, celice (bakterij, gliv),
organeli (mitohondriji, celi¢na stena) ali tkiva (rastlinska ali zivalska). Najbolj pogosto se
uporabljajo encimi, ki bi jih lahko uvrstili v Sest skupin: oksidoreduktaze (dehidrogenaze,
oksidaze, peroksidaze, oksigenaze), transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze in ligaze.
Mehanizem biokatalize temelji na katalitski pretvorbi analita iz nezaznavne oblike v
zaznavno ali detekcijo analita, ki inhibira ali posreduje pri encimski aktivnosti (Atta in
sod., 2011).

Nacin bioafinitetnih biosenzorjev temelji na selektivnih interakcijah med analitom, ki nas
zanima, in biomolekulo, prisotno v naravi oziroma predhodno izolirano. Zmoznost
protiteles za prepoznavanje razlicnih molekulskih struktur kaZze na visoko selektivnost
biosenzorjev, ki temeljijo na bioafiniteti (Atta, 2011).

Biosenzoriji, ki temeljijo na mikroorganizmih, uporabljajo pogostokrat gensko modificirane
mikroorganizme, s katerimi nato merimo prisotnost specifi¢nega analita (Atta, 2011).

2.5 BIOLUMINISCENCNI BIOSENZORJI

V naravi je veliko Stevilo bioluminiscentnih organizmov, ki lahko oddajajo luminiscenco.
Proizvajajo jo lahko bakterije, glive, ribe, insekti, raki in lignji. Encim, ki katalizira
bioluminiscen¢ne reakcije v teh organizmih, je luciferaza. Od nastetih skupin
mikroorganizmov, Ki izrazajo luciferazo, so v okolju najbolj steviléne bakterije, ki jih
najdemo prosto plavajoée v oceanih, prisotne so kot saprofiti na poginulih ribah ali mesu,
Crevesni simbionti v prebavnem traktu morskih rib in paraziti v insektih ter rakih. Bakterije
so po Gramu negativne, z gibljivimi bic¢ki in so fakultativni anaerobi, ki preferencno
rastejo anaerobno. Za merjenje onesnazenja v okolju, tezkih kovin in pesticidov je
potrebno gensko modificiranim mikroorganizmom vstaviti plazmid, ki bo imel genetski
zapis za luciferazo. Ti geni so regulirani s promoterjem. Promoter lahko prepozna analit, Ki
ga zelimo izmeriti. V praksi se to kaze tako, da mikroorganizem metabolizira preiskovano
snov, ki nas zanima. V nasem primeru gre za zivo srebro. Aktivira se promoter in za¢ne se
tvorba luciferaze, z oddajanjem svetlobe, ki jo izmerimo z luminometrom (Meighen,
1991).

Primeren reporterski sistem za produkcijo bioluminiscence sestavlja 5 strukturnih genov, z
zaporedjem luxCDABE iz bakterije Vibrio fischeri. Reporter je hitro odziven, ima nizko
mejo detekcije in je enostavno uporaben. Prvi bioluminiscenéni biosenzorji so se pojavili
leta 1991. Takrat so jih uporabljali za detekcijo nafte in zivega srebra (Geiselhart in sod.,
1991) Kasneje se je zacelo pojavljati vedno ve¢ ¢lankov, v katerih so opisovali razli¢ne
nacine detekcije. Vecinoma so opravljali raziskave na tezkih kovinah, vendar so svoje
raziskovanje razsirili tudi na ogljikovodike organske snovi, kot so benzen in njegovi
derivati ter nafta, in nekatere sinteticne spojine, kot npr. poliklorirani bifenil (Daunert in
sod., 2000). Biosenzorje za luminiscenco se uporablja tudi za tezke kovine, kot so: Cd, Pb,
Cr, Ni, Co, Zn, Cu, As. Pri vecini biosenzorjev za tezke kovine je bila za gostiteljski
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organizem izbrana po Gramu negativna bakterija Vibrio fischeri, uporabljali pa so tudi
Escherichia coli in Pseudomonas (lvask in sod., 2009).

2.6 ODPORNOST BAKTERIJ PROTI ZIVEMU SREBRU

O odpornosti bakterij na organsko in anorgansko Zivo srebro so prvi¢ porocali leta 1960,
pri izolatu Staphylococcus aureus, Ki je istocasno odporen tudi na penicilin. V tistem ¢asu
je to predstavljalo skrb, saj so bile zivosrebrove spojine na Siroko uporabljane kot
dezinfekcijsko sredstvo in antiseptik v bolnisnicah in drugih ustanovah (Moore, 1960).
Nekaj let kasneje so ugotovili, da so za odpornost bakterij odgovorni plazmidi. Podobne
raziskave so bile opravljene tudi na sevih Eschericia coli (Smith, 1967). Tisti ¢as so na
Svedskem in tudi po nekaj ostalih drzavah zaéeli uporabljati fungicide, ki so vsebovali Zivo
srebro. Fungicide so Skropili po poljs¢inah, kar je bilo z zdravstvenega vidika skrb
vzbujajoce. Raziskovalci so Vv raziskavah ugotovili, da obstajajo bakterije, ki lahko
spremenijo Zivosrebrove organske spojine v hlapen Hg® (Tonomura in Kanzaki, 1969).
Raziskave so pripeljale do spoznanja, da sta za rezistenco proti Hg®* odgovorna gen merA
(zivosrebrova reduktaza) in gen merB. MerB ima funkcijo lize vezi med ogljikom in zivim
srebrom. V primeru lize metil Zzivega srebra bi dobili metan (CH4) in divalentno Zivo
srebro (Hg®"). Hg*" pa se z reduktazo Zivega srebra (MerA) spremeni v hlapljiv Hg’.
(Barkay in sod., 2003).
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3 MATERIALI

3.1 MIKROORGANIZMI
Analize smo opravljali z gensko spremenjenima mikroorganizmoma:

— Sev Pseudomonas putida, ki vsebuje plazmid pHg4
— Sev Pseudomonas putida, ki vsebuje plazmid pDNIux

3.2 GOIJISCA
3.2.1 Gajisce LB (Sigma)

Gojis¢e Luria-Bertani broth (LB) (Sigma) vsebuje naslednje sestavine v navedenih
koncentracijah:

Tripton 10 g/L
Kvasni ekstrakt 59/L
NaCl 10 g/L
Kanamicin, raztopljen v vodi (Sigma) 50 pg/ml
Tetraciklin, raztopljen v vodi (Sigma) 25 pg/ml

Gojis¢e smo raztopili v destilirani vodi in avtoklavirali 15 minut pri 121° C. Antibiotika sta
bila dodana po avtoklaviranju in sta bila filtrirana.

Pri pripravi ploS¢ smo osnovnemu LB gojiS¢u po avtoklaviranju, za gojenje bakterije
Pseudomonas putida pHg4 dodali 50pg/ml kanamicina (Sigma), za gojenje bakterije
Pseudomonas putida pDNIux, pa smo dodali 25ug/ml tetraciklina (Sigma).

3.2.2 Gojis¢e HMM (Sigma)

Gojis¢e Hepatocyte Maintenance Medium (Sigma) vsebuje naslednje sestavine v
navedenih koncentracijah:

3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) (Sigma) 400 Mm
KCI (Sigma) 500 mM
NH4CI (Sigma) 100 mM
MgSOa4 (Sigma) 5mM
Glukoza (Kemika) 40 %
Glicerol-2-fosfat (Sigma) 100 mM
FeCls (Sigma) 10 mM
Pepton iz kazeina (Sigma) 10 %

NaCl (Merck) 0,5%
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Kanamicin (Sigma) 50 pg/ml
Tetraciklin (Sigma) 25 pg/ml
Glicerol (Sigma) 10 %

Gojis¢e smo raztopili v destilirani vodi in avtoklavirali 15 minut pri 121° C. Vsako od
sestavin MOPS, KCI, NH4CIl, MgSO4 smo raztapljali z destilirano vodo v lo¢enih ¢asah in
jih nato raztopljene zlili v eno. Naknadno smo v gojis¢e dodali glukozo, glicerol-2-fosfat
ter FeCls, ki smo jih sterilizirali s filtracijo.

Pri pripravi tekoCega gojis¢a smo gojis¢u HMM po avtoklaviranju za gojenje bakterije
Pseudomonas putida pHg4 dodali 50 pg/ml kanamicina (Sigma), za gojenje bakterije
Pseudomonas putida pDNIux pa smo dodali 25 pg/ml tetraciklina (Sigma). Pozorni smo
bili tudi na to, da smo glukozo, glicerol-2-fosfat in FeCls dodajali po avtoklaviranju v
ohlajeno gojisce, s ¢imer smo se izognili razpadu omenjenih komponent.

Za poskus v zamrzovalniku smo gojis¢u HMM pred avtoklaviranjem dodali 10 % glicerol.

3.3 APARATURE

— centrifuga: 2-16 K (Sigma)

— tehtnica: (Kern, ALS 120-4 N)

—  pH-meter: (WTW-Inolab, pH/cond 730)

— magnetno mesalo: (Rotamix SHP-10)

— inkubator: (Memert)

— avtomatske pipete: (Eppendorf)

— avtoklav: A-21CA (Kambi¢)

— vrtin¢nik: (IKA vortex genius 3)

— termoblok: (Bioshake iQ (Q instruments))

— inkubatorski stresalnik: (Biosan, Environmental Shaker - Incubator ES-20)

— spektrofotometer: (Ocean Optics inc., USB2000)

— naprava za merjenje luminiscence, fluorescence in adsorpcije: (Synergy H4
Hybrid reader (BioTek))

3.4 MATERIAL ZA ENKRATNO UPORABO

— sterilne centrifugirke: Sarstedt, (Cat. No. 60.9922.243)

— mikrotitrske plo$¢e za merjenje luminiscence: (Costar, 96 Well Half Area, No
Lid, Flat Bottom, Non-Treated, Non-Sterile, White Polystyrene, (Cat. No.
3693))

— mikrotitrske plos¢e za merjenje absorbance: (Greiner, 96 Well Polystyrene Cell
Culture Microplates, (Cat. No. 655098))

— sterilne rokavice: (Kimtech)
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— kivete: (Ratiolab, (Cat. No. 2712120))

— viale: (Supelco, 4mL Clear Vial, Screw Top Solid Cap with PTFE Liner (Cat.
No. 27138))

— mikrotitrske plos¢e za merjenje absorbance: (BRANDplates, (Cat. No.
781960))

— sterilne mikrocentrifugirke: (Sarstedt (Cat. No. 72.693))

— folija za gojenje na mikrotitrskih plosc¢ah: (Kisker, Adhesive Aluminiumfolie)

— folija za gojenje na mikrotitrskih plos¢ah: (Diversified Biotech, Breathe Easy,
(Cat. No. T093.1))
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4 METODE DELA

Eksperimentalni del magistrske naloge je bil razdeljen v dva sklopa. Prvi sklop poskusov je
potekal na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek), kjer smo merili absorbanco, pri
valovni dolzini 600 nm, in luminiscenco bakterij Pseudomonas putida pDNIlux ter
Pseudomonas putida pHg4 v odvisnosti od ¢asa inkubacije na mikrotitrskih plo§¢ah. Z
analizo absorbance smo spremljali rast bakterij oziroma koncentracijo celic, z
luminiscenco pa svetilnost glede na razlicne koncentracije Hg v vzorcu vode. Drugi del
poskusov je bil izveden na avtomatiziranem celi¢nem biosenzorju (ACB). Na napravi ACB
se je gojenje celic razlikovalo od gojenja celic na napravi Synergy. Stresanje je
nadomestilo prepihovanje, ki ga je bilo potrebno optimizrati za optimalen prenos kisika v
gojitveni prostor.

( Optimizacija kontinuirne meritve biolosko dostopne frakcije Hg v J

vzorcu vode
v v
Optimizacija gojenja celic na napravi Synergy Optimizacija gojenja celic z avtomatiziranim celi¢nim
H4 Hybrid reader biosenzorjem

Ugotavljanje najvisje meje
luminiscence in absorbance

Umeritvena krivulja z
merjenjem luminiscence
na napravi ACB

akterij Pseudomonas putida pHg4 gled

Primerjava rezultatov luminiscence
b e
na nacin priprave inokuluma

\

{ Ugotavljanje fenotipskega Suma J

.

Umeritvena krivulja na napravi Synergy H4
Hybrid reader

!

