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Mikrocistini so najpogostejsi toksini cianobakterij. Prisotnost mikrocistinov v vodi
negativno vpliva na kopenske in vodne organizme ter na zdravje ljudi. V
magistrskem delu smo izvedli elektrokemijsko razgradnjo mikrocistina [D-Asp’]
MC-RR v Jaworski mediju z uporabo z borom dopirane diamantne elektrode
(BDDA) ter preverili biolosko aktivnost produktov razgradnje s testom inhibicije
proteinske fosfataze 1 (PP1). Elektrokemijsko razgradnjo smo izvedli na dva
nacina: Sarzno preto¢no ucinkovanje in kontinuirano preto¢no ucinkovanje z
mesSanjem. Pri obeh nacinih smo razgrajevali 10 uM mikrocistina v 10 ml vzorca
pri 80 mA toka in pretoku 10 ml/min. Razgradnjo in nastajanje produktov
razgradnje mikrocistina smo spremljali s HPLC / PDA (tekocinska kromatografija
visoke lo¢ljivosti / fotodiodni detektor). Po 50 minutah ucinkovanja BDDA na
nacin Sarznega preto¢nega ucinkovanja se je razgradilo 67 % mikrocistina. Veliko
bolj ucinkovita je bila razgradnja po 50 minutah kontinuiranega pretocnega
ucinkovanja z meSanjem, saj se je razgradilo 91 % mikrocistina. S Casom
ucinkovanja se je bioloSka aktivnost mikrocistina in produktov razgradnje
zmanjSevala. Po 50 minutah kontinuiranega preto¢nega ucinkovanja z meSanjem
ima mikrocistin zmanjSano inhibitorno aktivnost v primerjavi z mikrocistinom pred
tretiranjem. Po dobljenih rezultatih je BDDA tehnologija uspeSna metoda
razgrajevanja mikrocistina raztopljenega v Jaworski mediju.
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Microcystins are the most common cyanobacterial toxins. The presence of
microcystins in water has a negative impact on terrestrial and aquatic organisms
and human health. In this thesis, we carried out the electrochemical degradation of
microcystins [D-Asp’] MC-RR in Jaworski medium using the electrodes with
boron-doped diamond anode (BDDA) and tested the biological activity of
degradation products with protein phosphatase 1 (PP1) inhibition assay.
Electrochemical degradation was performed in two ways: continuous flow mode
with stirring and batch flow mode. In both modes we degraded 10 uM of
microcystins dissolved in 10 ml sample at 80 mA and at current flow 10 ml/min for
50 minutes. Degradation and the formation of microcystin degradation products
was monitored by HPLC / PDA (high performance liquid chromatography / photo
diode array). The biological activities of microcystin and the degradation products
were decreased by both methods. However, continuous flow mode with stirring was
the more effective method for degrading microcystin, degrading 91 % of
microcystins compared to 67 % of microcystin degraded using the batch flow
mode. After 50 minutes of continuous flow mode with stirring the microcystin
reduced inhibitory activity in comparison with microcystin before treatment.
According to the obtained results BDDA technology is an effective method for the
decomposition of microcystins dissolved in Jaworski medium.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Abs. absorbanca
a. e. arbitrarne enote
Ala alanin

ANTX-a anatoksin A

Arg arginin

Asp asparaginska kislina

BDDA z borom dopirana diamantna anoda (ang. boron doped diamond anode)
BSA goveji serumski albumin (ang. bovin serum albumin)

Bl tiamin

B12 kobalamin

CYL cilindrospermopsin

Cys cistein

Da dalton

DAF flotacije z raztopljenim zrakom (ang. dissolved air flotation)
D-Asp desnosucna asparaginska kislina

DTT ditiotreitol

e elektron

EDTA etildiaminotetraocetna kislina

EDTAFeNa raztopina EDTA z Zelezom (Fe) in natrijem (Na)

EDTANa raztopina EDTA z natrijem (Na).

GAC aktivni ogljik v granulah (ang. granulated activated carbon)
H* vodikov proton

HPLC / PDA tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivost (ang. high performance liquid
chromatography) / fotodiodni detektor (ang. photo diode array)
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IARC Mednarodna agencija za raziskave o raku (ang. International Agency for
Research on Cancer)

1Cso koncentracija inhibitorja, ki zmanjSa aktivnost encima za polovico
k naklon premice
Ko negativna kontrola: izoliran mikrocistin redéen v Jaworskem mediju do

kon¢ne koncentracije 10 pM; negativna kontrola ni bila vodena skozi
BDDA elektrolitsko celico

K kontrola: izoliran mikrocistin redéen v Jaworskem mediju do koncne
koncentracije 10 uM ter enkrat voden skozi neaktivno BDDA elektrolitsko
celico; s tem se je dolocilo, koliko mikrocistina se izgubi zaradi samega
pretoka (vezanje na stene elektrolitske celice) in ne zaradi elektrokemiéne
razgradnje

Kn negativna kontrola inhibicije: encimska aktivnost proteinske fosfataze 1
brez mikrocistina

A valovna dolzina

LDs letalna doza 50 (ang. lethal dose 50) je smrtni odmerek, pri katerem pogine
50 % poskusnih osebkov

Leu levcin

MC-LR mikrocistin s spremenljivima aminokislinama L-levcinom in L-argininom
MC-RR mikrocistin z L-argininom na obeh spremenljivih mestih

MC-YR mikrocistin z zamenljivima aminokislinama L-tirozinom in L-argininom
Met metionin

min minuta

uS elektri¢na prevodnost v mikro siemensih

NOD nodularin

OH’ hidroksilni radikal

PAC aktivni ogljik v prahu (ang. powdered activated carbon)

Phe fenilalanin
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TDI
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Vk
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V20
V30
V40

V50

pozitivna kontrola inhibicije: encimska aktivnost proteinske fosfataze 1 in
izoliranega mikrocistina v razli¢nih koncentracijskih obmoc¢jih

p-nitrofenilfosfat

proteinska fosfataza 1

proteinska fosfataza 2

proteinska fosfataza 2, podenota A
proteinska fosfataza 2, podenota B
proteinska fosfataza 2, podenota C

ribosomska ribonukleinska kislina (ang. rRNA: ribosomal Ribonucleic
Acid)

sekunda

dopustni dnevni vnos (ang. tolerable daily intake)
2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol — vodikov klorid
tirozin

enota encima, ki katalizira pretvorbo 1 uM substrata/min
ultravijolicno valovanje

ultravijolicno valovanje z valovno dolzino od 290 do 320 nm
volt

vzorec z redéenim mikrocistinom v Jaworskem mediju do kon¢ne
koncentracije 10 uM in voden skozi BDDA elektrolitsko celico na nacin
kontinuiranega preto¢nega u¢inkovanja z mesanjem

vzorec kontinuiranega pretocnega ucinkovanja z meSanjem po 10 minutah
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vzorec z redéenim mikrocistinom v Jaworskem mediju do kon¢ne
koncentracije 10 pM in voden skozi BDDA elektrolitsko celico na nacin
Sarznega pretocnega ucinkovanja

vzorci Sarzno pretocnega uc¢inkovanja po 1 minuti
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1 UvOD

Cianobakterije so organizmi, ki jih uvr§¢amo med najstarejSe prokarionte in izmed prvih,
ki so sposobni opravljati oksigeno fotosintezo (Yadav in sod., 2011). V razred
Cyanophyceae spada po klasifikaciji mednarodnega pravilnika za botani¢éno nomenklaturo
150 rodov, v Kkaterih je 2000 vrst (Van den Hoek, 1995). Cianobakterije za rast potrebujejo
enostavna hranila, kot so soli in organske snovi (Sedmak, 2012), glavni na¢in pridobivanja
energije je fotosinteza (Schopf, 1993, 2000). Nezahtevnost cianobakterij je razlog za
njihov razmah v 50 % evtrofnih jezer po vsem svetu (Sedmak, 2012). Med rastjo
cianobakterije proizvajajo razli¢ne sekundarne metabolite, med njimi tudi za druga Ziva
bitja zelo strupene cianotoksine (Yadav in sod., 2011). Slednje je sposobno izdelovati okoli
40 od 150-ih rodov (Van Apeldoorn in sod., 2007). Toksi¢na cvetenja cianobakterij so
zabelezena v kar 29 drzavah na petih celinah (Sarma, 2012). Imajo negativen ekoloski,
biogeokemicni, zdravstveni in ekonomski vpliv (Pearl in sod., 2011). Prvi zapis o
potencialno toksicnem cianobakterijskem cvetenju v Sloveniji je iz leta 1991 (Sedmak in
Kosi, 1991). Cvetenja cianobakterij so znacilna predvsem za SV del Slovenije. Med
vodnimi telesi, v katerih nastopajo vsakoletna cvetenja, je tudi Blejsko jezero (Sedmak in
Kosi, 1997).

Mikrocistini so najpogostejsi cianotoksini v cianobakterijskih cvetenjih. So znotrajceli¢ni
hepatotoksini. Glavni producenti mikrocistinov so cianobakterije iz rodov: Microcystis,
Nostoc, Anabaena in Planktothrix. Pri vrsti Planktothrix rubescens je tudi v Sloveniji
izrazito prisoten [D-Asp®] mikrocistin-RR z variabilnimi aminokislinami Asp? in Asp*
(Grach-Pogrebinsky in sod., 2004). Mikrocistini delujejo inhibitorno na proteinske serin /
treonin fosfataze tipa 1 in 2A, kar povzro¢i reorganizacijo skeletnih elementov in
posledi¢no deformacijo celic (Rao in sod., 2002). Dovoljena koncentracija mikrocistina v
pitni vodi je 1 pg/l skupnega MC-LR oziroma, dopustni dnevni vnos (TDI) je 0,04 ug/kg
telesne teze (Cyanobacterial ..., 2003).

Poznamo razlicne metode priprave pitne vode, ki naj bi uporabnike zascitile pred
izpostavljenostjo cianotoksinom. Delimo jih na tiste, ki onesnazilo odstranijo, in tiste, ki ga
razgradijo. lIzbira postopka je odvisna od kakovosti vodnega vira in od zakonodaje
posameznih drzav (Merel in sod., 2013).

V zadnjih letih se je razvila metoda elektrokemijske oksidacije (Zhang in sod., 2009), ki je
okolju prijazna metoda ¢iS€enja vode, saj lahko razgradi razlicna bioloska onesnazevala.
Kot odli¢en material se je izkazala z borom dopirana diamantna anoda (BDDA). Le-ta ima
visoko anodno stabilnost in visok nad-potencial. Visok nad-potencial (+3,55 V) omogoca
generiranje intermediata razgradnje vode - hidroksilnih radikalov (OH"), ki reagirajo z
organskimi onesnazili in jih popolnoma mineralizirajo (Panizza in Cerisola, 2005).
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1.1 CILJI NALOGE
1. Izolirati mikrocistnin iz naravne kulture Planktothrix rubescens iz Blejskega jezera.
2. Razgraditi mikrocistin z borom dopirano diamantno anodo (BDDA).

3. S spreminjanjem parametrov (pretok skozi elektrolitsko celico, tok, napetost) ugotoviti
proces razgradnje mikrocistina.

4. Ugotoviti produkte razgradnje (HPLC / PDA).

5. Ugotavljanje toksi€nosti produktov razgradnje (inhibicija PP1).

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
Pred zacetkom eksperimentalnega dela smo postavili naslednji hipotezi.
1. Z BDDA lahko uspesno razgradimo mikrocistin pridobljen iz kulture cianobakterij.

2. Produkti razgradnje mikrocistina ne bodo izkazovali toksi¢nih ucinkov, oziroma bo
priSlo do popolne mineralizacije toksina.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 SPLOSNO O CIANOBAKTERIJAH

Cianobakterije so ena najstarej$ih skupin organizmov na Zemlji, stare vsaj 3,5 milijarde
let. S svojim mnozi¢nim pojavljanjem so oblikovale oksi¢no atmosfero nasega planeta in s
tem omogocile razvoj zivljenja, kakrSnega poznamo danes (Schopf, 1993; Catling in
Claire, 2005). Cianobakterije so pomembni primarni producentje, skupaj z algami
opravljajo ve¢ kot polovico fotosinteze na planetu. Tudi zaradi sposobnosti fiksacije dusika
imajo pomembno vlogo pri biogeokemijskem krozenju snovi v naravi (Rai, 1990).

Cianobakterije, kot jih poznamo danes, so aerobne fotoavtotrofne bakterije. Njihov glavni
nacin pridobivanja energije je fotosinteza. Njithovo razmnoZevanje poteka s cepitvijo. V
literaturi pogosto navajajo, da so cianobakterije po Gramu negativne bakterije, vendar v
zadnjem Casu znanstveniki ugotavljajo, da imajo znacilnosti tako po Gramu negativnih kot
pozitivnih bakterij (Schopf, 1993, 2000). Cianobakterije, ali kot je ponekod Se vedno v
uporabi izraz modrozelene cepljivke, so prokarionti. Nimajo jasno razmejenega jedra, niti
ostalih organelov in imajo precej manjSe celice kot alge. Obsezen del notranjosti
cianobakterijske celice zapolnjujejo tilakoide, kjer so namesceni fotosintezni pigmenti.
Zeleni klorofil a lahko prekrivajo karotenoidi in razli¢ni pomozni pigmenti: fikocianini,
alofikocianini in fikoeritrini. Zaradi prisotnosti razlicnih barvil ima barva celic in
posledi¢no cianobakterijskega cveta razpon od modrozelene do vijolicne. Tako lahko tudi
na podlagi barve lo¢imo cianobakterijski cvet od ostalih fitoplanktonskih cvetenj. Pomozni
pigmenti omogocajo zajemanje svetlobe v SirSem delu spektra kot ostali fitoplanktonti (od
600 — 650 nm) in zaradi tega lahko uspesno prezivijo tudi pri nizkih intenzitetah svetlobe,
saj uspesno izrabljajo tiste dele svetlobnega spektra, ki jih drugi fitoplanktonski organizmi
ne morejo (Cohen-Bazire in Bryant, 1982). Ekolosko prednost predstavljajo tudi plinski
mehurcki, ki so pomembna znacilnost nekaterih vrst cianobakterij. Z njihovo pomocjo
uravnavajo svoj polozaj v vodnem stolpcu in tako najbolje izkoriscajo fizikalne (svetlobo)
in kemijske (hrano) dejavnike okolja (Walsby, 1978).