[ Primerjava odzivnosti celic Pseudomonas putida pHg4J

pri razliénih koncentracijah Hg, glede na starost in
shranjevanje celic pri nizki temperaturi

visoko luminiscenco na sosednje vzorce v

Vpliv pozitivnega luminiscenénega signala z zelo
mikrotitrski plosci

Umeritvena krivulja za merjenje koncentracij Hg na
napravi Synergy H4 Hybrid reader

Slika 6: Shematski prikaz naértovanja magistrske naloge, v kateri smo sprva optimizirali gojenje celic
Pseudomonas putida na napravi Synergy H4 Hybrid reader in nato $e optimizirali gojenje celic na ACB.
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4.1 KONSTRUKCIJA PLAZMIDOV ZA Pseudomonas. putida pHg4 in Pseudomonas.
putida pDNIux

Konstrukta Pseudomonas putida pHg4 in Pseudomonas putida pDNIux sta bila narejena
prek projekta Hydronet (Dario, 2008). V tem delu smo uporabljali le vnaprej pripravljene
konstrukte.

4.1.1 Opis priprave Pseudomonas putida pHg4

Organizma, ki sta bila potrebna za konstrukcijo gensko spremenjenih bakterij, sta bila
Pseudomonas putida in Escherichia coli. V plazmid je bilo potrebno vnesti gen, ki je v
organizmu stabilen. V primeru bakterije Pseudomonas putida je bil to plazmid pME6012.
PMEG6012 je prenosljivi vektor, ki se lahko pomnozuje tudi v E.coli, zato se je
manipulacija s plazmidom lahko izvedla v E.coli. V vektor pME6012 so bili vstavljeni
geni lux operona z ustreznimi promotorji, Ki pozenejo izrazanje genov le ob prisotnosti
zivega srebra. Iz plazmida pMerR lux so bili izrezani geni lux operona in vstavljeni v
EcoRI restrikcijsko mesto plazmida pME6012. Na ta nacin smo dobili plazmid pHg4.
Glavne prednosti konstrukta so, da se lahko pomnozuje v Pseudomonas putida, tovrstne
gensko spremenjene bakterije pa so s senzorskimi geni odporne tudi proti kanamicinu.
Plazmid pHg4 se je nato vneslo v kon¢ni organizem Pseudomonas putida. Za metodo
vnosa je bila uporabljena elektroporacija.
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Slika 7: Konstrukcija plazmida za Pseudomonas putida pHg4.
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4.1.2 Opis priprave Pseudomonas putida pDNIux

Plazmid pDNIux je bil z metodo elektroporacije vstavljen v Pseudomonas putida. Gre za
plazmid, na katerem je lux operon pod nadzorom promotorja T7 (konstitutivna ekspresija),
zato te celice stalno svetijo in smo jih v poskusih uporabili za kontrolo. Na plazmidu je
zapis za odpornost proti tetraciklinu.

Z vnosom senzorskih genov za odpornost proti kanamicinu oziroma tetraciklinu smo
dosegli, da smo imeli v gojis¢u le kulturo, ki je odporna na dolo¢en antibiotik. S tem smo
se izognili kontaminacijam z drugimi nezelenimi organizmi.

tetR Lux E

Lux B
Lux A Pseudomonas
ELEKTROPORACIJA .
putida
Lux D

Lux C
T7 promoter

tetA

Slika 8: Konstrukcija plazmida za Pseudomonas Putida pDNIux.

4.2 OPTIMIZACIJA GOJENJA CELIC NA NAPRAVI SYNERGY H4 HYBRID
READER

4.2.1 Priprava inokuluma

Za pripravo inokuluma smo potrebovali trdno gojis¢e LB (Sigma) in tekoce gojis¢ée HMM.
Trdno gojisée smo uporabili za nacepitev kultur Pseudomonas putida pHg4 in
Pseudomonas putida pDNIux na gojitvene petrijevke. Na trdnem gojis¢u so ¢ez no¢ pri 30°
C zrasle kolonije, ki smo jih lahko naslednji dan prenesli v tekoce gojis¢e HMM. HMM
gojisée omogoca dobro biolosko dostopnost kovin, saj je revno gojis¢e z malo hranili, kar
povro¢i, da zaénejo celice raje metabolizirati Hg. V primeru, ¢e bi bilo v gojis¢u dovolj
hranil, celice ne bi metabolizirale Hg. Pri pripravi trdnega gojis¢a LB (Sigma) in tekocega
gojiséa HMM smo antibiotik kanamicin (za pripravo Pseudomonas putida pHg4) in
tetraciklin (za pripravo Pseudomonas putida pDNIux) dodajali v ohlajeno gojisce. V ta
namen smo si pripravili vodno kopel s priblizno 55° C, kamor smo po avtoklaviranju
postavili erlenmajerice za 5 minut. Trdno gojisce je bilo tako pripravljeno za razlitje na
plosce, kamor smo nacepili bakterije Pseudomonas putida pHg4 in Pseudomonas putida
pDNIux ter jih ¢ez no¢ inkubirali pri 30° C. Naslednji dan je sledilo precepljanje kolonije v
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erlenmajerice s 25 mililitrov tekocega gojis¢a HMM in 48-urna inkubacija na stresalniku
pri 250 obr./min in 26° C. Erlenmajerice so bile zaprte s staniCevinastim, predhodno
steriliziranim pokrovckom, saj bakterije za svojo rast potrebujejo vec Kisika. Pri pripravi
tekoCega gojis¢a HMM je pomembno, da glukozo, glicerol-2-fosfat in FeCl; dodamo v
ohlajeno gojisce.

Slika 9: Bakterije Pseudomonas putida pHg4 na trdnem gojis¢u LB z dodanim antibiotikom kanamicin pod
UV-svetlobo.

4.2.2 Sarina gojitev senzorskih celic Pseudomonas putida pHg4 in Pseudomonas
putida pDNIux za ugotavljanje pogojev detekcije absorbance in luminiscence

Po 48 urah stresanja pri 250 obr./min in 26° C je sledila inokulacija v dve 150 mL
erlenmajerici, v katerih je bilo 50 mL gojis¢a HMM z razli¢nima vrstama antibiotikov. V
prvo smo inokulirali 500 uL bakterij vrste Pseudomonas putida pDNIux, kjer je gojisce
vsebovalo tetraciklin, v drugo pa 500 uL bakterij vrste Pseudomonas putida pHg4, kjer je
bil v gojis€u antibiotik kanamicin. Erlenmajerice smo stresali pri 250 obr./min, 26° C, 13
ur in merili po 2 urah na vsako uro absorbanco pri valovni dolzini 600 nm (mikrotitrska
ploséa Greiner, 96 Well Polystyrene Cell Culture Microplates) in luminiscenco
(mikrotitrska plos¢a Costar, 96 Well Half Area, No Lid, Flat Bottom, Non-Treated, Non-
Sterile, White Polystyrene) na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Z absorbanco
smo spremljali rast celic, z luminiscenco pa svetilnost celic.
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4.2.3 Primerjava rezultatov luminiscence bakterij Pseudomonas putida pHg4 glede
na nacin priprave inokuluma

V poskusu smo zeleli ugotoviti, kaksna bo absorbanca in luminiscenca pri bakterijah
Pseudomonas putida pHg4, ¢e bi ¢ez no¢ inkubirali vcepek iz tekoce kulture ali pa vcepek
kolonije iz trdnega gojis¢a. Meritve so bile opravljene zaradi teznje po ¢im bolj enostavni
pripravi vcepka in c¢imboljse detekcije, da je lahko senzorska naprava v najkrajSem
moznem ¢asu pripravljena za optimalno uporabo. Ugotavljali smo, pri katerem nacéinu
priprave vcepka bo absorbanca, pri kateri merimo rast bakterij in luminiscenca, pri kateri
merimo svetilnost, ve¢ja. Poskusa sta potekala vzporedno z isto pripravo in razliénim
nacinom priprave veepka.

V vsako od dveh 10 mL centrifugirk smo dali po 5 mL gojis¢a HMM in 25 pL antibiotika
kanamicina. V prvo centrifugirko smo vnesli 100 pL suspendiranega inokuluma. V drugo
centrifugirko pa smo iz trdnega gojisca pri sterilnih pogojih z ezo prenesli eno kolonijo.
Obe centrifugirki smo inkubirali na stresalniku pri 250 obr./min, 26° C, 24 ur.

Po 24-urnem stresanju je sledila lo¢ena inokulacija, sprva bakterij Pseudomonas putida
pHg4, ki so bile inokulirane iz tekocega gojisca, in nato Se bakterij, ki so bile nacepljene iz
trdnega gojisca. V obeh primerih smo zaradi primerljivosti inokulirali 500 pL inokuluma,
v 150 mL erlenmajerice po 50 mL gojis¢a HMM in 250 pL antibiotika kanamicina. Po
opravljeni inokulaciji je sledilo 10-urno inkubiranje s stresanjem pri 250 obr./min in 26° C.
Po vsaki uri je bilo stresanje prekinjeno za opravljanje meritve na napravi Synergy H4
Hybrid reader (BioTek).

4.2.4 Gojitev bakterijskih kolonij Pseudomonas putida pHg4 za doloditev
fenotipskega Suma

Gojili smo 10 paralelk bakterijskih kolonij za raziskavo fenotipskega Suma. Raziskavo
fenotipskega Suma smo opravljali, ker nas je zanimalo, kakSna je ponovljivost rezultatov
meritev luminiscence iz iste agar ploSce. Poskus smo zasnovali tako, da smo v 10
centrifugirk dali 10 ml tekoc¢ega gojis¢a HMM in 50 uL antibiotika kanamicina ter Z €z0 v
vsako prenesli po eno kolonijo bakterij Pseudomonas putida pHg4 in inkubirali ¢ez no¢ na
stresalniku pri enakih pogojih kot doslej, 250 obr./min, 26° C.

Naslednji dan smo prenesli 5 mL vcepka v 50 mL. HMM gojis¢e in dodali 250 pL
antibiotika kanamicina. Centrifugirke smo stresali pri enakih pogojih, kot je potekala
prekono¢na inkubacija. Stresanje smo na vsako uro prekinili in izmerili absorbanco in
luminiscenco na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek).
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4.2.5 Umeritvena krivulja z merjenjem luminiscence na napravi Synergy H4
Hybrid reader (BioTek)

Cilj je bil izmeriti odzive celic, ko pridejo v stik z zivim srebrom v ¢asu 4 ur. V ta namen
smo pripravili red¢itveno vrsto biologko dostopnega Zivega srebra Hg?* in spremljali odziv.
Zaradi kratke stabilnosti Hg smo zalozne raztopine pripravljali sveze in jih shranjevali
pokrite s folijo v hladilniku. Koncentracije zivega srebra, pri katerin smo merili
luminiscenco, so bile naslednje: 4 ug/L, 6 ng/L, 7 ng/L, 8 ng/L, 9 ng/L, 10 pg/L, 12 pg/L,
14 pg/L, 16 pg/L, 18 pg/L, 20 png/L, 25 ng/L, 30 png/L, 35 ng/L, 40 pg/L.

Poskus smo izvedli v 4 paralelkah. 1zbrali smo 4 poljubne kolonije bakterij Pseudomonas
putida pHg4 in jih prekono¢no gojili v 10 mL centrifugirkah s 5 mL gojis¢a HMM, pri 250
obr./min, 26° C.

Po prekonoc¢ni kultivaciji je sledilo merjenje absorbance v kiveti z 1 mL vzorca na napravi
Ocean Optics inc., USB2000. Za zagotavljanje ponovljivosti rezultatov smo se odlo¢ili, da
bo izhodis¢na absorbanca v gojis¢u (pri valovni dolzini 600 nm) okoli 0,200 AU. V ta
namen smo vsakokrat preracunali, koliko vcepka moramo vnesti v gojisée, da bo
absorbanca ~ 0,200 AU. Mikrotitrske plosce, v katerih smo gojili celice z dodanimi
red¢itvami Hg, smo prekrili s folijjo za gojenje na mikrotitrskih ploScah, da se vsebina v
luknjicah ni prelivala v sosednje luknjice. Stresanje je potekalo na napravi Bioshake iQ.
Stresanje je potekalo 4 ure pri predzadnji stopnji moci stresanja, saj je svetilnost odvisna
od lux operona, ta pa je odvisen od ATP sintaze in kisika. Kisik zagotovimo z moc¢nim
stresanjem. V luknjice smo odpipetirali 75 uL kulture Pseudomonas putida pHg4 in 75 pL
zelene redCitve Zivega srebra. Meritev luminiscence smo opravljali na vsako uro, 4 ure in
ob C¢asu 0 na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Za kontrolo smo uporabili 75
uL kulture in 75 pL vode. Umeritveno krivuljo smo pripravili iz podatkov 4 ur gojenja
celic pri razli¢nih koncentracijah Zivega srebra ter spremljali odziv celic z luminiscenco.

4.2.6 Shranjevanje celic Pseudomonas putida pHg4 v zamrzovalniku pri temperaturi
-80° C

Zanimalo nas je, kako se celice odzivajo na ekstremne pogoje shranjevanja Vv
zamrzovalniku pri temperaturi — 80° C in kak$ni bosta rast ter luminiscenca celic po
odmrznitvi. Veéja odpornost celic nam bi skrajsala ¢as priprave bakterij, saj bi si vnaprej
lahko pripravili zalogo kultur. Na ta na¢in bi lahko skrajSali ¢as priprave kultur in meritev
bi lahko opravili hitreje.

Poskusa za pripravo celic smo se lotili z izbiro Stirih poljubnih kolonij bakterij
Pseudomonas putida pHg4, ki smo jih prekono¢no gojili v 5 mL gojis¢a HMM, pri 250
obr./min, 26° C. Naslednji dan smo v 1 mL vzorca izmerili absorbanco na napravi Ocean
Optics inc., USB2000 in centrifugirali 1 mL vzorca pri 10.000 obr./min 5 minut.
Supernatant smo odlili, pelet pa prenesli v 10 mL centrifugirko, v kateri je bilo ravno
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toliko gojis¢a HMM z dodanim 10 % glicerolom v vlogi krioprotektanta, da je bila kon¢na
absorbanca vzorca ~ 0.200 AU. Celice smo zamrznili pri —80° C za 24 ur.

Naslednji dan smo jih odmrznili in prenesli po tri paralelke vsake od Stirih izbranih kolonij
na mikrotitrske plos¢e. V luknjice smo dali 75 uL celic in 75 pL Zelene redCitve zivega
srebra, jih prekrili s folijo za gojenje na mikrotiterskih ploscah, stresali na napravi
Bioshake iQ in opravljali meritev luminiscence na vsako uro, 4 ure in ob ¢asu 0 na napravi
Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Za kontrolo smo uporabili 75 pL kulture in 75 pL
vode. Konéne koncentracije zivega srebra so bile naslednje: 0,4 ug/L; 1,2 ug/L; 4 ug/L; 8
ug/L; 12 ug/L; 16 ug/L.

4.2.7 Primerjava odzivnosti celic Pseudomonas putida pHg4 pri razliénih
koncentracijah Hg glede na starost in shranjevanje celic pri nizki temperaturi

Primerjali smo odzivnost celic Pseudomonas putida pHg4 pri razliénih koncentracijah Hg
ter luminiscenco celic v odvisnosti od temperature in ¢asa shranjevanja. Prva analizirana
kultura je bila shranjena 24 ur pri — 80° C, druga 7 dni pri 4° C, tretja pa 39 dni pri4° C. V
vseh treh primerih smo uporabili 4 kolonije celic Pseudomonas putida pHg4.

Odzivnost celic 7 in 14 dni stare kulture smo se lotili z meritvijo absorbance na napravi
Ocean Optics inc., USB2000. Sledilo je red¢enje vzorca kulture s svezim gojis¢em HMM
na kon¢no absorbanco ~ 0,200AU. V luknjice smo dali 75 pL celic in 75 pL Zelene
redCitve Zivega srebra, jih prekrili s folijo za gojenje na mikrotitrskih plos¢ah, stresali na
napravi Bioshake iQ in opravljali meritev luminiscence na vsako uro, 4 ure in ob ¢asu 0 na
napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Za kontrolo smo uporabili 75 pL kulture in
75 uL vode. Red¢itve Zivega srebra so bile naslednje: 0,4 ug/L; 1,2 ug/L; 4 ug/L; 8 ug/L;
12 ug/L; 16 ug/L.

4.2.8 Vpliv pozitivnega luminiscen¢énega signala z zelo visoko luminiscenco na
sosednje vzorce v mikrotitrski plosci

Namen raziskave sipanja luminiscence iz okolice na izbrano meritev, v naSem primeru
to¢no dolo¢eno luknjico na mikrotitrski ploséi, je bil ugotoviti, ali pozitiven signal, ki je v
blizini mesta opravljanja meritve, vpliva na konéni rezultat merjenja luminiscence.
Rezultat bi lahko bil v takem primeru lazno vi§ji. Test smo izvedli na mikrotitrskih plos¢ah
za merjenje luminiscence (Costar, 96 Well Half Area, No Lid, Flat Bottom, Non-Treated,
Non-Sterile, White Polystyrene), na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek).

V poskusu smo uporabili bakterijo Pseudomonas putida pDNIux, ker za svetilnost ne
potrebuje dodatka zivega srebra, saj oddajajo zelo mo¢no lumniscenco in so bolj primerne
za opravljanje poskusa.

Poskusa smo se lotili tako, da smo precepili kolonijo Pseudomonas putida pDNIux iz
trdnega gojis¢a v 5 mL tekoce gojsce HMM, dodali 12,5 mL antibiotika tetraciklina in
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stresali 24 ur pri pogojih 250 obr./min, 26° C. Po 24 urah je sledilo merjenje luminiscence
na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Merjenje je potekalo tako, da smo sprva
injicirali 150 puL v luknjico na sredini mikrotitrske plos¢e in izmerili rezultat samo z eno
napolnjeno luknjico na mikrotitrski plosci. Ostale luknjice so ostale prazne, saj nas je
zanimalo, kaksne bodo izmerjene vrednosti luminiscence v ostalih praznih luknjicah. S tem
se prepricamo, ali na meritev, ki jo opravimo v to¢no dolo¢eni luknjici, vpliva tudi
svetilnost sosednjih. Luknjice smo postopoma dopolnjevali z vzorcem in vsakokrat
opravili meritev.

4.3 OPTIMIZACIJA AVTOMATIZIRANEGA CELICNEGA BIOSENZORJA

4.3.1 Opis ukazov za vzpostavitev racunalnika z avtomatiziranim celi¢nim
biosenzorjem

4.3.1.1 Ukazi za vzpostavitev racunalnika z avtomatiziranim celicnim biosenzorjem
Ce zelimo senzor krmiliti prek protokola UART, morajo biti izpolnjeni naslednji pogoji:
e Stikalo »"CAN/UART« mora biti na poziciji "UART«.

e Stikalo »INIT/OPERATE« mora biti na poziciji YOPERATE«.

e Kabel UART mora biti priklju¢en na ustreznem mestu na vezju.

Slika 10: Prikaz avtomatiziranega celi¢nega biosenzorja.
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4.3.2 Krmiljenje senzorjev in postopek meritve

4.3.2.1 Strojna iniciacija robota

Vklop ACB se izvede s prestavitvijo stikala na oznako ON, s tem aktiviramo strojno
iniciacijo ACB, ki izvede naslednje naloge:

Premik fotopomnozevalke do najvecje oddaljenosti od zacetnega stanja, kar v
naSem primeru pomeni do zadnjega analiziranega vzorca in nazaj.

Kratek, dvostopenjski premik ventila.

Premik brizgalke do maksimalnega volumna in nazaj.

4.3.2.2 Aktivacija programa Matlab z napravo ACB

Z aktivacijo smo nalozili vse gonilnike v program Matlab za brezhibno delovanje vseh
podnaprav v ACB.

V programu Matlab odpremo okno, imenovano »Command Window, Iin vanj
vtipkamo ukaz »deviceConnect«. S tem ukazom vzpostavi program povezavo med
ACB in krmilnim rac¢unalnikom.

Vzpostavitev povezave potece uspesno, ¢e se po izvedbi ukaza pojavi napis »Found
device«.

Ce je bilo povezovanje uspesno, vtipkamo ukaz »devInit«, da potete programska
iniciacija robota.

V polju »Command Window« se pokaze znak », kar pomeni, da lahko za¢nemo
vnasati nadaljnje ukaze.

4.3.2.3 Krmiljenje senzorja

Ukazi (x pomeni Steviléno spremenljivko, _ pomeni presledek, zelo pomembne so tudi
velike in male zaCetnice)

Clear all; close all;clc; ukaz za izbris vse zgodovine v polju, kamor smo vpisovali
ukaze. Ukaz se obiCajno uporablja kot prvi ukaz, ki mu sledita ukaza
»deviceConnect« in »devlnit«

deviceConnect ukaz za povezovanje robota s krmilnim ra¢unalnikom
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devinit ukaz za programsko iniciacijo
VntlPos(s,_X); ukaz za postavitev ventila na dolo¢eno pozicijo od 1 dol14.

WpmpCnt(s, x); ukaz za premik brizgalke. Stevilka v oklepaju predstavlja stevilo
obratov motorja brizgalke in ima obmoéje od najnizje vrednosti 0 pa do
maksimalne vrednosti 215000. Primer WpmpCnt(s,215000) torej pomeni premik
bata brizgalke na skrajno pozicijo (zajem najveCjega moznega volumna). Za
izpraznitev tekoCine iz brizgalke po zajetju (za vracanje bata v zacetni polozaj) v
naslednjem ukazu pa v oklepaj vnesemo Stevilko 0. Mozno je tudi postopno
praznjenje brizgalke, pri ¢emer bi uporabili ve¢ zaporednih ukazov, kjer Stevilo
obratov manjSamo na 0.

Primer postopnega praznjenja brizgalke:

VntlPos(s, 1); postavitev ventila na pozicijo 1

WpmpChnt(s, 215000); zajem maksimalnega volumna tekocine z brizgalko
VntlPos(s, 13); premik ventila na pozicijo 13

WpmpCnt(s, 107500); praznjenje brizgalke do polovice volumna brizgalke
VntlPos(s, 14); premik ventila na pozicijo 14

WpmpCnit(s, 0); praznjenje preostanka tekocine iz brizgalke

AirPumps(s, bin2dec(*xxxxxx"); ukaz za dolocitev statusa zra¢nih ¢rpalk, Stevilka
0 pomeni, da je ¢rpalka ugasnjena, Stevilka 1 pomeni, da je ¢rpalka prizgana. Prvi
dve c¢rpalki prepihujeta reaktorje, preostale S$tiri pa merilne kivete. Primer
AirPumps(s, bin2dec('001111"); pomeni, da sta prvi dve ¢rpalki za prepihovanje s
kisikom ugasnjeni, preostale 4 pa prizgane.

pause(x); je ukaz, ki v izvajanju nekega zaporedja ukazov vnese pavzo Vv trajanju x
sekund.

disp('napis, ki ga Zeli§, da bo prikazan po izvedbi predhodnega ukaza'); je
ukaz, ki ga lahko dodamo takoj za izbranim ukazom, in nas s tekstom, Ki je znotraj
oklepaja pod narekovaji, obvesti, da je bil ukaz izveden.

Xlswrite('meri.xls', ftpmnRez); ukaz, ki pomeni zapis matrike izmerjenih
vrednosti v Exel datoteko z imenom meri.xIs.

%; znak se lahko uporablja, ko zelimo napisati komentar in ga lahko dodamo pred
ukazno vrstico, za katero zelimo, da se v nekem zaporedju ne izvede in se jo
preskoc¢i a je zaradi tega ni potrebno izbrisati. Lahko pa jo uporabimo tudi po
ukazni vrstici, pred zacetkom besedila, v katerem lahko navedemo dodatne opisne
informacije o tem ukazu.



27
Lovsin A. Optimizacija kontinuirne meritve biolosko dostopne frakcije Hg v vzorcu vode.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

o ftpmnRez = zeros(1,4); ukaz za izpis matrike v eni vrstici s §tirimi meritvami, ki
jih nadomestijo vrednosti meritev.

e FtpmPos(s,1); premik fotopomnozevalke, ki razbere vrednost meritve na poziciji
1.

e [status ftpmnRez(i, 1)] = FtpmMeasure(s, 100); izvedba meritve, ki traja 100
milisekund

e lzvajanje ukaza lahko med potekom prekinemo s kombinacijo tipk Ctrl+C.