Cianobakterije taksonomsko razvr§¢amo z uporabo S$tevilnih genetskih analiz in
kemotaksonomskih metod (analiza 16S in 23S rRNK, uporaba oznaevalcev, prisotnost
specificnih poliaminov, pigmentov itd.), vendar se za hitro dolocanje toksi¢nih
cianobakterij Se vedno uporablja tudi klasi¢na taksonomija, ki temelji na morfoloskih,
ekoloskih in razvojnih znacilnostih posamezne vrste (Anagnostidis in Komarek, 1985, cit.
po Sedmak, 2012; Komarek in Anagnostidis, 1986, cit. po Sedmak, 2012; Staley in sod.,
1989, cit. po Sedmak, 2012). Glede na osnovno morfologijo cianobakterije razdelimo na
kroglicaste enoceli¢ne ali kolonijske ter na mnogocelicne nitaste, ki so lahko razvejane ali
ne razvejane (Sedmak, 2012). Cianobakterije razvr§¢amo tudi glede na ekotipe: na
planktonske cianobakterije, ki Zivijo v vodnem stolpcu, in na bentonSke cianobakterije, ki
Zivijo pritrjeno na dnu vodnega telesa in se le ob¢asno pojavijo na vodni povrSini (Mur in
sod., 1993; The molecular ..., 1994).
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2.2 MASOVNO POJAVLJANJE CIANOBAKTERIJ - CVETENJE

Narascanje prebivalstva in posledi¢no industrijske ter kmetijske proizvodnje pomeni
povecevanje ne le potreb po pitni vodi, ampak tudi njeno onesnazevanje. Evtrofikacija
voda, ki je sicer naravni pojav, je mocno povezana s ¢lovesko aktivnostjo. Povecuje se
vnaSanje hranil antropogenega izvora iz komunalnih voda ter izpiranje gnojil iz agrarnih
povrsin, s ¢imer se ustvarijo razmere za prekomeren razmah Stevilnih organizmov, med
njimi tudi strupenih cianobakterij. Hranila, ki jih za svojo rast potrebujejo cianobakterije,
so lahko Ze preproste soli in organske snovi. Ravno ta nezahtevnost in moZnost
prilagajanja jim omogoca popolno prevlado v evtrofnih vodah in ustvarjanje velike
biomase. V povprecju naj bi bilo 50 % vseh jezer evtrofnih. Evtrofikacija ne prizadene le
jezer ampak tudi pocasi tekoce reke (Sedmak, 2012).

Pojav cianobakterijskega cveta nima mednarodne definicije niti kvantifikacije. V sploSnem
gre za povecano produkcijo cianobakterijske biomase v kratkem Casovnem intervalu z
majhno fitoplanktonsko diverziteto znotraj cveta (Merel in sod., 2013). Kolaps
cianobakterij, ki so sposobne tvoriti toksine, lahko privede do sprostitve velike koli¢ine le-
teh v vodo (Blom in sod., 2001). Do razpada cveta lahko pride zaradi uvajanja kemikalij,
kot sta bakrov sulfat (Sedmak, 2012) in klor (Azevedo in sod., 2002), oziroma je razpad
cveta posledica staranja le-tega (Sedmak, 2012). Cianobakterije, ki so sposobne tvoriti
toksi¢na cvetenja, pripadajo rodovom Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Microcystis, Oscillatoria, Planktothrix, Phormidium, Nodularia in
Nostoc (Pearl in sod., 2011).

Do cvetenj prihaja predvsem v poletnih in jesenskih mesecih, vendar so vse bolj pogosta
tudi zimska cvetenja, saj cianobakterije lahko prezivijo pod ledom (Sedmak, 2006).
Cvetenje cianobakterij ima negativen vpliv ne le na Zivali in ljudi, temve¢ tudi na vodno
okolje in zivljenje v njem, saj se zaradi cianobakterijskega cvetenja zmanjSuje
biodiverziteta. Cianobakterije imajo namre¢ hitrejSo rast kot vecina fitoplanktonskih
organizmov, zato jih lahko izrinejo (Sedmak in Kosi, 1998). Zaradi cvetenja pa obstaja tudi
nevarnost anoksije. Velika biomasa cianobakterij lahko v noc¢nih urah, ko je dihanje
intenzivno in ni fotosinteze, porabi ves razpolozljiv Kisik v vodnem telesu, kar lahko
privede k poginu vseh na pomankanje kisika obcutljivih Zivih bitij v vodi (Sedmak, 2012).

Negativni vplivi so ekoloski, biogeokemic¢ni, zdravstveni ter tudi ekonomski. Ogrozena je
ekoloska integriteta in trajnostna uporaba Stevilnih vodnih teles po vsem svetu (Pearl in
sod., 2011). Sarma (2012) navaja kar 29 drzav na petih celinah, kjer so opazili toksi¢no
cvetenje cianobakterij. Na pogostejse pojavljanje toksi¢nih sojev cianobakterij lahko vpliva
tudi povecano UVB sevanje, ki spremlja globalne spremembe klime (Yi in sod., 2013).
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2.2.1 Cvetenje cianobakterij v Sloveniji

Jezera v Sloveniji naceloma niso vir pitne vode, uporabljamo jih za razli¢ne rekreativne
dejavnosti, ribolov in napajanje zivine (Remec-Rekar in Bat, 2003). Cvetenja cianobakterij
znizuje estetsko vrednost, rekreacijsko uporabnost, uporabnost v kmetijstvu ter

predstavljajo resno tveganje za ljudi, zivino, divjad ter vodne organizme (Sedmak in sod.,
2008).

Prvo porocdilo o potencialni toksi¢nosti cvetenj cianobakterij v Sloveniji je iz leta 1991
(Sedmak in Kosi, 1991). V Sloveniji je cianobakterijsko cvetenje znacilno predvsem za SV
drzave. Na tem obmocju je razSirjeno kmetijstvo, kar je eden od razlogov za evtrofikacijo
vodnih teles. Cvetenja se tu pojavljajo redno in so masovnih razseznosti. Na S in SZ je
Alpski svet z visokogorskimi jezeri, kjer cvetenj ni, z izjemo Blejskega jezera (Sedmak in
Kosi, 1997).

2.2.1.1 Blejsko jezero

Blejsko jezero je poleg Bohinjskega edino vecje naravno stalno jezero v Republiki
Sloveniji. Zaradi turisti¢ne tradicije in naravnih lepot je najbolj znano slovensko jezero.
Jezero je studencnega tipa, napaja ga 12 studencev, zaradi majhne pretocnosti je ekolosko
zelo ranljivo, zaradi zatiSne lege pa je mirovanje vode Se izrazitejSe. Temperaturna
plastovitost je izrazita ze v aprilu, obdobje spomladanske in jesenske homotermije, ko se
voda premesa v razli¢nih globinah in se temperatura izenaci, je zelo kratko. Obmocje okoli
jezera je relativno gosto poseljeno, promet, turizem in kmetijstvo pa dodatno bremeni
pojezerje (Remec-Rekar in Bat, 2003).

Prvi zapisi o onesnazevanju so z zacetka dvajsetega stoletja (Gradnik, 1946; Rismal in
Kompare 1993, cit. po Remec-Rekar in Bat, 2003). Kakovost jezera se je obc¢utno
poslabsala v 50-ih letih 20. stoletja, saj zaradi razmaha turizma pomanjkljiva kanalizacija
ni ve¢ zadosCala potrebam. Vdor hranilnih snovi je zaCel spodbujati rast rastlinskega
planktona in cianobakterij (Planktothrix rubescens), kar je negativno vplivalo tako na
videz jezera kot na pomanjkanje kisika v vodi. V nadaljnjih letih so povecali vtok (1964) in
iztok (1980/81) ter popravili kanalizacijo (1982 - 1985). Jezero, ki je pred posegi veljalo za
evtrofno, ga od leta 1983 uvrséamo med mezotrofna (Remec-Rekar in Bat, 2003).

Kljub sanaciji Blejsko jezero zaradi poruSenega ravnotezja v preteklosti S vedno ni
stabilno, saj je prilagajanje zivljenjske zdruzbe na nove razmere izredno zapleten in
dolgotrajen proces, razen tega je vnos hranil iz pojezerja obcasno Se vedno prevelik, na kar
nas opozarjajo obcasna cvetenja (Remec-Rekar in Bat, 2003). Vrsta, ki se mnozi¢no
pojavlja, je filamentozna cianobakterija Planktothrix rubescens. P. rubescens je oligotrofna
do mezotrofna cianobakterija, ki naseljuje globlja jezera. Lahko cveti skozi vse leto, saj
stratificira v metalimi¢ni plasti. Vsebuje rde¢ pigment fikoeritrin. Soji te vrste lahko
proizvajajo mikrocistine (Sedmak in sod., 2008).
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Slika 1: Cvetenje Planktothrix (Oscillatoria) rubescens v Blejskem jezeru (Sedmak, 2012: 16, 28). A)
Povrsinsko cvetenje cianobakterije P. rubescens. B) Mikroskopska slika P. rubescens.

2.3 CIANOTOKSINI

Pomembna lastnost cianobakterij je sposobnost tvorbe biolosko aktivnih snovi
cianopeptidov in ostalih nevarnih cianotoksinov. Cianotoksine najdemo v cianobakterijskih
celicah, v vecjih koncentracijah tudi v okoljskih vodah, zato se pri analizi vode upoSteva
tako koncentracijo cianobakterij kot tudi skupna koli¢ina cianotoksinov (Sedmak, 2012).

Toksini cianobakterij ali cianotoksini so zelo raznolika skupina naravnih strupenih snovi,
ki z vidika strupenosti predstavljajo ve¢jo groznjo za kopenske organizme kot za vodne.
Na vi§je organizme delujejo hepatotoksiéno, nevrotoksi¢no, dermatotoksicno,
genotoksi¢no ter kot splo$ni inhibitorji proteinske sinteze (Sedmak, 2012). Primeri
razlicnih toksinov cianobakterij, naSteti v Preglednici 1, so le nekateri reprezentativni
predstavniki Stevilnih razli¢ic (Sedmak, 2006).
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Preglednica 1: Toksini cianobakterij, proizvajalke ter tar¢ni organi (prirejeno po Sedmak, 2012: 34; Yadav in

sod., 2011: 147).

Skupina toksinov

Tarcni organi (sesalci) LDsg

Proizvajalke:
Cianobakterijski rodovi

CIKLICNI PEPTIDI - HEPATOTOKSINI

Mikrocistin (MC) jetra 50 - 160 pug/kg Mycrocistis, Anabaena,
Planktothix (Oscillatoria) ,
Nostoc

Nodularini (NOD) jetra 50 pg/kg Nodularia

ALKALOIDI - NEVROTOKSINI

Anatoksin-a (ANTX-a) periferno zivcevije 375 ug/kg Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Aphanizomen

Anatoksin-a(s) (ANTX-a(S)) periferno Zivéevje 200 - 250 Anabaena

pg/kg

Aplisiatoksin koza 300 ug/kg Lyngbya, Schizotrix,
Planktothrix (Oscillatoria)

Lingbiatoksin-a koza, prebavni trakt - Lyngbya

Saksitoksin periferno zivéevje 10 pg/kg Anabaena, Aphanizomenon,
Lyhgbya, Cylindrospermopsis

CITOTOKSINI
Cilindrospermopsin jetra 2,1 mg/kg Aphanizomenon,

Cylindrospermopsis, Umezakia

NEVROTOKSICNE AMINOKISLINE

L-BMAA motorni nevroni - vsi rodovi
ENDOTOKSINI
Lipopolisaharidi (LPS) drazijo vse izpostavljene 45 - 490 vsi rodovi

dele telesa mg/kg

2.3.1 Mikrocistini

Mikrocistini so znotrajceliéni hepatotoksini. Ime so dobili po cianobakteriji Microcystis
aeruginosa in so najpogostejsi toksini v cianobakterijskih cvetenjih. Glavni producenti
mikrocistinov so cianobakterije iz rodov Microcystis, Nostoc, Anabaena in Planktothrix.
Pri vrsti Planktothrix rubescens je v Sloveniji najbolj zastopan [D-Asp®] mikrocistin-RR z
variabilnimi aminokislinami Asp® in Asp* (Grach-Pogrebinsky in sod., 2004). Heptatoksini
so sestavljeni iz sedmih aminokislin povezanih v obro¢ s splo$no strukturo: Ciklo-(D-
alanin'-X2-D-MeAsp*-Z*-Adda>-D-glutamat®-Mdha’), (Slika 2). Mikrocistini se zaradi
razlicnih variant aminokislin in modifikacij pojavljajo v ve€ kot 80 razli¢icah (Feurstein,
2009). Imena so dolocena glede na zamenljive aminokisline na mestih X in Z (Preglednica

2).
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D-MeAsp

Slika 2: Splosna struktura mikrocistina: Ciklo-(D-alanin*-X?-D-MeAsp®-Z*-Adda®-D-glutamat®-Mdha’. S
Stevilkami so oznacene aminokisline (po Sedmak, 2012: 45).

Preglednica 2: Strukturne variacije najpogostej$ih mikrocistinov (prirejeno po Sedmak, 2012: 46; Sarma,
2012: 519).