4.3.2.4 Zanka

Zanka je zaporedje ukaznih vrstic, ki ga na koncih oklepata besedi for in end. V zanko
nanizamo ukaze takrat, ko zelimo, da se isto zaporedje ukazov ponovi veckrat. Z zapisom
v obliki zanke se izognemo nezazelenemu ponavljanju ukaznih vrstic v skripti za boljso
preglednost. Poleg besede for in zakljuckom zanke z besedo end navedemo Se, kolikokrat
zelimo, da se zanka ponovi. Ukaz for i=1:1:2 pomeni, da se vsaka ukazna vrstica izvede
po enkrat, cela zanka pa se ponovi dvakrat.
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Slika 11: Bioprocesna shema avtomatiziranega celi¢nega biosenzorja.
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4.3.3 Umeritvena krivulja za dolo¢anje koncentracij Hg z merjenjem luminiscence
na napravi ACB

Dela smo se lotili tako, da smo sprva precepili bakterije Pseudomonas putida pHg4 iz
trdnega gojisca v tekoCe gojis¢e HMM in jih inkubirali ¢ez no¢ pri 26° C, 24 ur in 250
obr./min. Naslednji dan smo izmerili prekono¢ni kulturi absorbanco v kiveti z napravo
Ocean Optics inc. USB 2000 in vzorec red¢ili s svezim gojis¢em HMM tako, da smo dobili
kon¢no absorbanco AU=~0,400. Sledil je prenos red¢ene kulture v ACB z ra¢unalniskimi
ukazi v §tiri prirejene plasticne centrifugirke z vstavljenimi cevkami za prepihovanje z
zrakom. V prvih treh centrifugirkah je bilo 0,5 mL kulture Pseudomonas putida pHg4 in
0,5 mL znane koncentracije Hg, redéene v destilirani vodi. Cetrto centrifugirko smo
uporabili za kontrolo in je vsebovala 0,5 mL kulture ter 0,5 mL destilirane vode. Znane
koncentracije za potrebe umeritvene krivulje so bile: 0 ug/mL; 0,1 pg/mL; 0,2 pg/mL; 0,4
pg/mL; 0,8 ug/mL; 1,2 ng/mL; 2,4 ng/mL.

Tako smo pripravili vse potrebno za Sarzno gojenje celic v napravi ACB z intervalnim
prepihavanjem zraka. Po dvournem prepihovanju je sledila meritev luminiscence s
fotopomnozevalko. FotopomnozZevalka je zelo obcutljiva na svetlobo, zato smo bili
primorani najti ustrezno resitev. ACB smo postavili v temen prostor z improviziranim
¢rnim ohi§jem z vratci za laZji dostop do notranjosti naprave. Na ta nac¢in smo poskrbeli, da
naprava ni bila izpostavljena svetlobi, ki bi lahko vplivala na meritve. Po opravljenem
merjenju je sledilo zaporedje ukazov, s katerimi smo ocistili ACB. Sprva smo vse
komponente, kjer se je nahajal vzorec, sprali z 14 % NaClO in nato $e z destilirano vodo.
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Slika 12: Shematski prikaz merjenja luminiscence z napravo ACB.
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5 REZULTATI

51 DOLOCITEV NAJVISIIH MEJ DETEKCIJE LUMINISCENCE IN
ABSORBANCE PRI Pseudomonas putida pHg4 BREZ PRISOTNOSTI Hg

Namen $arzne gojitve senzorskih celic Pseudomonas putida pHg4 in Pseudomonas putida
pDNIlux je bil ugotoviti, v kolikSnem ¢asu in pri kaksni absorbanci celice dosezejo najvecjo
svetilnost. 11 ur smo merili absorbanco in luminiscenco. Z absorbanco smo spremljali rast
oziroma koncentracijo celic. Z luminiscenco pa smo spremljali svetilnost.
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Slika 13: Rast bakterij Pseudomonas putida pHg4 in pDNIux, ki smo jo spremljali z merjenjem absorbance.
Rezultati so prikazani kot povprecje s standardnim odklonom (n=3).

Iz grafikona, nastalega na podlagi 11-urnega merjenja (Slika 13), je razvidno, da se seva
razlikujeta po dolzini lag faze, torej v fazi prilagajanja na sveze obogateno gojisce. Sev
pDNlux ima daljSo lag fazo, kot sev pHg4. Po treh urah gojitve pri enakih pogojih imata
seva priblizno enake vrednosti absorbanc (Slika 13), ki pa se za¢nejo razlikovati po 4 urah
rasti. Po 4 urah zacnejo celice prehajati v eksponentno fazo, kjer se Ze opazijo vecje razlike
v vrednostih absorbanc. Najvecjo razliko v absorbancah smo izmerili po 7 urah (Slika 13),
kasneje se zmanjSuje vse do meritve pri 10 urah, kjer sta absorbanci skoraj enaki.
Eksponentna faza rasti se po 10 urah pri sevu pDNIux ustavi, za razliko od seva pHg4
(Slika 13).
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Slika 14: Luminiscenca bakterij Pseudomonas putida pHg4 v odvisnosti od ¢asa. Rezultati so prikazani kot
povprecje s standardnim odklonom (n=3).
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Slika 15: Luminiscenca bakterij Pseudomonas putida pDNIux v odvisnosti od ¢asa. Rezultati so prikazani
kot povprecje s standardnim odklonom (n=3).

Razlika v sevih pHg4 in pDNIux je v tem, da je luminiscenca pri sevu pDNIux (Slika 15)
veliko visja kot pri sevu pHg4 (Slika 14), kar je ustrezno, saj sev pDNlux sluzi kot
kontrolni organizem in luminiscira brez dodatka Zivega srebra. Sev pHg4 brez prisotnosti
zivega srebra ne luminiscira v taksni meri kot kontrolni organizem. Luminiscenca (Slika
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15) z vsako uro gojenja naraséa in doseze svojo najvi§jo vrednost pri 8 urah, nato zacne
upadati. Pri sevu pDNIlux (Slika 15), doseze luminiscenca svoj maksimum pri 10 urah, Sele
nato zac¢ne svetilnost upadati.

5.2 VPLIV NACINA PRIPRAVE INOKULUMA NA AKTIVNOST BAKTERI
Pseudomonas putida pHg4

Spremljali smo dva razliCna nacdina, kako lahko pripravimo celice za gojenje Vv
kontroliranih pogojih. Namen poskusa je bil ugotoviti, kateri nacin inokulacije celic za
prekonoéno gojenje je bolj primeren za nage meritve. Ce primerjamo vcepek iz kolonije in
tekoCega gojisca (Slika 16), ugotovimo, da so vrednosti absorbance pri inokulaciji kolonije
vecje kot vrednosti absorbance pri inokulaciji iz tekoCega gojisca. 1z tega lahko sklepamo,
da namnozimo vecje Stevilo celic iz veepka kolonije kot iz veepka tekocega gojisca. Poleg
absorbance smo spremljali tudi luminiscenco (Slika 17), kjer smo izmerili ve¢je vrednosti
luminiscence pri vcepku iz tekoCega gojis¢a kot pri vcepku iz kolonije (Slika 17).
Luminiscenca se konstantno povecuje do 9. ure gojenja celic (Slika 17), nato zacne
intenziteta upadati. Na podlagi rezultatov smo za nadaljnje delo odlocili, da bomo
pripravljali sveZo kulturo, ki jo bomo precepili iz trdnega na tekoce gojis€e in naslednji
dan s celicami opravljali meritve, saj so celice seva pHg4 s takim na¢inom priprave bolje
luminiscirale.
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Slika 16: Absorbanca bakterij Pseudomonas putida pHg4 v odvisnosti od ¢asa. Rezultati so prikazani kot
povprecje s standardnim odklonom (n=3).
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Slika 17: Luminiscenca bakterij Pseudomonas putida pHg4 v odvisnosti od ¢asa. Rezultati so prikazani kot
povprecje s standardnim odklonom (n=3).

5.3 FENOTIPSKI SUM

10 razlicnih kolonij smo prenesli v obogateno tekoCe gojis¢ée HMM za spremljanje
absorbance in luminiscence na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Namen je bil
primerjati 10 kolonij in s tem ugotoviti, kaksen je fenotipski Sum oziroma, kaks$ni so odzivi
celic, ¢e uporabimo za meritve luminiscence in absorbance 10 paralelk locenih kolonij.
Kolonije so si med seboj lahko razli¢ne, nas pa je zanimalo, kak$na je primerljivost med
meritvami luminiscence ter absorbance, ¢e celice gojimo 9 ur, pri enakih pogojih.
Pomembno je omeniti, da celice nismo izpostavljali zivemu srebru, saj smo zeleli sprva
ugotoviti le ponovljivost rezultatov glede na rast celic, po ¢asu 9 ur, torej primerljivost
absorbance in luminiscence.

Za nacin prikaza absorbance (Slika 18) in luminiscence (Slika 19) smo izbrali okvir z
rocaji. Mediana v obeh primerih z naras€ajo¢im Casom nara$¢a in obiCajno presega
vrednost iz prej$nje meritve, razen pri luminiscenci ob ¢asu 9 ur (Slika 18, Slika 19).
Razprsenost meritev po vsaki uri merjenja absorbance je do 3. ure Se relativno majhna
(Slika 18), ¢e ne uposStevamo nekaj osamelcev, ki so prisotni vse tja do 7. ure. Najvecji
variacijski razmik pri meritvah absorbance je prisoten pri 7. uri meritve (Slika 18), pri
luminiscenci pa pri 8. uri (Slika 19).

Sorazmerno s povecevanjem celi¢ne populacije se povecuje tudi luminiscenca (Slika 19).
Iz grafikona (Slika 19) opazimo, da celice oddajajo luminiscenco tudi, ¢e ni indukcije z
zivim srebrom in se s Stevilom celic ter casom le-ta povecuje. V prvi uri so celice Se v lag
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fazi prilagajanja na novo okolje in je raven svetilnosti Se zelo majhna. Z narascajo¢im
¢asom pa je razprsenost vedno bolj prisotna (Slika 19).
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Slika 18: Absorbanca bakterij Pseudomonas putida pHg4 v odvisnosti od ¢asa, na napravi Synergy H4
Hybrid reader (BioTek). Srednja érta okvirja predstavlja mediano. Polovica vseh izmerjenih vrednosti je nad
to vrednostjo, polovica pa jih je pod njo (n=30).
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Slika 19: Luminiscenca bakterij Pseudomonas putida pHg4 v odvisnosti od ¢asa na napravi Synergy H4
Hybrid reader (BioTek). Srednja érta okvirja predstavlja mediano. Polovica vseh izmerjenih vrednosti je nad
to vrednostjo, polovica pa jih je pod njo (n=30).

Poleg fenotipskega Suma je bila narejena tudi analiza napake individualne meritve
absorbance in luminiscence. Prikazali smo, kak$ne so razlike v individualnih meritvah 10
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razli¢nih kolonij v 9 urah merjenja (Slika 20, Slika 21). Ob vsakem ¢asu smo izmerili 10
kolonij v treh ponovitvah. Rdeca navpicna Crta oznacuje razpon (povprecje + standardni
odklon). 1z grafikonov (Slika 20, Slika 21) vidimo, da postajajo meritve s ¢asom bolj
razprSene. Razlika v individualnih meritvah se s casom veca. Napaka postaja vecja pri
merjenju absorbance (Slika 20) od 4. ure naprej, pri luminiscenci (Slika 21) pa od 5. ure
naprej.
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Slika 20: Napaka individualne meritve pri merjenju absorbance bakterij Pseudomonas putida pHg4 na
napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek) (n=3).
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Slika 21: Napaka individualne meritve pri merjenju luminiscence bakterij Pseudomonas putida pHg4 na
napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek) (n=3).
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5.4 UMERITVENA KRIVULJA ZA MERJENJE KONCENTRACIJ Hg NA NAPRAVI
SYNERGY H4 HYBRID READER

Meritve (Slika 22) pokaZejo narascajoCe vrednosti luminiscence v odvisnosti od
naras$¢ajocih koncentracij Hg. Najvi§jo luminiscenco dosezejo celice pri koncentraciji Hg
40 ng/L. Celice smo gojili 1, 2, 3 in 4 ure. Preverjali smo, koliko ¢asa je celice potrebno
gojiti, da dobimo linearno umeritveno krivljo (Slika 22). Umeritveno krivuljo smo
pripravili, da lahko na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek) merimo koncentracije
biolosko dostopnega Hg, ¢e je v vzorcu vode koncentracija Hg med 4 pg/L in 40 pg/L . 1z
grafikona (Slika 22) je razvidno, da je bila svetilnost bakterij pri kontroli, za katero smo
uporabili destilirano vodo, pri vseh $tirih merjenih ¢asih zelo majhna in konstantna. 1z tega
lahko sklepamo, da celice oddajajo luminiscenco, a je ta zelo majhna. S ¢asom se sicer
povecCuje, a so v vseh Stirth casovnih obdobjih vrednosti zelo podobne. Interkvartilni
razmik je najmanjsi pri koncentracijah 14, 16 in 40 pg/L. Mediana pa najbolj variira pri
¢asu merjenja 3 in 4 ur, meritve pri 1 uri in 2 urah variirajo manj (Slika 22). Interkvartilni
razmik je najvedji pri 4 urah, najmanjsi pa pri 2 urah. Ekstremnih osamelcev ni prisotnih,
je pa nekaj osamelcev, ki so najbolj o€itni pri meritvah, opravljenih po 4 urah (Slika 22).
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Slika 22: Umeritvena krivulja za merjenje koncentracij Hg na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek).

Legenda oznacuje ¢as, kak$ne umeritvene krivulje smo dobili ob ¢asih merjenja 1, 2, 3 in 4 ur. Srednja ¢rta

okvirja predstavlja mediano. Polovica vseh izmerjenih vrednosti je nad to vrednostjo, polovica pa jih je pod
njo (n=4).
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55 PRIMERJAVA ODZIVNOSTI CELIC Pseudomonas putida pHg4 PRI
RAZLICNIH KONCENTRACIJAH Hg GLEDE NA STAROST IN
SHRANJEVANJE CELIC PRI NIZKI TEMPERATURI

5.5.1 Primerjava odzivnosti celic v odvisnosti od starosti celic

Pogoji, pri katerih gojimo celice, so zelo pomemben dejavnik za ponovljivost in
standardizacijo poskusa. Pri meritvah lahko prihaja do velikih razlik, ¢e celice ne
shranjujemo pri enakih pogojih (Slika 23). Zeleli smo ugotoviti, kako razli¢ni naéini
shranjevanja celic vplivajo na luminiscenco, ki jo oddajajo bakterije. Luminiscenca
bakterij Pseudomonas putida pHg4 je odvisna od koncentracije Hg v vzorcu vode. Visja
kot je koncentracija Hg v vzorcu, bolj bodo celice luminiscirale. V ta namen smo pripravili
razli¢ne koncentracije Hg.

Najslabse so luminiscirale celice, ki so bile hranjene v zamrzovalniku pri temperaturi —80°
C (Slika 23). Sledile so celice, ki so bile stare 39 dni in hranjene pri 4° C, najbolje pa so
luminiscirale celice, stare 7 dni, hranjene pri temperaturi 4° C (Slika 23). Rezultati kazejo,
da so celice, ki so shranjene pri —80° C, povsem neprimerne za opravljanje meritev, prav
tako pa to velja tudi za 39 dni stare celice, saj je vrednost luminiscence prenizka za
ugotavljanje prisotnosti zivega srebra v vzorcu vode. Mediana se pri celicah, starih 7 dni,
povecuje z narasc¢ajoco koncentracijo Hg in doseze najvisjo vrednost pri koncentraciji 16
ug/L (Slika 23). Podobno lahko trdimo tudi za celice, stare 39 dni, vendar so vrednosti
luminiscence precej nizje. Prisoten je le en osamelec, pri 7 dni stari kulturi in koncentraciji
4 ng/L (Slika 23).

s

= I
el & H

el = =

Luminiscenca [RLU]

Koncentracija Hg [ug/L]

Slika 23: Primerjava luminiscence celic Pseudomonas putida pHg4 pri razli¢nih koncentracijah Hg glede na
starost in shranjevanje celic ter pri temperaturi —80° C, v zamrzovalniku. Srednja ¢rta okvirja predstavlja
mediano. Polovica vseh izmerjenih vrednosti je nad to vrednostjo, polovica pa jih je pod njo. Meritev smo

opravili po Casu gojenja 2 ur (n=4).
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5.6 VPLIV POZITIVNEGA LUMINISCENCNEGA SIGNALA Z ZELO VISOKO
LUMINISCENCO NA SOSEDNJE VZORCE NA MIKROTITRSKI PLOSCI

Test smo izvedli tako, da smo postopoma polnili prazne luknjice na mikrotitrski plos¢i z
bakterijami Pseudomonas putida pDNIlux, ki brez indukcije s Hg zelo mo¢no
luminiscirajo. Sprva smo napolnili le eno luknjico in izmerili luminiscenco na celotni
mikrotitrski plos¢i, nato smo napolnili Se 12, 20 in 28 luknjic ter pred vsakim novim
polnjenjem izmerili luminiscenco. Praznim luknjicam na mikrotitrski plo§¢i smo prav tako
vzporedno izmerili vrednost luminiscence, da bi s tem ugotovili, ali mo¢na luminiscenca
vpliva na sosednjo, v tem primeru prazno luknjico. Iz rezultatov (Slika 24) lahko vidimo,
da ima visoka vrednost luminiscence (obarvano moc¢no rdece, na skali oznaceno s Stevilko
200) minimalen vpliv na meritve, ki smo jih izmerili v praznih luknjicah. Vpliv
pozitivnega luminiscencnega signala se je poveceval, ko smo mikrotitrsko plosco
postopoma polnili s celicami Pseudomonas putida pDNIux. Pri interpretaciji rezultatov
moramo upostevati, da merimo pozitiven luminiscencni odziv pri zelo visoki luminiscenci
bakterij Pseudomonas putida pDNIux. Pri nas$i analizi bo luminiscenca velika nizja kot pri
poskusu vpliva pozitivnega luminiscen¢nega signala, zato vpliv ne bo tako visok, da bi
lahko dobili lazno previsoke rezultate.
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Slika 24: Test sipanja luminiscence zunaj obmodja meritve, izveden na mikrotitrski plo§¢i, namenjeni za
merjenje luminiscence. Luknjice, ki so oznagene z moéno rde¢o barvo in imajo na barvni skali enoto 200,
predstavljajo luknjice, v katerih je bil vzorec, ki je oddajal luminiscenco. Legenda prikazuje intenziteto
luminiscence od rdece barve, kjer je luminiscenca najvecja, proti beli.

5.7 UMERITVENA KRIVULJA ZA DOLOCANJE KONCENTRACI] Hg Z
MERJENJEM LUMINISCENCE NA NAPRAVI ACB

Nase raziskovalno delo smo zakljudili s pripravo umeritvene krivulje na napravi ACB.
Standardizirali smo postopek, s katerim lahko na terenu izmerimo vsebnost Zivega srebra v
vzorcu vode, v kateri pricakujemo, da bo koncentracija biolosko dostopnega Zivega srebra
v razponu od 0,1 pg/L do 2,4 pg/L. 1z grafikona (Slika 25), ki prikazuje koncentracije
zivega srebra v odvisnosti od luminiscence pri €asu 2 ur vidimo, da se luminiscenca
povecuje s poveCevanjem koncentracije Hg do 1,2 ng/L. Ob koncentraciji 2,4 pg/L pa
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doseze svoj maksimum. Mediana vrednost luminiscence se z viSanjem koncentracije
zivega srebra v vzorcu vode povecuje. Najvecja razlika se pojavi med koncentracijo 1,2

pg/L in 2,4 ng/L. Najvecji interkvartilni in variacijski razmik pa opazimo pri 2,4 pg/L
(Slika 25).
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Slika 25: Umeritvena krivulja z merjenjem luminiscence na napravi ACB za merjenje koncentracije Hg
(n=16).
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6 RAZPRAVA

Podrocje analitike in raziskovanja, ki temelji na biosenzorjih, se je zacelo pojavljati sredi
leta 1970 in je naredilo do sedaj v znanosti velik korak naprej. Biosenzorji se najpogosteje
uporabljajo na podrocju zivilstva, diagnostike, okolja in medicine. Najve¢ prihodka prinese
podrocje biosenzorjev za medicinsko uporabo.

Magistrska naloga je sestavljena iz dveh delov. Sprva smo optimizirali gojenje celic na
napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Merili smo absorbanco (600 nm) in
luminiscenco bakterij Pseudomonas putida pDNIlux in Pseudomonas putida pHg4 v
odvisnosti od €asa inkubacije na mikrotitrskih ploscah ter razlicnih koncentracij Hg. V
drugem delu naloge pa smo optimizirali gojenje celic z merjenjem luminiscence pri
razli¢nih koncentracijah Hg na avtomatiziranem celicnem biosenzorju (ACB).

6.1 OPTIMIZACIJA GOJENJA CELIC NA NAPRAVI SYNERGY H4 HYBRID
READER (BIOTEK)

Raziskavo smo opravljali z gensko spremenjeno bakterijo Pseudomonas putida, ki je bila
gensko modificirana v projektu Hydronet (Dario, 2008). Mikroorganizem predstavlja
odli¢en modelni organizem, saj ni patogen, kot na primer Pseudomonas aeruginosa, in je
odporen na zivo srebro.

Inokulum za namnozevanje Pseudomonas putida smo sprva pripravili v trdnem gojis¢u LB
(Sigma), tekoce gojis¢e HMM pa smo uporabili za gojenje celic, s katerimi smo merili
vsebnost zivega srebra v pripravljenih poskusnih raztopinah. Gojis¢e HMM je bilo izbrano
zato, ker gre za minimalno gojis¢e z malo hranili, kar pomeni, da celice za¢nejo hitreje
zivega srebra ne bi bilo potrebno metabolizirati. Biogene pretvorbe Hg pa so glavni
dejavnik, zaradi katerega celice za¢nejo oddajati razli¢no intenziteto luminiscence, odvisno
od koncentracije Hg v vzorcu.

Spremljanje luminiscence seva Pseudomonas putida pHg4 (Slika 14) in Pseudomonas
putida pDNIlux (Slika 15) nam je dalo informacijo, koliko Casa je potrebno, da celice
dosezejo svojo najvisjo raven svetilnosti brez indukcije Zivega srebra. Pseudomonas putida
pDNIlux je v nalogi sluzil le kot kontrolni organizem. Vloga kontrolnega organizma je bila,
da celice stalno svetijo z zelo visoko intenziteto luminiscence (Ivask in sod., 2009).
Najvi§ja vrednost luminiscence pri sevu pHg4 (Slika 14) je kar Stirikrat nizja brez
indukcije s Hg od najvi§je vrednosti pri sevu pDNlux (Slika 15). Rezultati meritev
absorbance (Slika 13) in luminiscence (Slika 14, Slika 15) so nam pokazali odvisnost med
absorbanco, torej, med relativnim Stevilom celic in oddajanjem luminiscence. Ugotovili
smo, da se luminiscenca povecuje sorazmerno z absorbanco v odvisnosti od ¢asa, vendar
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in pDNIlux (Slika 15). Sevu pHg4 za¢ne luminiscenca upadati po 8 urah, kljub temu, da se
Absorbanca s ¢asom Se vedno povecuje. Sevu pDNIlux pa zacne luminiscenca padati po 10
urah. 1z tega lahko sklepamo, da sev pHg4 doseZe v krajSem Casu svojo najvisjo intenziteto
luminiscence, sev pDNIux pa do najvisje vrednosti luminiscence potrebuje 2 uri ve¢. Zelo
pomemben dejavnik pri bakterijah, da oddajajo luminiscenco, je Kisik, zato je bilo stresanje
suspenzije z bakterijami tudi mo¢no. Krivulje absorbance (Slika 13) in luminiscence (Slika
14, Slika 15) so primerljiva z raziskavo, kjer so preucevali Vibrio fischeri in Vibrio harveyi
(Kricka in Stanley, 2002). Za emisijo luminiscence in vzdrzevanje luminiscence skozi
daljSe casovno obdobje je bila potrebna visoka ekspresija luXCDABE genov in sinteza
substratov bakterijske luciferaze. Prav tako je bila luminiscenca odvisna od gostote celic in
od gojitvenega okolja. V raziskavi so dali velik pomen zaznavanju celi¢ne gostote (ang.
quorum sensing, QS). Celice komunicirajo med seboj prek signalnih molekul, ki sprozijo v
drugi celici odziv na ravni transkripcije. Bolj kot so celice v blizini drugih celic, ve¢
signalnih molekul jih bo doseglo. V gosti kulturi lahko celice spremenijo svoj fenotip, zato
je informacija o gostoti zelo pomembna. Obstaja ve¢ skupin signalnih molekul, v vsaki
skupini pa so lahko razlike, na primer v dolzini stranskih verig. Z drugimi besedami lahko
signalno molekulo poimenujemo tudi avtoinduktor. Ko celice dosezejo dolo¢eno gostoto
(>10'%/mL), se izrazanje luciferaze ustavi (Kricka in Stanley, 2002).