Mikrocistin X z LDso (ng/kg)
(MC)
MC-LR Leu Arg 50
MC-RR Arg Arg 600
MC-LA Leu Ala 50
MC-YR Tyr Arg 70
MC-YM Tyr Met 50
MC-AR Ala Arg 250
MC-FR Phe Arg 250
MC-LY Leu Tyr 120

Vedina danes znanih mikrocistinov ima molekulsko maso med 900 - 1100 Da. Mikrocistini
so topni v vodi, etanolu in metanolu. Vecurno prekuhavanje jih ne poskoduje, saj so
odporni na visoke temperature. Pri ekstremnih pH pocasi hidrolizirajo, izpostavitev UV
svetlobi povzroci njihovo razgradnjo (Van Apeldoorn in sod., 2007). Mikrocistini so zelo
obstojne molekule, dokler so znotraj cianobakterjskih celic. Njihova razgradnja se za¢ne z
lizo cveta in s sprostitvijo v okolje, saj je razpolovna doba v njihovem naravnem okolju
relativno kratka (Van Apeldoorn in sod., 2007). Proizvodnja mikrocistinov je odvisna od
stopnje rasti cianobakterij. V manjS$i meri se spros¢ajo v okolje v vseh stopnjah rasti,
najvisje vrednosti doseZejo, ko se populacija stara in propada. Ob lizi cveta se namrec¢
celotna vsebina cianobakterije sprosti v okolje (Sedmak, 2012).
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2.3.1.1 Toksiénost mikrocistinov

Akutno toksi¢nost mikrocistinov pripisujemo njihovemu inhibitornemu delovanju na
proteinske serin / treonin fosfataze tipa 1 in 2A (Rao in sod., 2002). Delovanje proteinske
serin / treonin fosfataze tipa 1 in 2A ima v fiziologiji celice zelo pomembno vlogo.
Fosfataze cepijo fosfatne skupine (Cohen, 2002) pri ve¢ kot polovici ¢loveskih proteinov
(Hornbeck in sod., 2011), glavne fosforilacije pa se zgodijo na serinskih ali treoninskih
ostankih (Cohen, 2002; Shi, 2009). Glede na encimsko aktivnost lo¢imo PP1 in PP2, Ki jo
sestavljajo PP2A, PP2B in PP2C (Ingebritsen in Cohen, 1983). PP1 je serin treonin
fosfataza. Prisotna je v vseh celicah, kjer regulira velik nabor celi¢nih funkcij vkljuéno z
metabolizmom glikogena, celicnim ciklom in miSi¢no relaksacijo (Gregorio in sod., 2014).
PP2A je ubikvitorna serin treonin fosfataza. Ima pomembno vlogo v celi¢nih procesih
proliferacije, signalne transdukcije in apoptoze (Seshacharyulu in sod., 2013). Vezava
mikrocistina na proteinsko fosfatazo poteka v dveh stopnjah. Prva stopnja je nekovalentna
interakcija med hidrofobno stransko verigo Adda in glutamil karboksilnim ostankom
mikrocistina. Veriga Adda se usede v hidrofobni Zep Kkatalitinega centra proteinske
fosfataze in zasidra molekulo na encimu. Naslednji korak je kovalentna povezava med
Mdha ostankom mikrocistina in cisteinom-273 pri PP1 oziroma cisteinom-266 pri PP2A.
Mikrocistin ima veliko afiniteto do PP1 (MacKintosh in sod. 1995; Runnegar in sod. 1995)
in PP2A, toda zelo malo vpliva na PP2B (Yoshizawa in sod., 1990; Honkanen in sod.,
1990).

Mikrocistini so akutno toksi¢ni pri oralnem, intraperitonealnem in intravenoznem vnosu
(Sedmak, 2012). Ker so to hidrofilne molekule, ne morejo neposredno vstopati v celice
vretencarjev in zato izkoriS¢ajo transportne sisteme celic in organov (Rao in sod., 2002). V
hepatocitih ireverzibilno inhibirajo PP1 in PP2A, kar strukturno in funkcionalno okvari
jetra ter povzroci krvavitve (Codd, 2000). Poskodujejo tudi ledvice (Milutinovi¢ in sod.,
2002) in druge organe (Filipi€ in sod., 2007). Znaki akutne zastrupitve so slabost, bledica,
tezko dihanje, bruhanje, driska, krvavitve v jetrih in smrt zaradi zastoja dihanja (Codd,
2000).

Mikrocistini uéinkujejo tudi na genetski material, tako mutageno kot genotoksi¢no (Zegura
in sod., 2003 in Filipi¢ in sod., 2007). Z inhibicijo PP1 in PP2A mikrocistin vpliva na
delovanje proteinskih kinaz, posledicno na aktivnost fosfoproteinov in DNK
popravljalnega mehanizma ter ekspresije genov (Campos in Vasconcelos, 2010). UvrSceni
so v IARC skupino 2B kot mozni rakotvorni dejavniki (Ingested ..., 2010). Cikli¢ni peptidi

.....

ter s tem tudi apoptozo (Campos in Vasconcelos, 2010).

V organizmih se mikrocistini bioakumulirajo. Bioakumulacija se za¢ne v prehranski verigi
pri zooplanktonu, nadaljuje pri licinkah razli¢nih rakov vse do rib in $koljk. Mikrocistini se
kopicijo predvsem v drobovju, hepatopankreasu in jetrih. Izredno nevarno je v vodnem
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okolju, kjer je prisotno cianobakterijsko cvetenje, komercialno gojijti organizme za
prehrano. Taksen vodni vir ni primeren niti za namakanje in zalivanje rastlin, saj nekatere
rastline kopicijo mikrocistine v razli¢nih rastlinskih delih, kar poleg nevarnosti zastrupitve
zmanjSujeje pridelek kulturnih rastlin (McElhiney in sod., 2001). Dovoljena koncentracija
mikrocistina v pitni vodi je 1 ug/l skupnega MC-LR, dopustni dnevni vnos oziroma TDI

(tolerable daily intake) je 0,04 ug/kg telesne teze (Cyanobacterial ..., 2003).

2.3.1.2 Zastrupitve z mikrocistini

Prva zastrupitev, povezana s cianobakterijami, je bila zabelezena leta 1878 v avstralskem
jezeru Alexandrina, kjer je zaradi zastrupitve poginilo govedo, konji, ovce, prasi¢i in psi
(Francis, 1878). Avtor navaja cvetenje cianobakterijske vrste Nodularia spumigena. N.
spumigena sicer proizvaja hepatotoksin noduarin, vendar obdukcija ni pokazala
abnormalnosti jeter, zato Se danes ni znano, kateri toksin je povzro¢il pogin zivali (Francis,
1878). Od takrat do danes so bila toksi¢na cvetenja cianobakterij zabeleZena po vsem
svetu. Temu posledi¢no so sledile zastrupitve divjih in domacih Zivali. StarejSe objave
temeljijo predvsem na opazovanju zastrupljene zivali pri obdukcijskem pregledu, novejse
raziskave pa vkljuCujejo izolacijo toksina, karakterizacijo ter analizo toksi¢nosti (Ressom
in sod., 1994). Dandanes ve¢ avtorjev navaja zastrupitve zivali z mikrocistinom.
Hendeland s sodelavci navaja zastrupitev srne na Norveskem jeseni leta 2000. V njenih
jetrih so nasli visoko koncentracijo mikrocistina -YR, -LR in -RR (Hendeland in
Ostensvik, 2010). Na Novi Zelandiji je jeseni leta 2008 poginil pes. Poznejse analize so
pokazale, da se je zastrupil zaradi uzivanja vode iz reke Waitaki, v Kateri je bilo prisotno
cianobakterijsko cvetenje. Identificirali so razli¢ne variante MC-LR (Wood in sod., 2010).
Podobna je bila zgodba na Nizozenskem, Kjer so zgodaj jeseni leta 2011 pogini trije psi
zaradi zastrupitve z vodo iz jezera Amstelmeer. V jezeru je bilo prisotno cianobakterijsko
cvetenje M. aeruginosa. Analiza vode iz jezera in izbljuvkov psov je pokazala visoke
koncentracije mikrocistina LR (Liirling in Faassen, 2013). Prva dokumentirana zastrupitev
ljudi s cianobakterijskimi hepatotoksini je bila leta 1996 zaradi intarvenozne
izpostavljenosti v dializni Kkliniki v Caruaro v Braziliji. Februarja leta 1996 je 116 od 131
pacientov kazalo znake zastrupitve, kot so motnje vida, slabost, bruhanje in misi¢na
slabost. 100 bolnikov je razvilo akutno odpoved jeter, do decembra leta 1996 pa jih je
zaradi tako imenovanega Caruaru sindroma 52 umrlo. Analiza Cistilne naprave klinike ter
seruma in jeter zrtev je pokazala na prisotnost dveh hepatotoksinov: mikrocistina in
cilindrospermopsina. Glede na simptome in patoloSke znake umrlih pacientov je bila
zastrupitev in smrtnost posledica zastrupitve z mikrocistinom -YR, -LR in -RR (Azevedo
in sod., 2002). Kjer so ljudje kroni¢no izpostavljeni nizjim koncentracijam mikrocistina,
raziskave navajajo povezavo med izpostavljenostjo mikrocistinu z rakavimi obolenji jeter
(Codd, 2000; Ueno in sod., 1996) in okvaro jeter (Chen in sod., 2009).
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2.4 METODE ZA ODSTRANJEVANJE CIANOTOKSINOV

Razli¢ne metode priprave pitne vode naj bi uporabnike zas¢itile tudi pred izpostavljenostjo
cianotoksinom. lIzbira postopka je odvisna od kakovosti vodnega vira in od zakonodaje
posameznih drzav. V grobem se delijo na tiste, ki toksine le odstranijo, ter tiste, ki jih
razgradijo (Merel in sod., 2013). Toksini cianobakterij so v ve¢ini znotrajceli¢ni, vendar se
zaradi razli¢nih okoljskih pogojev ali lize celic lahko sprostijo v okolje (Hitzfeld in sod.,
2000).

2.4.1 Metode odstranjevanja znotrajceli¢nih toksinov

Cianobakterije lahko odstranimo s pes¢eno filtracijo oziroma z metodo koagulacije-
flokulacije-sedimentacije. Z dodajanjem koagulantov (aluminijeve ali Zelezove soli) se
1zni¢1 negativni naboj med celicami. Sledi zdruZevanje vecjih delcev (flokulov), ki se
usedajo (sedimentirajo) in jih nato odstranimo. Za uspe$no koagulacijo je pomembno
poznavanje koncentracije cianobakterij in celotne organske snovi ter starost celic (Merel in
sod., 2013). Pri cianobakterijah, ki vsebujejo plinske mehurcke, je sedimentacija
neprimeren nacin obdelave (Pieterse in Cloot, 1997). Bolj primerna je uporaba DAF
(dissolved air flotation) — flotacije z raztopljenim zrakom (Teixeira in Rosa, 2006a;
Teixeira in sod., 2010). Koagulacija — flokulacija — sedimentacija in metoda DAF uspes$no
odstranita cianobakterije (Hall in sod., 2000) in z njimi znotrajcelicne toksine, vendar
nimata nobenega vpliva na zunajceli¢ne toksine (Merel in sod., 2013).

Izraz membranska filtracija zajema mikrofiltracijo (premer por 0,1 - 10 um), ultrafiltracijo
(premer por 1 - 100 nm), nanofiltracijo (premer por 1 nm) in reverzno 0smozo (premer por
0,1 nm) (Merel in sod., 2013). Z mikrofiltracijo in ultrafiltracijo lahko uspe$no odstranimo
cianobakterije (Chow in sod., 1997). S pomocjo ultrafiltracije lahko odstranimo tudi
zunajceli¢ni mikrocistin (Lee in Walker, 2008), ne pa tudi toksinov manj$e molekulske
mase. Toksine manjSe molekulske mase lahko odstranimo tako, da jih najprej vezemo na
aktivno oglje, Sele nato izvedemo mikrofiltracijo oziroma ultrafiltracijo (Campinas in
Rosa, 2010).

Zunajceli¢ne toksine lahko odstranjujemo tudi z razgrajevanjem. Za to obstaja ve¢ metod,
ki se delijo na fizikalne, kemijske in bioloSke. K fizikalnim metodam razgrajevanja
zunajceliénih toksinov uvr$¢amo: razgradnjo z UV svetlobo (fotoliza / fotokataliza),
razgradnjo z ultrazvokom ter elektrokemijsko razgradnjo. Kemijske metode temeljijo na
molekularni oksidaciji z uvajanjem klora, vodikovega peroksida, permanganata in ozona.
Poznamo tudi bioloske metode, ki temeljijo na razgradnji toksinov z bakterijami.

Nanofiltracija in reverzna osmoza zaradi majhnih por uspesno odstranita zunajceli¢ni
mikrocistin, anatoksin a (ANTX-a) (Teixeira in Rosa, 2006b) in cilindrospermopsine
(CYL) (Dixon in sod., 2010, 2011). Reverzna osmoza naj bi uspe$no odstranila tudi
nodularine (NOD) (Vuori in sod., 1997). Kljub temu, da so metode uspesne, so energetsko
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potratne in predrage, da bi si jih lahko privos¢ili na manjs$ih vodnih zajetjih. Aktivni ogljik
se uporablja kot absorbent pri pripravi pitne vode v obliki prahu (PAC) oz. granul (GAC).
Na aktivni ogljik se vezejo le ekstracelularni toksini ne pa tudi cianobakterije. Absorpcija
je odvisna od onesnazenosti vode, ki jo tretiramo, in od vrste aktivnega ogljika, zato taksna
metoda CiS€enja vode ni primerna kot individualna, temvec le kot del vecstopenjskega
procesa (Merel in sod., 2013).

Razgradnjo organske snovi s svetlobo imenujemo fotoliza, pri uporabi katalizatorja pa
fotokataliza. Razgradnja onesnazil je ob dodatku katalizatorja (na primer TiO;) bistveno
hitrejSa (Senogles in sod., 2001). Z UV sevanjem generiramo hidroksilne radikale, ki so
zelo reaktivni oksidanti organskih onesnazil (Merel in sod., 2013). Mikrocistin razgrajuje
tudi ultrazvok visokih frekvenc (640 kHz) (Song in sod., 2005). Elektrokemijska
razgradnja temelji na elektri¢ni sintezi hidroksilnih radikalov (Feng in sod., 2005).