Nacin priprave bakterij za prekonocno gojenje celic je bil za razvoj biosenzorja pomemben
zato, da smo s tem pridobili podatke, pri kaksnih pogojih bodo celice oddajale vecjo
luminiscenco. Prekono¢no gojenje je tako pri na¢inu priprave inokuluma iz kolonije celic
Pseudomonas putida pHg4 kot tudi pri na¢inu priprave inokuluma iz tekocega gojis¢a celic
Pseudomonas putida pDNIlux potekalo na enak nac¢in. Razlika je bila le v tem, da smo vzeli
inokulum iz dveh razli¢nih virov shranjevanja. Iz grafikona (Slika 16) lahko vidimo, da
razlika v absorbanci ni prevelika, opazimo lahko tudi razliko med luminiscenco (Slika 17)
med na¢inom priprave inokuluma Pseudomonas putida pHg4 iz kolonije ali iz tekocega
gojis¢a. Inokulum iz tekoCega gojis¢a je imel najviSjo vrednost luminiscence (Slika 17) za
priblizno 3,5-krat visjo, kljub zelo podobni absorbanci (Slika 16). 1z tega lahko sklepamo,
da celice ostanejo v veliko boljSem fizioloSkem stanju, ¢e jih kot vcepek vzamemo iz
tekoce kulture, kot v primeru, ¢e bi vcepek za prekono¢no gojenje vzeli iz trdnega gojisca.
V literaturi se po vecini primerov posluzujejo priprave iz kolonije v tekoce gojiSce, nikjer
pa nisem zasledil, da bi nekdo primerjal luminiscenco bakterij na nacin, kot smo ga v
nalogi opisali mi. Vecina opisov temelji na skrajSanju lag faze s poveCanjem volumna
vcepka (Rolfe in sod., 2012).

Veliko pozornosti smo namenili fenotipskemu Sumu, saj nas je zanimalo, kakSna je
ponovljivost meritev luminiscence, ¢e veepke pripravimo iz 10 razlicnih kolonij. Meritve
so pokazale, da so vrednosti absorbance (Slika 18) in prav tako luminiscence (Slika 19) v
prvih urah meritev precej podobne. RazprSenost rezultatov se zacne vecati po 2 urah
meritve (Slika 19). Poleg ugotavljanja variabilnosti rezultatov, ¢e inokulum pripravimo iz
10 razli¢nih kolonij, smo izvedli tudi primerjavo med individualnimi meritvami (Slika 20,
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Slika 21). Individualne meritve prav tako variirajo s ¢asom. Pri grafikonu, Ki prikazuje
luminiscenco (Slika 21), so do druge ure meritve izredno ponovljive. Razlike se za¢nejo
vecati pri podaljsanem casu merjenja (Slika 21). Opazili smo, da je rezultat individualne
meritve v veliki meri odvisen od jakosti luminiscence. Pri visjih vrednostih luminiscence
se individualna napaka veca. Celice seva Pseudomonas putida pHg4 smo prav tako
izpostavili razlicnim pogojem, da bi preverili, kako razlicni dejavniki vplivajo na
luminiscenco celic in ali se luminiscenca pomembno spremeni. Za opravljanje meritev bi
bilo namre¢ najbolj ugodno, da bi celice pripravili v ve¢jih koli¢inah in jih nato zamrznili
pri takih pogojih, da celic ne bi poskodovali. V raziskavi smo to storili tako, da smo kot
krioprotektant uporabili 10 % glicerol. Za krioprotektant bi lahko izbrali tudi DMSO,
vendar je toksi¢en (Simione, 2009). Prednost DMSO je, da prodre globlje v celico, zato
lahko zamrznitev in odmrznitev poteka pocasneje kot pri glicerolu, celica pa je tudi manj
poskodovana (Simione, 2009). Uporablja se pri vecjih in kompleksnejsih celicah. DMSO
in glicerol se po navadi dodajata kot krioprotektanta v koncentraciji 5-10 % (Simione,
2009). Poleg zamrzovanja celic pri temperaturi — 80° C smo izvedli tudi test z razli¢no
starimi celicami. Najbolje so se obnesle celice, ki so bile najmlajse, torej 7 dni stare celice
(Slika 23). 39 dni stare celice pa so imele podobno nizko luminiscenco kot tiste, hranjene v
zamrzovalniku. 1z tega lahko sklepamo, da je najbolje pripraviti ¢im bolj sveze kulture, saj
so odzivi celic veliko boljsi kot pri starejsih oziroma celicah, hranjenih v zamrzovalniku. V
literaturi (Xue-ling, 2008) se lahko zasledi krioprezervacija z metodo tekocega dusika. V
raziskavi so metodo krioprezervacije v tekocem duSiku, pri —196° C preizkusili na
bakterijah Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans in Acidianus
brierleyi s 30 % glicerolom. Raziskava je pokazala odli¢ne rezultate, saj je viabilnost celic
po krioprezervaciji ostala skoraj nespremenjena. Kot alternativo naSemu naéinu
kriprezervacije bi bilo v prihodnosti smiselno preizkusiti nacin shranjevanja s teko¢im
dusikom in raziskati, kako drugacen nacin shranjevanja celic vpliva na luminiscenco
bakterij Pseudomonas putida.

Vpliv mo¢nega pozitivnega signala luminiscence na okolisSke vzorce na mikrotitrski plos¢i
je lahko dejavnik, zaradi katerega dobimo lazno visSje rezultate (interferenca). Na
mikrotitrskih plos¢ah za merjenje luminiscence smo zato opravili test, kjer smo merili
vpliv mocnega luminiscentnega signala na meritve v okoliSkih vzorcih: mocan
luminiscentni signal so oddajale luknjice mikrotitrske ploSce, napolnjene s celicami
Pseudomonas putida pDNIux. Vpliv tega signala pa smo merili v praznih luknjicah v
okolici. Sev pDNIlux smo izbrali, ker smo ga uporabili pri nasi nalogi za kontrolni
organizem, pri katerem vemo, da brez indukcije z Zivim srebrom oddaja visoko
luminiscenco. Svetilnost Pseudomonas putida pDNIux je imela majhen vpliv na okolico
(Slika 24), vendar moramo upoStevati pomemben dejavnik, da so bile vrednosti
luminiscence zelo visoke. Najvi§ja vrednost luminiscence, ki je bila v neposredni bliZini
meritve, je bila 0,07 % (Slika 24). Pri nasih meritvah so luminiscence seva Pseudomonas
putida pHg4 nizje, zato pricakujemo, da pozitivni luminiscenéni signal ne bo imel
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pomembnejSega vpliva na meritve v sosednjih luknjicah mikrotitrske plos¢e. Poleg tega
meritve na ACB potekajo v strogi temi. Naprava je prilagojena zahtevam tako, da je dobro
izolirana od zunanjosti, torej, da do obmocja meritve ne pride nikakr$na svetloba. Prav
tako se mesta, kjer poteka meritev, tesno prilegajo fotopomnozevalki, da
fotopomnozevalka resnicno opravi meritev le na tistem mestu, ki ga mora, brez vpliva
dodatne luminiscence. Problem interference, ¢e bi ta bila zelo visoka, bi se lahko odpravilo
tako, da bi odsteli signal Sum (Atta in sod., 2011).

Raziskavo na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek) smo zakljucili s pripravo
umeritvene krivulje za merjenje koncentracij Hg, kjer smo celice Pseudomonas putida
pHg4 izpostavili razlicnim koncentracijam bioloSko dostopnega Zivega srebra in merili
luminiscenco na vsako uro. Merjenje je trajalo 4 ure. Meritve so pokazale, da je
razprsenost rezultatov meritev najmanj$a po 2 urah, najvecja pa po 4 urah (Slika 22).
Standardna krivulja (Slika 22) lahko sluzi za merjenje onesnazenja s Hg v vzorcu vode.
Raziskava je narejena za merjenje Hg le, Ce je koncentracija Hg v vzorcu med 4 pg/L in 40
ng/L. Ce bi bile koncentracije Hg ve&je od 40 pg/L, bi bile vrednosti vi§je od prikazanih na
grafikonu (Slika 22) oziroma nizje, ¢e bi bile vrednosti pod 4 ug/L. Raziskave gredo
zadnja leta tudi na druga podrocja detekcije tezkih kovin. Metoda, ki se razvija in kaze
dobre rezultate, je t .i. »lab on a chip« (Su in sod., 2010). Mikroorganizmi naj bi bili
imobilizirani na kemijski nacin (kovalentna vezava) ali fizikalni na¢in (adsorpcija ali t. .
ujetost mikroorganizmov). Metoda je obetajo¢a, vendar se poavlja velik problem z
imobilizacijskimi metodami. Kovalentna vezava namre¢ negativno vpliva na viabilnost in
funkcijo celic, problem fizikalne imobilizacije pa je slaba stabilnost (Su in sod., 2010).

6.2 OPTIMIZACIJA GOJENJA CELIC IN AVTOMATIZIRANEGA CELICNEGA
BIOSENZORJA (ACB)

Na podlagi vseh raziskav, ki smo jih naredili s celicami na napravi Synergy H4 Hybrid
reader (BioTek), smo informacije uporabili za pripravo celic za meritve koncentracije Hg
na napravi ACB. Sistem gojenja celic je bil drugacen. Na laboratorijskem nivoju smo
celice gojili na stresalniku, kjer smo z zelo mo¢nim stresanjem zagotavljali dovolj kisika.
Na ACB pa gojitev poteka s prepihovanjem s kisikom. ACB (Dario, 2008) je naprava, Ki
mora delovati na terenu, zato je v eni napravi zdruzenih veliko funkcij, ki smo jih na
laboratorijskem nivoju imeli v lo€enih sklopih. Velik problem je predstavljalo
prepihovanje komorice, kjer je potekala gojitev celic. Najvecja tezava je bilo penjenje.
Tezavo smo odpravili s prepihovanjem v intervalih in se tako izognili nastajanju
mehurckov. Za reSevanje teZzav s penjenjem bi lahko uporabili tudi protipenilce, vendar
obstaja vprasanje, kako bi mikroorganizmi reagirali na protipenilec (Routledge, 2012).
Lahko bi tudi spremenili obliko Kivet, vendar je to stvar, ki lahko ostane na voljo nadaljnji
raziskavi. Naslednje veliko vpraSanje je bilo cCis€enje kivet po opravljeni meritvi.
Mikroorganizmi lahko tvorijo biofilme, zato je bilo potrebno poiskati nacin, kako najbolj
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vpliv na naslednje meritve. Dezinfekcijo komorice smo ocistili s 14 % NaClO, ki
potencialno uni¢i vec¢ino mikroorganizmov na povrsini. Po ¢is¢enju z NaClO je sledilo
spiranje kivet z vodo, ki smo ga ponovili dvakrat. Po ¢iS¢enju je bila naprava zopet
pripravljena na naslednje meritve.

Meritve, opravljene na ACB, ne moremo dobro primerjati z meritvami, opravljenimi na
napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek), saj so bile koncentracije biolosko dostopnega
Hg pri meritvah na napravi ACB manjSe kot na Synergy H4 Hybrid reader (BioTek).
Naprava ACB 1ma zelo obcutljivo fotopomnoZevalko, ki lahko zazna Ze zelo nizke
vrednosti luminiscence, v primerjavi z Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Za meritve
vode na terenu, ki je onesnaZena z Zivim srebrom, je ACB optimizirana za koncentracije
Hg med 0,1 pg/L in 2,4 pg/L. Za merjenje visjih koncentracij Hg bi morali napravo
optimizirati pri vi§jih koncentracijah Hg in v kontroliranih pogojih. Najbolje bi bilo
optimizacijo izvesti v digestoriju, da koncentracije Hg ne bi prihajale v stik s ¢lovekom.
Razvijajo se tudi druge metode merjenja onesnazenosti vode. V raziskavah so se poleg
elektrokemicnih, opti¢nih in kolorimetri¢nih biosenzorjev osredotocili tudi na senzorje, ki
temeljijo na detekciji spremembe tlaka. Razvili so prenosljivo napravo, kjer se meri
bakterijsko respirometrijo (Lei in sod., 2006). Respirometrija se meri s padcem pritiska,
zaradi porabe kisika, ki ga bakterije potrebujejo, ¢e so v stiku z onesnazenim vzorcem.

Biosenzorji imajo Se veliko pomankljivosti, Ki jih je potrebno podrobno raziskati in za njih
poiskati ustrezne resitve. Cilj raziskovalcev, ki delujejo na podrocju biosenzorjev, je,
razviti biosenzorje, ki bi bili odporni na ekstremne pogoje, kot so na primer visoke
temperature, zelo kislo, bazi¢no ali slano okolje. S trenutno razvitimi biosenzorji v
izjemno ekstremnih pogojih ne bi bili sposobni meriti onesnazenosti okolja, saj
mikroorganizmi ne bi preziveli tezkih razmer (Lei in sod., 2006). Pomanjkljivosti morajo
biti za uspeSno izvajanje analiz v tezkih pogojih nujno odpravljene. S trenutnim
napredkom v smeri izboljSav biosenzorjev in moderne biotehnologije je znanja dovolj, da
se pomanjkljivosti, ter tezave biosenzorskih sistemov odpravijo (Lei in sod., 2006).
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7 SKLEPI

Razli¢ni kloni biosenzorskih celic Pseudomonas putida pHg4 so proizvajali
razlicno jakost luminiscence. To lahko razlagamo z raznovrstnostjo klonskih
fenotipov, hkrati pa smo ugotovili, da na jakost luminiscence vpliva tudi
koncentracija Hg.

Pogoji kultivacije biosenzorskih celic Pseudomonas putida pHg4 so vplivali na
jakost luminiscence.

Jakost luminiscence biosenzorskih celic Pseudomonas putida pHg4, glede na
razlicne koncentracije Hg so se spremenile pri prenosu iz odrocne meritve na
avtomatizirano meritev. Pri prenosu odro¢ne meritve (Synergy H4 Hybrid reader
(BioTek)) na avtomatizirano meritev (ACB) je bil na¢in gojenja celic spremenjen.
Rezultatov iz odro¢ne meritve ne moremo primerjati z rezultati meritev na ACB
zaradi visokih koncentracij Hg. Koncentracije Hg niso bile enake na meritvah, ki so
potekale na ACB in na napravi Synergy H4 Hybrid reader (BioTek). Naprava ACB
je bila optimizirana pri niZjih koncentracijah Hg, odrofna meritev pa je bila
optimizirana na visje koncentracije Hg. Zaradi moZnosti izpostavitve strupenega
Hg smo ACB optimizirali na niZje koncentracije Hg.

Merjenje z avtomatizirano biosenzorsko napravo poteka hitreje in enostavneje od
obiCajnega laboratorijskega postopka ter omogoca terenske meritve.
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8 POVZETEK

Za zivo srebro je ve¢ desetletij znano, da je velik okoljevarstveni problem. Hg se lahko
bioakumulira v zivih bitjih. V Sloveniji poznamo nekaj podrocij, ki so znana po povisanih
koncentracijah Hg, to so Trzaski zaliv, porec¢je Soce in Idrijce. Napravo ACB, ki smo jo
optimizirali za biosenzorsko merjenje koncentracij Hg, bi prav zato lahko zelo koristno
uporabili na terenu, kjer bi lahko Ze na mestu vzoréenja izmerili vsebnost Hg. Meritve Hg
na terenu so metodoloSko zahtevne, zato se vecina meritev opravlja v laboratoriju. Velika
prednost ACB je merjenje Hg takoj po odvzetju vzorca, saj se s casom biolosko dostopna
frakcija manjSa in meritve lahko pokazejo napa¢ne koncentracije, ki odstopajo od realnih
koncentracij Hg v okolju. Gojenje celic smo sprva optimizirali na napravi Synergy H4
Hybrid reader (BioTek) in nato Se na napravi ACB. Na napravi Synergy smo dolocili
pogoje detekcije ter ugotavljali, kateri na¢in priprave biosenzorskih bakterij Pseudomonas
putida pHg4 je najbolj primeren za opravljanje meritev. Ugotovili smo, da je za
namnozevanje celic Pseudomonas putida pHg4 primernejSa inokulacija iz tekoCega gojisca
od inokulacije iz trdnega gojis¢a. Na podlagi fenotipskega Suma smo ugotavljali, kaksna je
ponovljivost meritev, ¢e meritev opravljamo po zacetni inokulaciji z razliénimi kolonijami
iz trdnega gojis¢a. Pricakovali in dokazali smo, da se rezultati meritev v tem primeru
razlikujejo. Z razlicnimi nacini priprave celic smo poskusili optimizirati postopek, s
katerim bi bile celice lahko v najkrajSem Casu pripravljene za meritev. S poskusi smo
dokazali, da celice, ki so bile shranjene v zamrzovalniku pri —80° C, in 39 dni stare celice
ne delujejo dovolj dobro za opravljanje meritve, saj je bila luminiscenca (Slika 23), ki so jo
mikroorganizmi proizvajali, prenizka. Vpliv pozitivnega luminiscen¢nega signala z visoko
luminiscenco z bakterijami Pseudomonas putida pDNIlux na okolico je pokazal, da ima
luminiscenca minimalen vpliv na meritve, ki potekajo v neposredni blizini nase meritve.
Zaradi nizjih vrednosti luminiscence, ki jih pricakujemo z merjenji luminiscence z
bakterijami Pseudomonas putida pHg4 na napravi ACB, smo vpliv pozitivnega signala
izlo¢ili. Poskuse na napravi Synergy smo zakljucili s pripravo umeritvene krivulje, s katero
lahko ugotavljamo onesnazenost vode z zivim srebrom, ¢e je pricakovana koncentracija Hg
znotraj obmoc¢ja od 4 pg/L do 40 ug/L. Po zakljuc¢enih poskusih na napravi Synergy smo
optimizirali gojenje senzorskih celic na napravi ACB. Velik problem gojenja bakterij v
komorah je bilo penjenje. Zato je bila naSa naloga optimizirati prepihovanje tako, da se
med gojenjem celic povzro¢a ¢im manj penjenja. Za optimizacijo ACB je bilo potrebno
uporabiti program MatLab, v katerem sem spisal protokol, po katerem je ACB samostojno
opravljala gojenje celic in na koncu meritev ter sterilizacijo sistema. Sterilizacija je morala
biti temeljita, da smo se s tem izognili problemom z biofilmi prejs$njih analiz, ki bi lahko
motili naslednje meritve. ACB smo optimizirali na nacin, da lahko v okolju zaznamo
onesnazenost z zivim srebrom, ¢e so koncentracije Hg med 0,1 pg/L in 2,4 pg/L (Slika 25).
Za optimizacijo naprave za visje koncentracije Hg v vzorcu vode bi bilo potrebno ACB
optimizirati v digestoriju, kar je lahko priloznost za naslednje magistrske ali doktorske
naloge.
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PRILOGA A
Protokol v programu matlab za opravljanje gojitve bakterij in meritev

%MERITEV luminiscence v komoricah (spiranje brizgalke in izpraznitev teko¢ine iz cevk)
%Precrpati sprva celice v komorice, nato spiranje brizgalke z vzorcem, sledi ¢rpanje vzorca v
komorice, nazadnje praznenje cevk

%6KOMOriCa 1---------mmmmmmm oo
VntlPos(s, 4); %ventil za Gojis¢e KE (pHg4)

WpmpChnt(s, 120786); Y%vzames ven vzorec iz Gojis¢a KE (pHg4)
VntlPos(s, 8); %ventil za komorico 1

WpmpChnt(s, 0); %espusti§ pol mL v komorico 1

9OKOMONiCA 2-----m-=mmmmmmm oo
VntlPos(s, 4); %ventil za Gojis¢e KE (pHg4)

WpmpChnt(s, 120786); Y%vzames ven vzorec iz Gojis¢a KE (pHg4)
VntlPos(s, 9); %ventil za komorico 2

WpmpCnt(s, 0); %spusti§ pol mL v komorico 2

%OKOMONiCA 3---==m=mmmmmmmmmm e e e e e
VntlPos(s, 4); %ventil za Gojis¢e KE (pHg4)

WpmpCnt(s, 120786); %vzames ven vzorec iz Gojisc¢a KE (pHg4)
VntlPos(s, 10); %ventil za komorico 3

WpmpChnt(s, 0); %espusti§ pol mL v komorico 3

9OKOMONICA 4-----mmmmmmmmmrm oo oo
VntlPos(s, 4); %ventil za Gojis¢e KE (pHg4)

WpmpCnt(s, 120786); Y%vzames ven vzorec iz Gojis¢a KE (pHg4)
VntlPos(s, 11); %ventil za komorico 4

WpmpChnt(s, 0); %spustis pol mL v komorico 4

%spiranje brizgalke z vzorcem vode----------=-=-==mmmmmmmmmmm oo
for i=1:1:5

VntlPos(s, 6);%ventil vzorec/storage

WpmpCnt(s, 215000); %vsebnost potegne notri iz komorice 1
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpCnt(s, 0); Yespusti§ vse v WASTE

end

%Precrpati vzorec vode v komorice

QOKOMONCA 1---=--m=mnmmmmmm e oo oo e
VntlPos(s, 6);%ventil vzorec(STORAGE)

WpmpCnt(s, 120786); %vzorec notri

VntlPos(s, 8); %ventil za komorico 1

WpmpChnt(s, 0); Y%espusti§ pol mL v komorico 1 (8) (120786 obratov)
%praznenje tekoCine iz cevk z zrakom iz bioreaktorja 1 (je prazen)
VntlPos(s, 5); %ventil za biorektor 1 - celice KE

WpmpCnit(s, 215000); %vzames ven ZRAK

VntlPos(s, 8); %ventil za komorico 1

WpmpChnt(s, 0); %spustis pol mL v komorico 1

QOKOMONICA 2---=--==mm === o oo oo oo e
VntlPos(s, 6);%ventil vzorec(STORAGE)

WpmpCnt(s, 120786); %vzorec notri

VntlPos(s, 9); %ventil za komorico 2

WpmpCnt(s, 0); Y%espusti§ pol mL v komorico 2(9) (120786 obratov)
%praznenje tekoCine iz cevk z zrakom iz bioreaktorja 1 (je prazen)
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VntlPos(s, 5); %ventil za biorektor 1 - celice KE

WpmpChnt(s, 215000); %vzames ven ZRAK

VntlPos(s, 9); %ventil za komorico 2

WpmpCnt(s, 0); %spusti§ pol mL v komorico 2

%KoMOriCa 3---------m-mmm o
VntlPos(s, 6);%ventil vzorec(STORAGE)

WpmpCnt(s, 120786); %vzorec notri

VntlPos(s, 10); %ventil za komorico 3

WpmpCnt(s, 0); %spusti§ pol mL v komorico 3(10) (120786 obratov)
%praznenje tekoCine iz cevk z zrakom iz bioreaktorja 1 (je prazen)
VntlPos(s, 5); %ventil za biorektor 1 - celice KE

WpmpCnt(s, 215000); %vzames ven ZRAK

VntlPos(s, 10); %ventil za komorico 3

WpmpChnt(s, 0); %espusti§ pol mL v komorico 3

QOKOMOKICA 4---mmmmm oo oo oo e
VntlPos(s, 14);%CISTA DESTILIRANA VODA NOTRI!!!! - TO JE KONTROLA
(celice+destilirana voda)

WpmpCnit(s, 120786); %dest. voda notri

VntlPos(s, 11); %ventil za komorico 4

WpmpCnt(s, 0); %spusti§ pol mL v komorico 4(11) (120786 obratov)
%praznenje tekoCine iz cevk z zrakom iz bioreaktorja 1 (je prazen)
VntlPos(s, 5); %ventil za biorektor 1 - celice KE

WpmpCnt(s, 215000); %vzames ven ZRAK

VntlPos(s, 11); %ventil za komorico 4

WpmpChnt(s, 0); %spustis pol mL v komorico 4
disp(NAPOLNITEV KOMORICE Z VZORCEM IN CELICAMI, NA VRSTI JE
PREPIHOVANJE);

%prepihovanje 7200 sekund, to je 1493 enot

for i=1:1:1493 %prepihoval bom s 3 s pavzo, da mehurcki izginejo, to je 2 h prepihovanja
AirPumps(s, bin2dec('001111");

pause(1);

AirPumps(s, bin2dec('000000");

pause(1)

pause(1)

end

%konec prepihovanja na vrsti je meritev

disp(KONEC PREPIHOVANJA, NA VRSTI JE MERITEV);
%meritev luminiscence v komorice

MmeriteV 1------------m-mommmmmmmme -

ftpmnRez = zeros(1,4);%

for i=1:1:1%zanka se ponovi dvakrat

FtpmPos(s,1);