Zelo pogosto uporabljeni oksidanti so klor, vodikov peroksid in ozon. Klor je bolj
uporaben za dezinfekcijo vode od ozona, saj je bolj obstojen in preprecuje naknadno
kontaminacijo (Merel in sod., 2013). Samostojna uporaba vodikovega peroksida ni
ucinkovita, deluje le ob dodatku ozona (Rositano in sod., 1998). Permanganat veze
funkcionalne skupine z ve¢ vezmi, zato je primeren za odstranjevanje MC, saj se veze z
nenasi¢enimi vezmi v ADDA-i. Rositano s sodelavci (1998) poroca o razgradnji 95 % MC-
LR v 30 minutah. Oksidacijski potencial je primerljiv s klorom. Potrebne so dodatne
raziskave o optimizaciji procesa in toksi¢nosti produktov razgradnje (Sarma, 2012).

Uporabo bakterij Sphingomonas za razgradnjo mikrocistina so proucevali v jezeru v Novi
Zelandiji. V vodi s koncentracijo 25 pg/ml ([Dha’] MC-LR in MC-LR) je pri 30° C
razgradnja potekala s hitrostjo 8,33 pg/ml/dan (Somdee in sod., 2013).

V preglednici 3 so prikazane razlicne metode odstranjevanja cianotoksinov in
cianobakterij. Mectode so razvrS¢ene v ve¢ skupin glede na to, ali odstranjujejo
znotrajcelicne ali zunajceliCne cianotoksine, ali metoda temelji na fizikalnih, kemijskih ali
bioloskih principih delovanja ter ali odstranjevanje poteka tako, da se onesnazevalo
razgradi ali odstrani.
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Preglednica 3: Nabor metod odstranjevanja znotrajceli¢nih in zunajceli¢nih cianotoksinov.

Nahajanje Metoda Nacin Vir
toksina odstranjevanja
Pescena filtracija Chorus in Bartram,
1999; Griitzmacher, 2002
Membranska filtracija (mikrofiltracija Chow in sod., 1997;
in ultrafiltracija) Gijsbertsen-Abrahamse in
Znotrajceli¢ni sod., 2006
toksini Koagulacija / flokulacija / bistrenje Mouchet in Bonnelye,
Vezanje, 1998
Flotacija z raztopljenim zrakom (DAF) | zadrzevanje Teixeira in Rosa, 2006a;
cianobakterij, Teixeira in Rosa, 2007;
toksina Teixeira in sod., 2010
Aktivno oglje: pac / gac Donati in sod., 1994;
Lambert in sod., 1996;
Mohamed, 1998
Membranska filtracija Teixeira in Rosa, 2006b;
(nanofiltracija in Gijsbertsen-Abrahamse in
reverzna osmoza) sod., 2006
Fotoliza in UV sevanje Qiao in sod., 2005; Afzal
(ozon in vodikov in sod., 2010; He in sod.,
peroksid) 2012; Kaya in Sano, 1998;
Fizikalne Tsuji in sod., 1995
metode Fotokataliza in UV Senogles in sod., 2001;
sevanje (TiO,, ZnO, Lawton
Fe,O3, WO, in sod., 1999; Liu in sod.,
in CdSe) 2009
Ultrasonikacija Ma in sod., 2005; Song in
sod., 2005
Elektrokemijska Feng in sod., 2005; Zhang
Zunajcelitni razgradnja in sod._, 2009; Tr_an i.n
toksini Drogui, 2013; Liao in sod.,
2014
Kloriranje Acero in sod., 2005;
Razgradnja toksina | Newcombe in Nicholson,
2004; Nicholson in sod.,
1994; Merel
in sod., 2009; Merel in
sod., 2010; Rodriguez in
iisk sod, 2008;
ﬁiggz € Tsuji in sod., 1997
Vodikov peroksid Rositano in sod., 1998
Permanganat Rositano in sod., 1998
Ozon Brooke in sod., 2006;
Newcombe in Nicholson,
2004; Al Momani in
Jarrah, 2010; Miao in
sod., 2010
Bioloske Bakterijska razgradnja Somdee in sod., 2013
metode

Metode odtsranjevanja cianobakterij in z njimi znotrajceli¢nih cianotoksinov imajo le
omejeno ucinkovitost in so neu¢inkovite pri odstranjevanju samega mikrocistina (Donati in
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sod., 1994; Tran in Drogui, 2013). Poleg tega je pri odstranjevanju cianobakterij
pomembna pazljivost, saj lahko odstranjene cianobakterije lizirajo in tako sprostijo toksine
nazaj v okolje (Merel in sod., 2013). Klju¢na problematika metod, ki razgrajujejo
zunajceliCne cianotoksine, je uporaba kemikalij in posledi¢no nastajanje neznanih
produktov razgradnje, neucinkovitost metod ter visoki stroski tretiranja (Martinez Huitle
in Ferro, 2006; Merel in sod., 2013). V zadnjih letih je postala elektrokemijska oksidacjia
popularen proces tretiranja vode, saj je okolju prijazna metoda z ucinkovito sposobnostjo
razgradnje razli¢nih onesnazil (Panizza in Cerisola, 2005).

2.4.2 Elektrokemijska razgradnja mikrocistina z z borom dopirano diamantno
anodo (BDDA)

Elektrokemijska oksidacija je okolju prijazna metoda ¢iS€enja vode, ki lahko razgradi
razli¢na bioloska onesnazevala. Odvisna je od $tevilnih dejavnikov - med drugim od izbire
elektrode, ki vpliva na selektivnost in u¢inkovitost procesa. Kot anodo so testirali Stevilne
materiale. Zeljeni lasnosti sta kemijska stabilnost in visoka aktivnost. Nekatere elektrode
so hitro izgubile aktivnost, druge so imele omejeno Zzivljenjsko dobo, oziroma so
selektivno oksidirale ter omogocile nastajanje $e vedno toksi¢nih spojin. Kot odli¢en
material se je izkazala z borom dopirana diamantna anoda (BDDA), ki ima visoko anodno
stabilnost in visok nad-potencial nastajanja hidroksilnih radikalov pred nastajanjem
molekularnega kisika (Panizza in Cerisola, 2005).

Elektrokemijske Studije tankih diamantnih plasti so se zacele v sredini 80-ih let (Panizza in
Cerisola, 2005). Z namenom, da bi postal diamantni film prevoden, so ga dopirali z
borovimi atomi: 10%°- 10** B/cm®. Rezultat je upornost zmanjsana do 107 €, lastnost, ki jo
imajo tudi polkovine (Pleskov, 1999; Pleskov, 2002). V notranji sferi na povrsini BDDA so
reakcije nastajanja in cepljenja medatomskih vezi (nastajanje vodika in Kisika) zelo
ovirane. V zunanji sferi BDDA pa prihaja do zelo malih sprememb glede nastajanja in
cepljenja novih kemijskih vezi, oziroma sploh ne prihaja (Alehashem in sod., 1995,
Modestov in sod., 1997). Vodikovi ioni za¢nejo nastajati ze pri — 1,25 V, kisikovi pa Sele
pri + 2,3 V. Visok nad-potencial (+3,55 V) omogo¢i generiranje intermediata razgradnje
vode - hidroksilnih radikalov (OH"), ki oksidirajo organska onesnazila (Panizza in
Cerisola, 2005).

Stevilne tehnologke prednosti BDDA razlikujejo od konvencionalnih metod (Panizza in
Cerisola, 2005):
e visok nad-potencial v vodnih in nevodnih elektrolitih (Swain in sod., 1998; Martin
in sod., 1996),
e odpornost materiala na korozijo tudi v zelo agresivnih medijih (Swain, 1994a in
Ramesham in Rose, 1997),
e povrsina ni adsorptivna in je odporna proti deaktivaciji (Swain, 1994b).
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Kemijska reakcija: BDDA + H,O - BDD(OH’) +H" +e prikazuje nastanek radikalov
OH’, kateri reagirajo z organskimi onesnazili in jih mineralizirajo (Panizza in Cerisola,
2005).

Raziskave razgradnje mikrocistina z BDDA navajajo razlicne ugotovitve. S c¢asom
tretiranja se razgradnja mikrocistina povecuje (Zhang in sod., 2009; Tran in Drogui, 2013;
in Liao in sod., 2014). Najhitrejsa je v prvih 30 minutah delovanja, vendar do popolne
razgradnje pride Sele po dveh urah (Zhang in sod., 2009 in Tran in Drogui, 2013). Hitrost
razgradnje narasc¢a z gostoto toka (Zhang in sod., 2009 in Tran in Drogui, 2013). Potrebe
po energiji lahko znizujemo z dodajanjem elektrolitov za vecjo prevodnost (Tran in sod.,
2009) ter sintezo oksidacijskih kemijskih zvrsti (Tran in Drogui, 2013). Med elektroliti so
bili najboljsi rezultati razgradnje mikrocistina-RR ob uporabi NaCl (Zhang in sod., 2009).
Z vecanjem koncentracije NaCl se je hitrost razgradnje povecevala. Ve¢ NaCl je pomenila
ve¢ nastalega Clp in HCIO, ki sta moc¢ni oksidacijski kemijski zvrsti (Hongxing in sod.,
2005). Pri pH vode nad 8 zaradi nastalega Cl nastanejo v vodi rakotvorni produkti (Zhang
in sod., 2009). Morebitnim toksi¢nim produktom zaradi izbranega elektrolita se izognemo,
¢e uporabimo Na,SO,. 1z Na,SO,4 nastane sicer 10-krat manj oksidantov, vendar le-ti zelo
uspesno oksidirajo mikrocistin, saj je u¢inkovitost oksidacije odvisna tudi od afinitete med
oksidantom in onesnazilom (Tran in Drogui, 2013).

Vv W

Tran in Drogui (2013) sta raziskala uporabo BDDA za ¢is¢enje okoljskih vod, ki vsebujejo
raztopljeno organska snov. Kot simulacijo raztopljene organske snovi so v raztopino dodali
huminsko kislino ter potrdili uporabo BDDA elektrode za oksidacijo MC-LR, kljub
prisotnosti drugih organskih snovi v vodi.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 EKSTRAKCIJA MIKROCISTINA IN PRIPRAVA VZORCA ZA HPLC

Vzorec cianobakterij vrste Planktothrix rubescens iz Blejskega jezera smo razdelili v 50
mililitrske okrogle steklene bucke in vsebino zmrznili s tekocim dusSikom. Vzorec smo
nato liofilizirali (Christ, Nemcija). Mikrocistin smo iz cianobakterij izolirali po ustaljenem
postopku (Sedmak in sod., 1998), sestavljenim iz ve¢ korakov. Za izolacijo smo uporabili
tekoc¢insko kromatogafijo visoke lo¢ljivosti — HPLC.

3.1.1 Priprava vzorca za analitsko HPLC

Posusenemu vzorcu (50 mg) cianobakterijske kulture smo dodali 2 ml 5 % ocetne Kisline
in mesali na magnetnem mesSalu (Tehtnica, Slovenija) 30 min. Vzorec smo nato
centrifugirali 10 minut pri 4000 obratih/min (Tehtnica, Slovenija). Supernatant smo
odpipetirali in shranili, usedlino pa ponovno resuspendirali z 2 ml 5 % ocetne Kisline.
Postopek ekstrakcije z meSanjem in S centrifugiranjem smo ponovili 3-krat. Supernatante
smo zdruzili in zamrznili, da so se viskozne komponente in necistoce pri naslednjem
centrifugiranju boljSe locile. Naslednji dan smo jih odmrznili in centrifugirali ter tako
ocistili vzorec usedlin.

Kolono LiChrolut RP-18 (100 mg) (Merck, Nemcija) smo pred nanosom vzorca aktivirali
z 1,5 ml Cistega metanola (Merck, Nemicija) ter z 1,5 ml bidestilirane vode. Po aktivaciji
smo nanesli 5,5 ml vzorca in spirali pigmente z 1 ml 10 % metanola. Mikrocistin smo
sprali s kolone z 2-krat po 0,5 ml ¢istega metanola in shranili skupaj 1 ml vzorca. Le-tega
smo nato posusili s prepihovanjem s ¢istim dusikom in shranili na -20 °C.

3.1.2 Priprava vzorca za preparativho HPLC
Priprava je bila podobna, kot je opisano v poglavju 3.1.1, le da so bile koli¢ine veéje.

Liofiliziranemu vzorcu cianobakterij (1000 mg) smo dodali 20 ml 5 % ocetne Kisline in
mesali na magnetnem meSalu 30 min. Vzorec smo nato 10 minut centrifugirali pri 4000
obratin/min (Tehtnica, Slovenija), supernatant odpipetirali in shranili. Usedlino smo
resuspendirali z 20 ml 5 % ocetne kisline, mesali 30 minut na magnetnem mesalu in
ponovno centrifugirali. Supernatant iz prve in druge ponovitve smo zdruzili in zamrznili
(12 ur). Preostali usedlini smo dodali $e zadnji¢ 20 ml 5 % ocetne kisline, mesali smo jo na
magnetnem meSalu 30 minut, nato pa vse skupaj zmrznili na -20 °C. Zaradi zmrzovanja so
celice popokale, ekstrakcija mikrocistina je bila vecja. Naslednji dan smo odmrznili tretjo
ponovitev ekstrakcije in jo centrifugirali. Pridobljen supernatant smo dodali odmrznjenim
zdruZenim supernatantom iz prve in druge ponovitve ekstrakcije ter vse Se enkrat
centrifugirali in tako odpravili motnost. VVzorec je bil pripravljen za nanos na aktivirano
(500 mg) LiChrolut RP-18 (Merck, Nem¢ija) kolono.
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Kolono smo aktivirali z 10 ml ¢istega metanola (LiChrosolv, Merck, Nemcija) ter z 10 ml
bidestilirane vode. Nanesli smo vzorec in spirali pigmente z 10 ml 10 % metanola. Kolono
smo dvakrat eluirali z 2 ml ¢istega metanola in eluata zdruzili ter shranili na -20 °C.

3.2 ANALIZAVZORCA S HPLC

Posusen pripravljen vzorec za analitsko kolono smo raztopili v 100 pl metanola
(LiChrosolv, Merck, Nemcija). Za ugotavljanje prisotnosti in koncentracije mikrocistina
smo uporabili sistem HPLC z analitsko kolono LiCrospher 100 RP-18 (Merck, Nemcija),
na katero smo nanasali vzorce (5 ul). Pretok je bil 1 ml/min; spirali smo z izokratsko
elucijo z raztopino metanol (LiChrosolv, Merck, Nemcija) : fosfatni pufer (0,05 M, pH 3) v
razmerju 58 : 42. Uporabili smo opremo HPLC / PDA (tekocinska kromatografija visoke
lo¢ljivosti / fotodiodni detektor) (Waters, ZDA). Za zagon strojne opreme in procesiranje
podatkov smo uporabili programsko opremo Millennium®. Glede na karakteristi¢ne
absorbcijske spektre in zadrZevalne c¢ase smo dolo€ili prisotnost in koncentracijo
mikrocistina (Sedmak in sod., 1998).

3.3 1ZOLACHA MIKROCISTINA

S preparativno HPLC kolono smo locili eluat na Stiri frakcije. Zbiranje frakcij je potekalo
rocno: loc¢evali smo glede na znacilne zadrzevalne Case in absorbcijske spektre, pri cemer
nam je za orientacijo sluzil kromatogram istega vzorca, ki je bil izveden na analitski
HPLC. Frakcije smo zbrali pri zadrzevalnih ¢asih: 4,5 min, 5,8 min, 10,7 min in 24,8 min.
Za lo¢evanje smo uporabili PhaseSep HPLC Column (Waters Spherisorb Columns, ZDA),
na katero smo nanaSali vzorec (1 ml), pretok je bil 10 ml/min. Spirali smo z nacinom
izokratske elucije z raztopino metanol (LiChrosolv, Merck, Nemcija) : fosfatni pufer (0,05
M, pH 3) v razmerju 50 : 50, saj smo s tem dosegli boljSo loc¢itev. Uporabili smo strojno
opremo HPLC / PDA (Waters, ZDA). Za nadzor strojne opreme in procesiranje podatkov
smo uporabili programsko opremo Millennium®.

Zdruzeno cCetrto frakcijo (70 ml) smo posusili na rotavaporju do 1,5 ml in dodali 2 ml 5 %
ocetne kisline. Tako pripravljen vzorec smo nanesli na predhodno aktivirane LiChrolut RP-
18 kolone (do 100 mg) (Merck, Nem¢ija). Kolono smo sprali z 2 ml 5 % ocetne Kisline,
zaradi katere se je mikrocistin Se bolj vezal na kolono, nato smo nadaljevali s spiranjem
pigmentov z 1 ml 10 % metanola. Na koncu smo eluirali mikrocistin z 2 ml ¢istega
metanola (LiChrosolv, Merck, Nemcija). Prisotnost in koncentracijo izoliranega Cistega
mikrocistina smo preverili z analitsko HPLC LiCrospher 100 RP-18 kolono (Merck,
Nemcija) in nato eluat shranili v stekleni epruveti na -20 °C.
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34 ELEKTROLITSKA CELICA Z Z BOROM DOPIRANO DIAMANTNO ANODO
(BDDA)

Elektrolitsko celico sestavlja BDDA (Condias, Germany) in katoda iz nerjavecega jekla
(Slika 3). Z vmesnim distan¢nikom smo dosegli razmik med elektrodama 1,96 mm in
delavni volumen 1,5 ml. Aktivna povriina posamezne elektrode je bila 8 cm?. BDDA smo
priklopili na pozitivni izhod laboratorijskega napajalnika GPS — 4303 (Gwinstex,
Kitajska), katodo iz nerjaveCega jekla pa na negativni izhod. Delali smo pri konstantni
gostoti toka 10 mA/cm?.

vmesnik

BDD anoda / katoda iz

.= / o /\nerjavecega jekla
o % % o
IZTOK VTOK
o o
o o o o o o
\-
\

Slika 3: Shema elektrolitske celice.

3.4.1 Razgradnja raztopine mikrocistina z BDDA v mediju Jaworski

Pri izvedbi elektrokemi¢ne razgradnje mikrocistina smo uporabili elektrolitsko celico,
opremljeno BDDA in katodo iz nerjaveCega jekla. Izoliran mikrocistin smo redCili v
Jaworskem mediju (Preglednica 4) do kon¢ne koncentracije 10 uM (ug/ml). Poskus smo
izvedli tako, da smo imeli negativno kontrolo (Kp), kontrolo (K) in vzorca (Vs in Vi), Ki
smo ju tretirali 50 minut na nacin: SarZnega preto¢nega ucinkovanja in kontinuiranega
pretocnega ucinkovanja z meSanjem.

Pomen oznak:

e Negativna kontrola (Kp): izoliran mikrocistin smo red¢ili v Jaworskem
mediju do kon¢ne koncentracije 10 puM, vendar ga nismo vodili skozi
elektrolitsko celico.

e Kontrola (K): izoliran mikrocistin smo red¢ili v Jaworskem mediju do
kon¢ne koncentracije 10 puM ter ga enkrat vodili skozi neaktivno
elektrolitsko celico. S tem smo dolo¢ili, koliko mikrocistina se izgubi zaradi
samega pretoka (vezanje na stene elektrolitske celice) in ne zaradi
elektrokemicne razgradnje.
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e Vzorec (Vy): izoliran mikrocistin smo razred¢ili v Jaworskem mediju do
kon¢ne koncentracije 10 uM in ga vodili skozi aktivno elektrolitsko celico
na nacin $arzno preto¢nega ucinkovanja.

e Vzorec (Vk): izoliran mikrocistin smo razred¢ili v Jaworskem mediju do
kon¢ne koncentracije 10 uM in ga vodili skozi aktivno elektrolitsko celico
na nacin kontinuiranega preto¢nega uc¢inkovanja z mesanjem.

Po protokolu smo pripravili Jaworski medij, ki smo ga uporabili za red¢itev mikrocistina
(Preglednica 4).

Preglednica 4: Jaworski medij za gojenje fitoplanktonskih organizmov (Thompson, 1988).

Sestavine 9/100 ml ml/I
Na,HPO, x 12H,0 3,6 1
NaNO; 8,0 1
Ca(NO3), x 4H,0 2,0 1
KH,PO, 1,24 1
MgSQO, x 7H,0 2,5 2
NaHCO; 1,59 1
EDTA Fe Na 0,225 1
EDTA Na 0,225

Hs;BO; 0,248

MnCIZ X 4H,0 0,139 1
(N H4)6M07024 X 4H,0 0,1

B12 (vitamin kobalamin) 0,004

B1 (vitamin tiamin) 0,004 1

Biotin 0,004
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3.4.1.1 Sarzno preto¢no uginkovanje

Metodo smo izvedli pri sobni temperaturi. Skozi delujoco elektrolitsko celico smo
precrpavali 10 ml vzorca, v katerem je bil redéen mikrocistin v Jaworskem mediju s
kon¢no koncentracijo 10 uM. Za izvedbo smo uporabili dve posodi, peristalti¢no ¢rpalko
in elektrolitsko celico. V prvi posodi, ki se je nahajala pred peristalti¢no ¢rpalko, je bilo 10
ml vzorca. S peristalticno ¢rpalko smo uravnavali pretok skozi elektrolitsko celico na 10
ml/min, kar pomeni, da smo vsako minuto zamenjali prvo in drugo posodo ter tako
zagotovili kontinuiran pretok. S spreminjanjem napetosti elektrolitske celice smo ohranjali
tok 80 mA. Pri teh pogojih je potekala elektrokemi¢na razgradnja mikrocistina 50 minut.
Vsakih deset minut smo vzeli 200 ul vzorca (Vs) ter ga shranili na — 20 °C (Slika 4).

peristalti¢na
Crpalka

(r

katoda iz

il nerjavecega jekla
v okovni,
vir ~~ vmesnik
25/ml (25]jmi)
15 I 15 BDD anoda
5 _—Ls
celica

Slika 4: Shema Sarznega pretoénega ucinkovanja.
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3.4.1.2 Kontinuirano preto¢no uc¢inkovanje z mesanjem

Pri izvedbi smo uporabili posodo, peristalticno ¢rpalko in elektrolitsko celico. Celoten
vzorec, 10 ml redéenega mikrocistina v Jaworskem mediju s kon¢no koncentracijo 10 uM,
je bil ves Cas v isti posodi, saj je bil iz njega voden tako vtok v elektrolitsko celico kot
iztok iz nje. Vzorec smo mesali z magnetnim meSalom (Tehtnica, Slovenija) s hitrostjo 300
obratov/min. Pretok skozi elektrolitsko celico je bil 10 ml/min. 1zvedba je potekala pri
sobni temperaturi. S spreminjanjem napetosti smo ohranjali tok 80 mA. Tako je potekala
elektrokemi¢na razgradnja mikrocistina 50 minut. Vzor¢ili smo vsakih deset minut po 200
ul vzorca (Vi) in ga shranili na -20 °C (Slika 5).

peristalti¢na

¢rpalka
— —>
(r =)
— |
I "
= 1ZTO katoda iz
é. :/D _ BVTOKZ nerjavecega jekla
tokovm'
| vir = > vmesnik
01° BDD anoda

>t

v/o\ elektrolitska
magnetno celica
mesalo

{

Slika 5: Shema kontinuiranega preto¢nega u¢inkovanja z me$anjem.
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3.5 ANALIZA VZORCEV PO UCINKOVANJU Z BDDA

Po koncani elektrokemijski razgradnji mikrocistina na nacin Sarzno pretocnega
ucinkovanja in kontinuirnega preto¢nega ucinkovanja z meSanjem smo preverili produkte
razgradnje z analitsko HPLC. Uporabili smo LiCrospher 100 RP-18 kolono (Merck), v
katero smo injicirali Ko in K ter Vg in Vg, vzorcene v 10 minutnih ¢asovnih intervalih.
Vzorce smo analizirali, kot je opisano pod toc¢ko 3.2. Na Sliki 6 je prikazan primer
doloc¢itve povrsine vrhov na HPLC elucijskem diagramu. Dolo¢ili smo seStevek povrSine
vrhov v prvih 4-ih minutah elucijskega diagrama — produkti razgradnje (I), povrSino vrha
mikrocistina in povrSino vrha produktov razgradnje (II).

A

produkti
0.008 - razgradnje (I)

f_/%

MC-RR
v

S 0,006 -
5,
2
< 0,004 -
produkti
0,002 - /razgradnjc (I1)

0,000 —J

»
| Egl

I I T T T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Cas [min]

Slika 6: Dologitev povrsine vrhov na elucijskem diagramu. a. e. — arbitrarne enote.

3.5.1 Ugotavljanje inhibitornega delovanja  mikrocistina in  produktov
elektrokemicne razgradnje

Ugotavljali smo inhibitorno aktivnost produktov razgradnje mikrocistina z BDDA po
metodi kontinuiranega preto¢nega ucinkovanja z meSanjem in primerjali z inhibitorno
aktivnostjo izoliranega Cistega mikrocistina. Pri izvedbi encimskega testa smo sledili
protokolu (Bubik, 2012).

Uporabili smo sinteti¢ni kromogen substrat p-nitrofenilfosfat (p-NPP) (Sigma, N7653),
komercialno dostopen encim PPl (zaj¢ja rekombinantna izooblika PP-1 KkatalitiCne
podenote), (Sigma, P7937), pufer 1 (50 mM Tris-HCI, 1 g/l BSA, 1 mM MnCl,, 2 mM
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DTT, pH 7.,4), v katerem smo red¢ili encim in pufer 2 (50 mM Tris-HCI, 0,5 g/l BSA, 0,2
mM MnCl,, 20 mM MgCl,, pH 8,1), v katerem smo red¢ili inhibitor.

PP1 deluje tako, da defosforilira brezbarvni substrat p-NPP v rumen produkt p-NP. Le-tega
zaznamo z merjenjem absorbance pri 405 nm. V prisotnosti mikrocistina je defosforilacija
inhibirana, kar pomeni upocasnitev produkcije p-NP in zmanjSanje hitrosti encimske
reakcije (K) (Sassolas in sod., 2011).

Test smo izvajali v mikrotiterskih plos¢ah s 96 luknjicami. Inhibitor - mikrocistin in
produkte razgradnje (PR) v vzorcih (Vg po 1 minuti in Vk po 10-ih, 30-ih in 50-ih
minutah) smo red¢ili do razli¢nih kon¢nih koncentracij. 1zoliran mikrocistin, kot pozitivno
kontrolo (PK) inhibicije, smo testirali v koncentracijskem obmo¢ju 0,5 nM, 1 nM, 5 nM,
10 nM in 20 nM. Vzorce (Vs, Vk) v koncentracijskem obmocju 1 nM, 10 nM, 20 nM in 50
NM. PP-1 smo redcili do kon¢ne koncentracije 1 U/luknjico (U je enota encima, ki
katalizira pretvorbo 1 uM substrata/min ).

V test smo vkljuéili tudi naslednje kontrole: Ky (vzorec brez inhibitorja, negativna kontrola
inhibicije), Kny+JM (negativna kontrola inhibicije z Jaworski medijem), K-E (kontrola brez
encima) in K-S (kontrola brez substrata). Dodatek Jaworski medija je red¢en v pufru 2
tako, da ga je 6,3 ul v kon¢nem volumnu 200 pl.

Najprej smo zmesali pufer 1, inhibitor redéen v pufru 2 in encim red¢en v pufru 1, to
inkubirali na sobni temperaturi 5 minut, nato dodali substrat (10 ul v kon¢ni volumen 200
ul). Meritev aktivnosti encima je potekala 1 uro pri 37° C s spektrofotometrom (Synergy
™ Mx) pri valovni dolzini 405 nm. Vse meritve smo izvedli v triplikatih.