AirPumps(s, bin2dec('000111");

[status ftpmnRez(i, 1)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,2);

AirPumps(s, bin2dec('001011");

[status ftpmnRez(i, 2)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,3);

AirPumps(s, bin2dec('001101");

[status ftpmnRez(i, 3)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,4);
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AirPumps(s, bin2dec('001110%);

[status ftpmnRez(i, 4)] = FtpmMeasure(s, 100);
end

xlswrite('meritev1.xls', ftpmnRez);
disp(‘izvedel 1 meritev');

%meritev luminiscence v komorici meritev 2 -
ftpmnRez = zeros(1,4);%

for i=1:1:1%zanka se ponovi dvakrat
FtpmPos(s,1);

AirPumps(s, bin2dec('000111"));

[status ftpmnRez(i, 1)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,2);

AirPumps(s, bin2dec('001011"));

[status ftpmnRez(i, 2)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,3);

AirPumps(s, bin2dec('001101"));

[status ftpmnRez(i, 3)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,4);

AirPumps(s, bin2dec('001110");

[status ftpmnRez(i, 4)] = FtpmMeasure(s, 100);
end

xIswrite('meritev2.xIs', ftpmnRez);
disp(‘izvedel 2 meritev');

%meritev luminiscence v komorici meritev 3 -
ftpmnRez = zeros(1,4);%

for i=1:1:1%zanka se ponovi dvakrat
FtpmPos(s,1);

AirPumps(s, bin2dec('000111");

[status ftpmnRez(i, 1)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,2);

AirPumps(s, bin2dec('001011");

[status ftpmnRez(i, 2)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,3);

AirPumps(s, bin2dec('001101");

[status ftpmnRez(i, 3)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,4);

AirPumps(s, bin2dec('001110");

[status ftpmnRez(i, 4)] = FtpmMeasure(s, 100);
end

AirPumps(s, bin2dec('000000Y);
xlswrite('meritev3.xls', ftpmnRez);
disp(‘izvedel 3 meritev');

%meritev luminiscence v komorici meritev 4
ftpmnRez = zeros(1,4);%

for i=1:1:1%zanka se ponovi dvakrat
FtpmPos(s,1);

AirPumps(s, bin2dec('000111");

[status ftpmnRez(i, 1)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,2);

AirPumps(s, bin2dec('001011");

[status ftpmnRez(i, 2)] = FtpmMeasure(s, 100);
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FtpmPos(s,3);

AirPumps(s, bin2dec('001101"));

[status ftpmnRez(i, 3)] = FtpmMeasure(s, 100);
FtpmPos(s,4);

AirPumps(s, bin2dec('001110");

[status ftpmnRez(i, 4)] = FtpmMeasure(s, 100);
end

AirPumps(s, bin2dec('000000"));
xlswrite('meritev4.xIs', ftpmnRez);
disp(‘izvedel 4 meritev');

%meritev luminiscence v komorici meritev 5
ftpmnRez = zeros(1,4);%

for i=1:1:1%zanka se ponovi dvakrat
FtpmPos(s,1);

AirPumps(s, bin2dec('000111"));
[status ftpmnRez(i, 1)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,2);

AirPumps(s, bin2dec('001011"));

[status ftpmnRez(i, 2)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,3);

AirPumps(s, bin2dec('001101"));

[status ftpmnRez(i, 3)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,4);

AirPumps(s, bin2dec('001110");

[status ftpmnRez(i, 4)] = FtpmMeasure(s, 100);

end

AirPumps(s, bin2dec('000000");

xlswrite('meritev5.xls', ftpmnRez);

disp(‘izvedel 5 meritev');

%meritev luminiscence v komorici meritev 6 -
ftpmnRez = zeros(1,4);%

for i=1:1:1%zanka se ponovi dvakrat

FtpmPos(s,1);

AirPumps(s, bin2dec('000111");

[status ftpmnRez(i, 1)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,2);

AirPumps(s, bin2dec('001011");

[status ftpmnRez(i, 2)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,3);

AirPumps(s, bin2dec('001101");

[status ftpmnRez(i, 3)] = FtpmMeasure(s, 100);

FtpmPos(s,4);

AirPumps(s, bin2dec('001110Y);

[status ftpmnRez(i, 4)] = FtpmMeasure(s, 100);

end

AirPumps(s, bin2dec('000000Y);

xlswrite('meritev6.xls', ftpmnRez);

disp(‘izvedel 6 meritev');

%prenos vseh tekoCin v waste--------=-----===m-mmmmmmmmmm oo
%OKOMOFICA 1-----=n=mmmmmmm oo oo oo o e
for i=1:1:2
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VntlPos(s, 8);%ventil komorica 1

WpmpCnt(s, 215000); %vsebnost potegne notri iz komorice 1
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpChnt(s, 0); %spustis vse v WASTE

end

QOKOMONICA 2----mmmmm e oo o o
for i=1:1:2

VntlPos(s, 9);%ventil komorica 2

WpmpCnt(s, 215000); %vsebnost potegne notri iz komorice 2
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpChnt(s, 0); %spustis vse v WASTE

end

%6KOMOriCa 3-----m---mmmmmmm oo
for i=1:1:2

VntlPos(s, 10);%ventil komorica 3

WpmpCnt(s, 215000); %vsebnost potegne notri iz komorice 3
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpChnt(s, 0); %spustis vse v WASTE

end

QOKOMOKICA 4--mmmmmm s e oo e e
for i=1:1:2

VntlPos(s, 11);%ventil komorica 4

WpmpCnit(s, 215000); %vsebnost potegne notri iz komorice 4
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpCnt(s, 0); Yespusti§ vse v WASTE

end

%spraznenje cevk pred sterilizacijo---------------=-=-= - mmmmmmmo-
VntlPos(s, 5);%prazen bioreaktor

WpmpCnt(s, 215000); %vsebnost potegne notri iz komorice 4
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpCnt(s, 0); Yospusti§ vse v WASTE




Lovsin A. Optimizacija kontinuirne meritve biolosko dostopne frakcije Hg v vzorcu vode.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

PRILOGA B
Protokol za sterilizacijo kivet

%spiranje kivet z NaCIO

AirPumps(s, bin2dec('001111"));

%komorica 1 (spiranje z NaClO) -----------=-=-mmmmmmmmm oo
VntlPos(s, 2);%ventil NACIO

WpmpChnt(s, 215000); %NaClO notri

VntlPos(s, 8); %ventil za komorico 1

WpmpChnt(s, 0); %spustis NACIO ven -
VntlPos(s, 2);%ventil NACIO

WpmpChnt(s, 100000); %NaClO notri

VntlPos(s, 8); %ventil za komorico 1

WpmpChnt(s, 0); %s

pustis

%komorica 2 (spiranje z NaClO)------------=-m-mmmmmmem oo
VntlPos(s, 8);%ventil komorica 1, kjer je NaCIO

WpmpCnit(s, 215000); %NaClO notri

VntlPos(s, 9); %ventil za komorico 2

WpmpChnt(s, 0); %ospusti§ NACIO ven--------------------------
VntlPos(s, 8);%ventil komorico 1

WpmpCnt(s, 100000); %NaClO notri

VntlPos(s, 9); %ventil za komorico 2

WpmpCnit(s, 0); %spustis

%komorico 3 (spiranje z NaClQ)--------==nmmmmmmm oo
VntlPos(s, 9);%ventil komorico 2, kjer je NaCIO

WpmpCnt(s, 215000); %NaClO notri

VntlPos(s, 10); %ventil za komorico 3

WpmpCnt(s, 0); %spusti§ NACLO ven-------------==-----------
VntlPos(s, 9);%ventil komorico 2

WpmpCnt(s, 100000); %NaClO notri

VntlPos(s, 10); %ventil za komorico 3

WpmpCnt(s, 0); Yespustis

%komorico 4 (spiranje Z NaClQ)--------===mmmmmm oo
VntlPos(s, 10);%ventil komorico 3, Kjer je NaCIO

WpmpCnt(s, 215000); %NaClO notri

VntlPos(s, 11); %ventil za komorico 4

WpmpCnt(s, 0); Y%spusti§ NACLO ven--------------------------
VntlPos(s, 10);%ventil komorico 3

WpmpCnt(s, 100000); %NaClO notri

VntlPos(s, 11); %ventil za komorico 4

WpmpChnt(s, 0); Y%spustis

%prenos NaClO iz zadnje komorice - komorice 4, v WASTE-----------------
VntlPos(s, 11);%ventil komorico 4, Kjer je NaCIO
WpmpCnit(s, 215000); %NaClO notri
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE
WpmpChnt(s, 0); %spustis NACLO ven v WASTE
VntlPos(s, 11);%ventil komorico 4
WpmpCnit(s, 215000); %NaClO notri
VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE
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WpmpCnt(s, 0); Yespustis

disp(KOMORICE SPRANE Z NACIOY;

%komorice sem spral z NaClO, sledilo bo se DVAKRATNO spranje z destilirano
%vodo iz slota 14

%spiranje kivet z vodo

%komorico 1 (spiranje Z VO0)----------=-==mmmmmmmm oo
for i=1:1:2

VntlPos(s, 14);%ventil za VODO

WpmpChnt(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 8); %ventil za komorico 1

WpmpChnt(s, 0); Yospusti§ vodo ven--------------------------
VntlPos(s, 14);%ventil voda

WpmpChnt(s, 100000); %voda notri

VntlPos(s, 8); %ventil za komorico 1

WpmpChnt(s, 0); %spustis

%iz komorice 1 V WASTE------------mmmm oo
VntlPos(s, 8);%ventil komorico 1

WpmpCnit(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil WASTE

WpmpChnt(s, 0); Yospusti§ vodo ven--------------------------
VntlPos(s, 8);%ventil komorico 1

WpmpCnit(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpChnt(s, 0); %spustis

%komorico 2 (spiranje z vodo)
VntlPos(s, 14);%ventil za VODO

WpmpCnt(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 9); %ventil za komorico 2

WpmpCnt(s, 0); Yespusti§ vodo ven------------=--==-=-------
VntlPos(s, 14);%ventil voda

WpmpCnt(s, 100000); %voda notri

VntlPos(s, 9); %ventil za komorico 2

WpmpCnt(s, 0); Yespustis

%iz komorice 2 V WASTE--------------mmmmmmmmm oo
VntlPos(s, 9);%ventil komorico 2

WpmpCnt(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil WASTE

WpmpChnt(s, 0); Yospusti§ vodo ven--------------------------
VntlPos(s, 9);%ventil komorico 2

WpmpCnit(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpChnt(s, 0); Y%spustis

%komorico 3 (spiranje z VOd0) -------====mmmmmmmmm oo
VntlPos(s, 14);%ventil za VODO

WpmpCnit(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 10); %ventil za komorico 3

WpmpChnt(s, 0); %spustis vodo ven-----------=====-====-=---
VntlPos(s, 14);%ventil voda

WpmpCnt(s, 100000); %voda notri

VntlPos(s, 10); %ventil za komorico 3

WpmpCnt(s, 0); Yespustis
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%iz komorice 3 V WASTE-------------m-mmm oo
VntlPos(s, 10);%ventil komorico 3

WpmpChnt(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil WASTE

WpmpCnt(s, 0); Yospusti§ vodo ven--------------------------
VntlPos(s, 10);%ventil komorico 3

WpmpChnt(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpChnt(s, 0); Y%spustis

%komorico 4 (spiranje Z VO0)--------=-=-==m=mmmmmmm oo
VntlPos(s, 14);%ventil za VODO

WpmpChnt(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 11); %ventil za komorico 4

WpmpCnt(s, 0); Yospusti§ vodo Ven--------------------------
VntlPos(s, 14);%ventil voda

WpmpChnt(s, 100000); %voda notri

VntlPos(s, 11); %ventil za komorico 4

WpmpChnt(s, 0); %spustis

%iz komorice 4 V WASTE-----------mmmmmm oo
VntlPos(s, 11);%ventil komorico 4

WpmpCnit(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil WASTE

WpmpChnt(s, 0); Yospusti§ vodo ven--------------------------
VntlPos(s, 11);%ventil komorico 4

WpmpCnt(s, 215000); %voda notri

VntlPos(s, 13); %ventil za WASTE

WpmpCnt(s, 0); Yespustis

end

AirPumps(s, bin2dec('000000");

disp(KOMORICE SPRANE Z VODO DVAKRATY);