Iz dobljenih ¢asovnih potekov absorbanc smo izracunali naklone krivulj (aktivnost encima
linearno nara$¢a) ter izraCunali razmerje VilVo, Kjer je vi Ky (naklon vzorca), vo pa Ky
(naklon negativne kontrole). Kot negativno kontrolo smo uporabili encim s substratom
brez inhibitorja. Razmerje, ki opisuje hitrost encimske reakcije, je podano z enacbo:

V,'/V():Kv/KN (1)

V programu GraphPad Prism (GraphPad Software, ZDA) smo za odvisnost vi/vo od
koncentracije MC-RR uporabili nelinearno regresijo, opisano z ena¢bo:

Y:Y(najmanjéa vrednost) + (Y(najveéja vrednost)~™ Y(najmanjéa vrednost) )/(1+1OA((X'L09|CSO))) e (2)
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4 REZULTATI
4.1 1ZOLACIJA MIKROCISTINA
4.1.1 Ekstrakcija mikrocistina

Iz 1 g liofiliziranega vzorca cianobakterij vrste Planktothrix rubescens iz Blejskega jezera
smo po ustaljeni metodi (Sedmak in sod., 2008) ekstrahirali mikrocistin ([D-Asp’] MC-RR
oznacen kot MC-RR). Na HPLC elucijskem diagramu smo zaznali Stevilne manjse vrhove,
ki nakazujejo na prisotnost ostalih sestavin ekstrakta. Prvi trije vrhovi so bili
anabenopeptidi, Cetrti vrh je bil mikrocistin. Prisotnost in koncentracijo slednjega smo
dolo¢ili na preparativni koloni. Na HPLC elucijskem diagramu pri 238 nm valovne dolZine
(Slika 7A) smo namre¢ zaznali vrh s specifiénim retenzijskim casom 25 minut in
karakteristi‘cnim UV spektrom (Slika 7B). Dolo¢ili smo prisotnost mikrocistina v
koncentraciji 2152 uM (pg/ml), preracunano na ekvivalent mikrocistina-LR. U¢inkovitost
ekstrakcije je bila 8,6 mg mikrocistina/1g liofilizirane cianobakterijske kulture.

A B

1,00 - 1,6 1

0,90 (4 o

0,80 -
3: 0,70 - t 25 min 3 1,2 4 238 nm
= A
= 0,60 - -
< 0,50 A < 0,8 -

0,40 - 0,6 -

0,30

’ 04

0,20 -

0,10 - \\ 0.2 1
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Slika 7: Elucijski diagram ekstrakta cianobakterij vrste Planktothrix rubescens iz Blejskega jezera. Elucija na
preparativni koloni PhaseSep HPLC Column, mobilna faza metanol : 0,05 M fosfatni pufer (pH 3) = 50 : 50
(V/v), pretok 10 ml/min. A) MC-RR z retenzijskim ¢asom 25 min je izrazito viden pri karakteristi¢ni valovni
dolzini A = 238 nm. B). Spekter MC-RR pri A =190-300 nm s karakteristi¢cnim vrhom pri 238 nm. a. e. —
arbitrarne enote.
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4.1.2 Izolacija ¢istega mikrocistina MC-RR

1z ekstrakta cianobakterij smo izolirali ¢ist mikrocistin MC-RR. Na analitski koloni HPLC
je imel specifi¢ni retenzijski ¢as 5,2 minute (Slika 8A) in specifi¢ni spekter (Slika 8B).
Koncentracija izolata je bila v povprecju 467 uM, kar pomeni 21,7 % ucinkovitost
izolacije. Konéni izplen izolacije je bil 0,9 mg MC-RR/1g liofilizirane cianobakterijske
kuture.
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0,08 A 01 -
_ il ‘ 5,2 min = 238 nm
0,06 1 30,08 1 v
£y £ 0,06
< 0,04 A -

0,03 - 0,04 -

0,02 4 0.02

0,01 A J k

0,00 -+~ - . - . 0 . . . . .
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Slika 8: Elucijski diagram izoliranega MC-RR. Elucija na analitski koloni LiChroshper® RP-18, mobilna faza
metanol : 0,05 M fosfatni pufer (pH 3) = 52 : 48 (v/v), pretok 1 ml/min. A) MC-RR z retenzijskim ¢asom 5,2
min je izrazito viden pri A =238 nm. B). Spekter izoliranega MC-RR pri A =190-300 nm s karakteristicnim
vrhom 238 nm. a. e. — arbitrarne enote.

4.2 ELEKTROKEMICNA RAZGRADNJA MIKROCISTINA Z BDDA

Izoliran mikrocistin smo red¢ili v Jaworskem mediju do kon¢ne koncentracije 10 uM. Kg
predstavlja v Jaworskem mediju red¢en netretiran MC-RR, K predstavlja vzorec, ki je
presel neaktivno BDDA celico. Z Vg in Vi so oznaceni vzorci in na¢in uéinkovanja,

Stevilka za tem pomeni Cas tretiranja. Vsakih 10 minut smo vzeli vzorec in ga preverili na
HPLC analitski koloni.
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4.2.1 SarZno preto¢no u¢inkovanje

Rezultati razgradnje mikrocistina z BDDA na nacin Sarznega preto¢nega ucinkovanja SO
prikazani na Sliki 9. Ky je redéen MC-RR do kon¢ne koncentracije 10 uM v Jaworskem
mediju. Vzorci po 10-ih, 30-ih in 50-ih minutah tertiranja so oznaceni z V10, V30 in
V50 (Slika 9). S ¢asom izpostavitve BDDA se vrh MC-RR znizuje. Po 10-ih minutah
ucinkovanja se pojavi nov vrh pri 6,32 minuti (produkti razgradnje (11)). Z nadaljnjim
ucinkovanjem poteka razgradnja MC-RR in novo nastalih produktov z vrhovi med 6,32 in
6,56 minuto (produkti razgradnje (I1)) (Slika 9A). Sklop vrhov v prvih 4-ih minutah
elucijskega diagrama (produkti razgradnje (1)) se povecuje (Slika 9A in 9B).

A B
0,015 4 o rodukii
razprf)du' ] 0,0009 -
gradnje (I) MC-RR
0,013 - v
0,011 - 0,0007 4
2 0,009 A F
P % 0,0005 -
< 0,007 - <
i produkti
Gpus razgradnje (IT) 0,0003 -
0,003 -
0,0001 A
0,001 -
0,001 A E
0 5 10 15 20 -0,0001 -
01 2 3 4
Cas [min] Cas [min]
K, V10 V30 — VS0

Slika 9: Elucijski diagram MC-RR redéenega do konéne koncentracije 10 pM v Jaworskem mediju in
vzorcev po razli¢nih ¢asih ucinkovanja z BDDA na $arzno preto¢ni nacin. Analitska kolona LiChroshper®
RP-18, mobilna faza v razmerju metanol : 0,05 M fosfatni pufer (pH 3) 52 : 48 (v/v), pretok 1 ml/min pri
valovni dolzini 238 nm. A) Spreminjanje koncentracije MC-RR in produktov razgradnje (1) in (11) glede na
Cas ucinkovanja na Sarzno pretocni nacin. B) Povecan izsek prvih Stirih minut elucijskega diagrama pri
valovni dolzini 238 nm. S ¢asom tretiranja se povecuje koncentracija produktov razgradnje (I). Ko —kontrola
brez BDDA ucinkovanja (svetlo modra), Vg — vzorec tretiran na S$arzno preto¢ni nacin, Stevilka pomeni ¢as
uc¢inkovanja v minutah. Vzorec tretiran z BDDA 10 min. je izrisan z rdeco, z zeleno je izrisan vzorec tretiran
z BDDA 30 min. in s temno modro vzorec, ki je bil tretiran z BDDA 50 min. a. e. — arbitrarne enote.
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Retenzijski Casi in povrSine vrhov vseh eksperimentalnih rezultatov tretiranja MC-RR S
Sarznim preto¢nim ucinkovanjem so predstavljeni v Preglednici 5. Prikazani so: produkti
razgradnje (1) — zdruzen sklop vrhov v prvih $tirih minutah elucijskega diagrama, MC-RR
in produkti razgradnje (II). Retenzijski ¢as se pri vseh vrhovih podaljSuje. Pri povr$ini
vrhov sta od produktov razgradnje odsteta vrha, ki se pojavita ze pri Ko. Na ta nac¢in smo
odsteli vse, kar ni produkt razgradnje zaradi u¢inkovanja BDDA. Koncentracija MC-RR se
je zaradi razgrajevanja zmanjSala za 67 %. Produkte razgradnje smo zaznali kot novo
nastale vrhove (II) in povecanje sklopa vrhov ().

Preglednica 5: Retenzijski €asi in povr§ine vrhov vzorcev pred in po tretiranju MC-RR z BDDA na $arzno
pretoéni nacin. Ky — kontrola brez BDDA uéinkovanja, K-kontrola z neaktivno BDDA, Vs — vzorec tretiran
na Sarzno pretocni nacin, Stevilka pomeni ¢as ucinkovanja v minutah.

RETENZIJSKI CAS (min.) POVRSINA POSAMEZNIH VRHOV
pri 238 nm (uV-sec) — odsteto Ky
HPLC (1) (Pojavljanje MC-RR (m (D) (Sestevek MC-RR (m
VRH prvega vrha v sklopa vrhov v
sklopu vrhov v prvih 4-ih min)
VZOREC prvih 4-ih min)
Ko 1,07 5,25 390,218
K 1,12 5,30 6,32 654 377,158 28,195
V10 1,09 5,28 6,32 22,398 273,543 67,415
V20 1,10 5,31 6,34 48,077 237,384 58,737
V30 1,12 5,30 6,33 63,233 192,936 44,979
V40 1,12 5,30 6,33 51,079 133,994 39,790
V50 1,19 5,54 6,56 84,217 130,161 39,595

Rezultati spreminjanja povrsin vrhov prikazani v Preglednici 5 so grafi¢no predstavljeni na
Sliki 10. S ¢asom tretiranja se povrSina vrha (I) povecuje, povrSina vrha MC-RR znizuje in
povrsina vrha (II) najprej povecuje, po 10-ih min tretiranja pa se znizuje.
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Slika 10: ZmanjSevanje povrs§ine vrhov zaradi uéinkovanja BDDA na $arzno preto¢ni naéin. Ko — kontrola
brez BDDA uéinkovanja, K — kontrola z neaktivno BDDA, Vg — vzorec tretiran na $arzno preto¢ni nacin,
Stevilka pomeni Cas u¢inkovanja v minutah.
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Slika 11 prikazuje spreminjanje UV spektra (A=190-300 nm) vrha MC-RR po ué¢inkovanju
z BDDA na Sarzno preto¢ni nacin. Vrh MC-RR ima na HPLC elucijskem diagramu
retenzijski ¢as od 5,2 do 5,5 min.

0,0245
0,0195 4
238 nm
4 0,0145
N -
\\%
0,0095 \/
0,0045 -
\
-0,0005 - ;

190 210 230 250 270 290

Valovna dolZina [nm]

— K, — V10 — V30 — V50

Slika 11: Spreminjanje spektra mikrocistina MC-RR po udinkovanju z BDDA na $arzno preto¢ni nadin.
Puséica oznacuje spreminjanje UV spektra ( A = 190-300 nm) vrha MC-RR z retenzijskim ¢asom 5,2-5,5
minute na HPLC elucijskem diagramu (Analitska kolona LiChroshper® RP-18, mobilna faza metanol : 0,05
M fosfatni pufer (pH 3) = 52 : 48 (v/v) in pretok 1 mi/min.). Ko — kontrola brez BDDA uc¢inkovanja (svetlo
modra), Vg — vzorec tretiran na $arZno pretoéni nacin, $tevilka pomeni ¢as uéinkovanja v minutah. Vzorec
tretiran z BDDA 10 min. je izrisan z rdeco, z zeleno je izrisan vzorec tretiran z BDDA 30 min. in s temno
modro vzorec, ki je bil tretiran z BDDA 50 min. a. e. — arbitrarne enote.
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Slika 12 prikazuje spreminjanje UV spektra (A = 190-300 nm) vrha produkti razgradnje
(IT) po u¢inkovanju z BDDA na Sarzno preto¢ni nacin. Vrh produkti razgradnje (II) ima na
HPLC elucijskem diagramu retenzijski ¢as od 6,3 do 6,6 min.

0,0235 A

0,0195

0,0155

Abs. [a.e.]

0,0115

0,0075

0,0035

-0,0005 - : : i
190 210 230 250 270 290
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Slika 12: Spektri produktov razgradnje (II) po ucinkovanju z BDDA na $arZno pretoéni naéin. Pus¢ica
oznacuje spreminjanje UV spektra ( A = 190-300 nm) vrha produkti razgradnje (II) z retenzijskim ¢asom 6,3-
6,6 minute na HPLC elucijskem diagramu (Analitska kolona LiChroshper® RP-18, mobilna faza metanol :
0,05 M fosfatni pufer (pH 3) = 52 : 48 (v/v) in pretok 1 ml/min.). Vs — vzorec tretiran na Sarzno pretoéni
nadin, §tevilka pomeni ¢as uéinkovanja v minutah. Vzorec tretiran z BDDA 10 min. je izrisan z rdeco, z
zeleno je izrisan vzorec tretiran z BDDA 30 min. in s temno modro vzorec, ki je bil tretiran z BDDA 50 min.
a. e. —arbitrarne enote.
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4.2.2 Kontinuirano preto¢no u¢inkovanje z meSanjem

Rezultati razgradnje mikrocistina z BDDA na nacin Kkontinuiranega preto¢nega
ucinkovanja z mesanjem. Ko je redéen MC-RR do kon¢ne koncentracije 10 puM v
Jaworskem mediju. Vzorci po 10-ih, 30-ih in 50-ih minutah tertiranja so Vk10, V30,
V50 (Slika 13). S tretiranjem se vrh MC-RR znizuje. Po 10-ih minutah u¢inkovanja z
BDDA se pojavi novi vrh pri 6,2 minuti (produkti razgradnje (I1)). Z nadaljnjim
ucinkovanjem poteka razgradnja MC-RR in novo nastalih produktov z vrhovi med 6,2 in
6,3 minuto (produkti razgradnje (1)) (Slika 13A). Sklop vrhov v prvih 4-ih minutah
elucijskega diagrama (produkti razgradnje (1)) (Slika 13A in 13B) se povecuje.

A B
0,0155 4
0,0009 A
0,0135 - produkti
razgradnje (1) MC-RR
o015 1—" — 0,0007
9 4
. 0,0095 A =
8 8
< 0,0075 - =
0,0055 - produkti
razgradnje (II) 0,0003 -
0,0035 A
0,0015 4 0,0001 -
-0,0005 < : T T :
’ 0 5 10 15 20 2
-0,0001 -‘PM
Cas [min] Cas [min]
— K, — V(10 — V.30 — V50

Slika 13: Elucijski diagram MC-RR red¢enega do konéne koncentracije 10 uM v Jaworskem mediju in
vzorcev po razli¢nih ¢asih ucinkovanja z BDDA na kontinuirano preto¢ni nacin z meSanjem. Analitska
kolona LiChroshper® RP-18, mobilna faza metanol : 0,05 M fosfatni pufer (pH 3) = 52 : 48 (v/v), pretok 1
ml/min pri A = 238 nm. A) Spreminjanja koncentracije produktov razgradnje (I), MC-RR in produktov
razgradnje (11) glede na ¢as tretiranja z BDDA na nacin kontinuirnega preto¢nega ucinkovanja z mesanjem.
B). Povecan izsek prvih §tirih minut elucijskega diagrama pri valovni dolzini 238 nm. S ¢asom tretiranja se
povecuje koncentracija produktov razgradnje (). Ko— kontrola brez BDDA uéinkovanja (svetlo modra), Vi —
vzorec tretiran na kontinuiran preto¢ni na¢in z me$anjem, Stevilka za tem pomeni ¢as uéinkovanja v minutah.
Vzorec tretiran z BDDA 10 min. je izrisan z rdeco, z zeleno je izrisan vzorec tretiran z BDDA 30 min. in s
temno modro vzorec, ki je bil tretiran z BDDA 50 min. a. e. — arbitrarne enote.
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Preglednica 6 prikazueje retenzijske case in povrSine vrhov vseh eksperimentalnih
rezultatov BDDA tretiranja MC-RR na nacin kontinuiranega pretocnega ucinkovanja z
mesSanjem. Prikazani so: zdruZzen sklop vrhov v prvih §tirth minutah HPLC elucijskega
diagrama — produkti razgradnje (1), MC-RR in produkti razgradnje (II). Retenzijski ¢as se
pri vseh vrhovih podaljSuje. Pri povr$ini vrhov sta od produktov razgradnje odsteta vrha, Ki
se pojavita ze pri vzorcu Ko, saj smo na ta nacin odsteli vse, kar ni produkt razgradnje
zaradi BDDA ucinkovanja. Koncentracija MC-RR se je zaradi razgrajevanja znizala za 91
%. Produkte razgradnje smo zaznali kot novo nastale vrhove (11) in povecanje sklopa vrhov

(1).

Preglednica 6: Retenzijski Casi in povrSine vrhov vzorcev pred in po tretiranju MC-RR z BDDA na naéin
kontinuiranega preto¢nega ucinkovanja z meSanjem. Ko — kontrola brez BDDA uéinkovanja, K — kontrola z
neaktivno BDDA, V — vzorec tretitran na kontinuirano preto¢ni nadin z meSanjem, $tevilka za tem pomeni
¢as ucinkovanja v minutah.

RETENZIJSKI CAS (min.) POVRSINA POSAMEZNIH VRHOV
pri 238 nm(uV-sec) — odsteto od K,
HPLC (1) (Pojavljanje MC-RR (m (D) (Sestevek MC-RR (m
VRH prvega vrha v sklopa vrhov v
sklopu vrhov v prvih 4-ih min)
VZOREC prvih 4-ih min)
Ko 1,08 511 399,110
K 1,09 516 6,20 16,144 363,303 49,282
V10 1,07 515 6,20 43,841 247,359 57,610
V20 1,08 513 6,19 45,485 147,963 41,576
V30 1,11 520 6,25 95,451 124,734 45,875
V40 1,13 521 6,27 83,489 59,427 22,287
V50 1,18 525 6,29 95,254 35,470 20,730

Rezultati spreminjanja povrSin vrhov, prikazani v Preglednici 6, so grafi¢no predstavljeni
na Sliki 14. S ¢asom tretiranja se povrSina vrha (I) povecuje, povrSina vrha MC-RR zniZuje
in povrSina vrha (II) najprej povec€uje, po 10-ih min tretiranja pa znizuje.
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Slika 14: ZmanjSevanje povrSine vrhov zaradi uéinkovanja BDDA na kontrinuirano preto¢ni nacin z
mesSanjem. K, — kontrola brez BDDA uéinkovanja, K — kontrola z neaktivno BDDA, Vi — vzorec tretitran na

kontinuiran pretocni nacin z mesanjem, Stevilka za tem pomeni ¢as u€inkovanja v minutah.
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Slika 15 prikazuje spreminjanje UV spektra (A= 190-300 nm) vrha MC-RR po ué¢inkovanju
z BDDA na kontinuirano preto¢ni nadin z mesSanjem. Vrh MC-RR ima na HPLC
elucijskem diagramu retenzijski ¢as med 5,1 in 5,2 minute.
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Slika 15: Spektri MC-RR po udinkovanju z BDDA na kontinuirano preto¢ni nadin z meSanjem. Pus¢ica
oznacuje spreminjanje UV spektra vcha MC-RR z retenzijskim ¢asom med 5,1 in 5,2 minute na HPLC
elucijskem diagramu (Analitska kolona LiChroshper® RP-18, mobilna faza metanol : 0,05 M fosfatni pufer
(pH 3) = 52 : 48 (v/v) in pretok 1 ml/min.). Ky — kontrola brez BDDA udinkovanja (svetlo modra), Vk —
vzorec tretiran na kontinuiran preto¢ni na¢in z meSanjem, Stevilka za tem pomeni ¢as ucinkovanja v minutah.
Vzorec tretiran z BDDA 10 min. je izrisan z rdeco, z zeleno je izrisan vzorec tretiran z BDDA 30 min. in s
temno modro vzorec, Ki je bil tretiran z BDDA 50 min. a. e. — arbitrarne enote.
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Slika 16 prikazuje spreminjanje UV spektra (A = 190-300 nm) vrha produktov razgradnje
(IT) po u€inkovanju z BDDA na kontinuirano preto¢ni na¢in z mesanjem. Vrh produktov
razgradnje (II) ima na HPLC elucijskem diagramu retenzijski ¢as med 6,2 in 6,3 min.
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Slika 16: Spektri produktov razgradnje (II) po uéinkovanja z BDDA na kontinuiran preto¢ni naéin z
mesanjem. Pus€ica oznacuje spreminjanje UV spektra vrha produktov razgradnje (II) z retenzijskim ¢asom
6,2-6,3 min. na HPLC elucijskem diagramu (Analitska kolona LiChroshper® RP-18, mobilna faza metanol:
0,05 M fosfatni pufer (pH 3) = 52 : 48 (v/v) in pretok 1 ml/min.). Vk — vzorec tretitan na kontinuiran preto¢ni
nadin z meSanjem, Stevilka za tem pomeni ¢as uéinkovanja v minutah. Vzorec tretiran z BDDA 10 min. je
izrisan z rdeco, z zeleno je izrisan vzorec tretiran z BDDA 30 min. in s temno modro vzorec, ki je bil tretiran
z BDDA 50 min. a. e. —arbitrarne enote.



Pecman A. Izolacija in elektrokemicna razgradnja mikrocistina ter ugotavljanje toksi¢nosti produktov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

4.3 INHIBICIJA PP1 Z MIKROCISTINOM IN PRODUKTI RAZGRADNJE
MIKROCISTINA

Uspesnost razgradnje in znizevanje bioloske aktivnosti MC-RR z BDDA u¢inkovanjem na
kontinuirano preto¢ni nacin z meSanjem smo preverili S testom inhibicije proteinske
fosfataze 1 (PP1). Pri encimskem testu smo spremljali absorbcijo pri valovni dolzini 405
nm in preko nje izracunali naklon krivulj (k), ki prikazuje hitrost encimske aktivnost v
odvisnosti od ¢asa. Kot negativno kontrolo inhibicije (Ky) smo testirali PP1 brez MC-RR.
Iz naklona krivulj smo nato izracunali hitrost encimske reakcije podano kot Vi/vg, Kjer v;
pomeni (K) v prisotnosti MC-RR, v, pa (K) v odsotnosti MC-RR (Enacba 1).

Pri testu inhibicije PP1 smo preverili vpliv Jaworski medija na aktivnost PP1. Iz rezultatov
razberemo, da je v vzorcu z dodanim Jaworski medijem zniZana aktivnost encima v
primerjavi z Ky. Testirali smo tudi vzorce, Kjer ni bil prisoten ali encim PP1 ali substrat p-
NPP (Slika 17).

1,2 +

0,8 1

0,6 1

V; / Vo

0,2 -

Slika 17 Hitrost encimske reakcije [vi/vo] pri kontrolah. Ky (vzorec brez inhibitorja, negativna kontrola
inhibicije), Ky+JM (vzorec brez inhibitorja z medijem Jaworski), K-E (kontrola brez encima) in K-S
(kontrola brez substrata).

Ucinkovitost inhibitornega delovanja MC-RR na PP1 smo testirali z izoliranim MC-RR v
metanolu. Test inhibicije PP1 smo izvedli v koncentracijskem obmocju 0,5 nM, 1 nM, 10
nM in 20 nM MC-RR. Ti vzorci so pozitivna kontrola (PK) delovanja MC-RR. Z visanjem
koncentracije MC-RR se je aktivnost PP1 zmanjsevala (Slika 18A). Vse koncentracije
MC-RR, ki so podane, so izra¢unane glede na HPLC elucijske diagrame in prerac¢unane na
ekvivalent mikrocistina-LR. Nato smo testirali inhibitorno ucinkovitost vzorcev. Vzorec
pred uc¢inkovanjem z BDDA celico je Ko (kontrola ni¢). Vzorci po 10-ih, 30-ih in 50-ih
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minutah delovanja BDDA celice so: Vk10, V30, Vk50. Vsi vzorci so testirani v
koncentracijskem obmoc¢ju 1 nM, 10 nM, 20 nM in 50 nM konéne koncentracije MC-RR
in produktov razgradnje (1) skupaj. Vse koncentracije MC-RR, ki so podane, so
izracunane glede na HPLC elucijske diagrame in preracunane na ekvivalent mikrocistina-
LR. Trend nakazuje, da se v istem koncentracijskemu obmocju hitrost encimske reakcije
(vilvo) s tretiranjem visa v primerjavi z vzorcem pred tretiranjem (Ko) (Slika 18B).
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Slika 18: Inhibicija PP1 z MC-RR. Inhibicijo PP1 smo merili spektrofotometri¢éno pri 405 nm z uporabo
substrata p-NPP. A) Na grafu je prikazana hitrost encimske reakcije kot v;/vy v odvisnosti od koncentracije
MC-RR za pozitivnho kontrolo (PK). V; pomeni v prisotnosti, vy pa v odsotnosti MC-RR. Prikazana so
povpredja = SD (Stevilo vzorcev je med 2 in 4 B). Na grafu je prikazana hitrost encimske reakcije kot vi/vy v
odvisnosti od koncentracije MC-RR, za vzorec pred tretiranjem z BDDA celico K (kontrola ni¢) ter vzorcev
po 10-ih, 30-ih in 50-ih minutah delovanja BDDA celice: V10, V30 in V50. V; pomeni v prisotnosti, v, pa
v odsotnosti MC-RR. Prikazana so povprecja + SD (Stevilo vzorcev je med 2 in 4). K, — kontrola brez BDDA
uc¢inkovanja (svetlo modra), Vi — vzorec tretiran na kontinuiran preto¢ni na¢in z meSanjem, $tevilka za tem
pomeni ¢as ucinkovanja. Vzorec tretiran z BDDA 10 min. je izrisan z rdeCo, z zeleno je izrisan vzorec
tretiran z BDDA 30 min. in s temno modro vzorec, ki je bil tretiran z BDDA 50 min.
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Slika 19: Koncentracija MC-RR [nM] ter inhibicija PP1 [1-vi/vo] v vzorcih pred in po u¢inkovanju z BDDA
na kontinuiran preto¢ni naéin z mesanjem. Inhibicija je podana kot nasprotna vrednost hitrosti encimske
reakcije. Ko — kontrola pred BDDA u¢inkovanjem, Vi — vzorec, nadin tretiranja, Stevilka za tem pomeni ¢as
uéinkovanja. A) Koncentracija MC-RR v koncentracijskem obmocju 10 nM skupne koncentracije MC-RR in
PR (IT). Puséica oznacuje inhibicijo PP1 pri Ko. B) Koncentracija MC-RR v koncentracijskem obmocju 20
nM skupne koncentracije MC-RR in PR (II). Puséica oznacuje inhibicijo PP1 pri V50.

Rezultati na sliki 19A in 19B ter v Preglednici 7 prikazujejo vzorce pred (Ko) in po (Vk10,
V30, Vk50) u¢inkovanju z BDDA na kontinuirano preto¢ni na¢in z me$anjem pri 10 nM
in 20 nM skupne koncentracije MC-RR in PR (Il). Koncentracija mikrocistina v vzorcih se
s casom ucinkovanja znizuje, obenem pa se zmanjSuje tudi bioloska aktivnost teh vzorcev,
saj pada z znizevanjem koncentracije mikrocistina.

Preglednica 7: Koncentracije MC-RR pred in po BDDA uéinkovanju na kontinuirano preto¢ni nadin z
meSanjem v koncentracijskem obmocju 10 in 20 nM skupne koncentracije MC-RR in PR (lII). Pri vsaki
koncentraciji je podana inhibicija PP1 za pripadajoo koncentracijo MC-RR. Inhibicija je podana kot
nasprotna vrednost hitrosti encimske reakcije.

Vzorec MC-RR in PR (I1) 10 nM MC-RR in PR (I1) 20 nM

MC-RR [nM] inhibicija PP1[1-vi/vg] MC-RR [nM] inhibicija PP1 [1-vi/v(]
Ko 10,00 0,74 20,00 0,88
V10 8,11 0,66 16,22 0,82
V30 7,31 0,61 14,62 0,65
V50 6,31 0,53 12,62 0,59
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5 RAZPRAVA
5.1 ELEKTROKEMICNA RAZGRADNJA MIKROCISTINA Z BDDA
5.1.1 Vpliv elektrolitov na razgradnjo mikrocistina

Razgrajevanje mikrocistina v vodnih raztopinah z BDDA ucinkovanjem je bilo Ze testirano
v prisotnosti razli¢nih elektrolitov pri razli¢nih koncentracijah (Zhang in sod., 2009; Tran
in Drogui, 2013; Zhang in sod., 2013; Liao in sod., 2014). Elektroliti pozitivno vplivajo na
prevodnost, ker olajSajo prenos elektrinega toka, s tem se znizujejo potrebe po elektri¢ni
energiji za dosego istega uc¢inka (Tran in sod., 2009).

Zhang in sod. (2009) so testirali ucinkovitost razgradnje mikrocistina-RR iz vodne
raztopine ob dodatku 20 mM: NaCl ali KCI ali K;SO,4 ali Na;CO3 ali KNOs. Tran in
Drogui (2013) pa so pri raziskavi razgradnje mikrocistina-LR iz vodne raztopine uporabili
kot podporne elektrolite: NaCl ali NaBr ali Na;SO,4 ali NaNO3 v koncentraciji 200 mg/I.
Razgradnja je bila najbolj uCinkovita pri uporabi NaCl (Zhang in sod., 2009; Tran in
Drogui, 2013).

V magistrskem delu smo kot raztopino za razred¢evanje mikrocistina in nadaljnje BDDA
ucinkovanje uporabili medij Jaworski. Medij Jaworski je gojis¢e za rast fitoplanktonskih
organizmov. Uporabili smo ga zaradi primerjave uc¢inkovanja BDDA elektrolitske celice
na razgradnjo cianobakterijskih celic v kulturi. V njem so raztopljene razli¢ne soli. Medij
Jaworski vsebuje sestavine, med katerimi so v veéji koncentraciji: NaNO3 (941 uM),
MgSO,4 * 7TH,0 (246 uM), Na,HPO,4 * 12H,0 (358 uM), Ca(NOs), * 4H,0 (236 uM),
NaHCO;3 (189 uM ) in KH2PO4 (911 uM). Prisotni so Se EDTA, kovine v sledovih in
vitamini (Preglednica 4). Molarnost sestavin v raztopini medija Jaworski je manjsa, kot so
jo uporabili v predhodnih raziskavah (Zhang in sod., 2009; Tran in Drogui, 2013).
Prevodnost raztopine Jaworski medija je 230 uS/cm, kar je tudi manj od prevodnosti
raztopine po Tran in Drogui (2013), ki je znaSala 350 uS/cm. V raztopini Jaworski medija
so nitratni, sulfatni, fosfatni in karbonatni ioni. Nitratni ioni naj ne bi vplivali na posredno
oksidacijo organskih snovi v raztopini, saj iz njih ne nastajajo reaktivne oksidacijske zvrsti
(Zhang in sod., 2009; Tran in Drogui, 2013). Delujejo kot podporni elektrolit, ki so jih tudi
Liao in sod. (2014) v koncentraciji 10 pM uporabili v svoji raziskavi. Karbonatni in
sulfatni ioni se oksidirajo in pri tem nastanejo reaktivni intermediati oksidacije, vendar so
Zhang in sod. (2009) potrdili boljSo razgradnjo mikrocistina ob prisotnosti nitratnih ionov,
kot Ce so uporabili sulfatne ali karbonatne ione. Vpliv fosfatnih ionov, kot elektrolitov pri
elektrokemi¢ni razgradnji mikrocistina z BDDA ni znan. V raztopini medija Jaworski je
prisoten tudi klor v obliki MnCl,. Ker gre za sestavino v sledovih, je vpliv samega klora na
razgradnjo mikrocistina iz medija Jaworski tezko ovrednotiti. V magistrskem delu smo
potrdili uspesno razgradnjo mikrocistina v raztopini medija Jaworski. Prisotnost vseh
ionov najverjetneje pozitivno vpliva na razgradnjo mikrocistina iz medija Jaworski, bodisi
zaradi olajSanega elektricnega pretoka, bodisi zaradi moznih nastalin reaktivnih
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intermediatov oksidacije, ki tudi reagirajo z mikrocistinom in vplivajo na ucinkovitejSo
razgradnjo.

5.1.2 Vpliv nacdina izvedbe BDDA elektrokemijske oksidacije na razgradnjo
mikrocistina

Uporabili smo dva razliéna nacina izvedbe elektrokemijske oksidacije: $arzno preto¢no
ucinkovanje in kontinuirano pretocno ucinkovanje z mesanjem, ki je bilo pri razgradnji
mikrocistina uspeSnejse za 24 %.

Pri na¢inu Sarznega pretoCnega ucinkovanja je bil celoten volumen raztopine mikrocistina
50-krat izpostavljen elektrolizi z BDDA (Slika 4). Pri nacinu kontinuiranega preto¢nega
ucinkovanja z meSanjem pa je bil celoten volumen vzorca v eni posodi, iz katere je bil
izpeljan vtok in iztok iz elektrolitske celice. Raztopino smo mesali s pomo¢jo magnetnega
mesala; vtok in iztok je imel hitrost 10 ml/min. Pri tem nacinu je raztopina naklju¢no
prehajala skozi celico (Slika 5).

Liao in sod., 2014 navajajo, da pri BDDA 75 % razgradnje organskega materiala lahko
pripiSemo radikalski oksidaciji z OH", medtem ko k preostalih 25 % oksidacije prispevajo
elektroni (€"). Povpre¢ni Zivljenjski ¢as radikala OH’ je 4 * 10° s, difuzijska pot le-tega v
vodi pa 6 nm. Oksidacije zaradi OH" radikalov se zgodijo le zelo blizu BDDA elektrode,
medtem ko nadaljnje reakcije molekularne oksidacije in razgradnje potekajo spontano
naprej v mediju.

Glede na dobljene rezultate in zgornje ugotovitve lahko predvidevamo, da je bila uspesnost
razgradnje pri Sarznem preto¢nem nacinu manjSa zaradi samega nacina izvedbe poskusa.
Vsaka zamenjava posodic z vzorcem in nato ponovno vzpostavljanje optimalnih pogojev
elektrolize (hitrost pretoka in napetost celice) je porabila dolocen ¢as, ko vzorec ni bil
optimalno tretiran. Po vzpostavitvi optimalnih pogojev je sicer priSlo do reakcij med
molekulami mikrocistina z OH’, reaktivnimi oksidiranimi kemijskimi zvrstmi in e”, vendar
je ustavljanje pretoka ter ponovno vzpostavljanje v optimalne pogoje negativno vplivalo na
reakcije razgradnje. Nasprotno lahko trdimo za nadin kontinuiranega pretocnega
razgrajevanja z mesanjem. Molekule mikrocistina so bile konstantno in z enakimi pogoji
ves Cas tretiranja v kontaktu z BDDA in nastalimi OH" ter €', zato je iz dobljenih rezultatov
razvidno, da je bil ta nacin razgradnje zaradi same izvedbe uspesnejsi.

5.1.3 Vpliv ¢asa uéinkovanja BDDA na razgradnjo mikrocistina

Mikrocistin se s ¢asom uc¢inkovanja razgradi (Zhang in sod., 2009; Tran in Drogui, 2013;
in Liao in sod., 2014). Razgradnja je najvecja v prvih 30-ih minutah delovanja. V tem ¢asu
se razgradi 86,8 % MC-RR, po 60-ih minutah se razgradi 98,5 % MC-RR, vendar do
popolne mineralizacije pride Sele po 2-h urah. Hitrost razgradnje je najvecja na zacetku,
dokler je koncentracija mikrocistina visoka; ko se ta razgradi, se hitrost zmanjsa (Zhang in
sod., 2009).
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Iz rezultatov ucinkovanja BDDA na nacin Sarznega pretocnega ucinkovanja in
kontinuiranega uc¢inkovanja z me$anjem vidimo, da se s ¢asom elektolize vrh mikrocistina
na HPLC elucijskem diagramu znizuje. Nastajajo novi vrhovi: produkti razgradnje (II) in
sklop vrhov produktov razgradnje (1) (Slika 9A, 13A).

Med elektrolizo z BDDA ne poteka le razgradnja mikrocistina. Po 10-ih minutah se za¢ne

zmanjSevati tudi vrh (II). Produkte razgradnje zaznamo kot povecevanje sklopa vrhov I
(produkti razgradnje 1) (Slika 9A, 9B, 13A, 13B) (Preglednica 5, 6).

Pri nadinu SarZnega pretoCnega ucinkovanja prikazuje krivulja hitro zmanjSanje
koncentracije mikrocistina v prvih 40-ih minutah (66 %), nato pa preide v polozen polozaj,
v naslednjih 10-ih minutah ucinkovanja se razgradi le Se 1 % mikrocistina. Po 50-ih
minutah je razgrajenega 67 % mikrocistina (Slika 10, Preglednica 5). Popolnoma druga¢ne
rezultate smo dobili po razgradnji mikrocistina na nacin kontinuiranega pretocnega
ucinkovanja z mesanjem. Krivulja, ki prikazuje zmanjSevanje koncentracije mikrocistina,
se skozi celoten Cas uinkovanja strmo znizuje, po 50-ih minutah se razgradi 91 %
mikrocistina (Slika 14, Preglednica 6). U¢inkovitost razgradnje mikrocistina na ta nacin se
zaradi zmanjSanje koncentracije ni bistveno spremenila.

Pri obeh nac¢inih smo v prvih desetih minutah zaznali povecanje koncentracije produktov
razgradnje (1), ki se nato nadaljnje razgrajujejo. Koncentracija produktov razgradnje (1) se
skozi celoten proces povecuje (Slika 10, 14; Preglednica 5, 6).

Po petdeset minutnem u¢inkovanju na nacin Sarznega preto¢nega u¢inkovanja se spremeni
povr$ina vrhov (navedeno kot enota: pV-sec). V raztopini ostane 61.819 enot vec
razpadnih produktov (I), 260.057 manj enot mikrocistina in 27.820 manj enot razpadnih
produktov (I1), merjeno pri 238 nm (Preglednica 5).

Po koncu kontinuiranega preto¢nega ucinkovanja z meSanjem ostane v raztopini 51,413
enot veC razpadnih produktov (I), 363,640 manj enot mikrocistina in 36,880 manj enot
razpadnih produktov (I1) merjeno pri 238 nm (Preglednica 6).

Pri obeh nacinih zaznamo veliko manj razpadnih produktov, kot se razgradi molekul
mikrocistina. Merjenje je bilo izvedeno pri 238 nm, kjer imajo znacilen vrh $tevilni
mikrocistini. Z razgrajevanjem se je porusila njihova znacilna kemijska struktura in s tem
tudi zmanjsala absorpcija. V primerjavi z na¢inom S$arznega preto¢nega u¢inkovanja se je
pri nacinu kontinuiranega preto¢nega ucinkovanja z meSanjem razgradilo ve¢ molekul
mikrocistina in produktov razgradnje (I1), manj pa smo zaznali produktov razgradnje (1I).
Rezultati nakazujejo, da je bil nacin kontinuiranega preto¢nega ucinkovanja z meSanjem
pri razgradnji mikrocistinov u¢inkovitejsi kot Sarzno preto¢ni nacin (Preglednica 5, 6).
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5.14 Vpliv ¢asa ufinkovanja BDDA na spreminjanje mikrocistina in nastajanje
produktov razgradnje

Liao in sod., (2014) navajajo, da je z razgradnjo mikrocistina po 55-ih minutah elektrolize
z BDDA nastalo 16 razli¢nih produktov razgradnje. Vsi produkti razgradnje razen enega
imajo krajSi retenzijski cas, kot ga ima prvoten MC-LR (27,1 minute). Mehanizem
delovanja OH radikalov je hidroksilacija s substitucijo, adicija z izomerizacijo ter
oksidacija in cepitev vezi. Glede na rezultate LC-MS/MS so predlagane razli¢ne poti
razgradnje. V grobem jih lahko zdruzimo v dva sklopa poti razgradnje mikrocistina.

Prvi sklop opisuje mehanizem razgradnje kot OH" napad na ADDA skupino. ADDA je
nepolaren del molekule mikrocistina (Song in sod., 2005), ko se ta odcepi, postanejo
produkti razgradnje bolj polarni. Drugi sklop razgradnje mikrocistina je OH" napad na
Mdha skupino v cikliénem obro¢u mikrocistina, kar povzroé¢i odprtje obro¢a. Sledi OH'
napad na verigo ADDA, ki se odcepi od sedmega ogljikovega atoma skupine. V tem
primeru lahko nastajajo nepolarni produkti razgradnje z daljSim retenzijskim ¢asom kot pri
prvotnem MC-LR (Liao in sod., 2014).

Na osnovi na$ih rezultatov lahko potrdimo, da z BDDA razgradnjo nastajajo nepolarne
molekule. Novonastali vrh produkta razgradnje (I1) ima na HPLC elucijskem diagramu
dalj8i retenzijski ¢as kot vrh mikrocistina. Molekule, ki tvorijo vrh (II), so bolj nepolarne,
saj se vezejo na kolono z reverzno fazo z vecjo afiniteto (Slika 9A in 13A). Poleg tega se
vsem vrhovom na HPLC elucijskem diagramu podaljSujejo retenzijski Casi, kar pomeni, da
molekule mikrocistina in razpadnih produktov postajajo s ¢asom elektolize z BDDA holj
nepolarne (Slika 9A, 13A; Preglednica 5, 6).

Spreminjanje retenzijskega Casa lahko torej pomeni spremembe strukture molekul, kar iz
UV spektrov mikrocistina in produktov razgradnje (II) na nacin SarZnega pretocnega
ucinkovanja sprememb ne opazimo; znizuje se le koncentracija (Slika 11, Slika 12). Iz UV
spektrov vrhov produktov razgradnje (II) razberemo, da nimajo specificnega vrha pri 238
nm (Slika 12, 16). Vrh pri 238 nm v UV spektru ima molekula mikrocistina, saj je zna¢ilen
za aromatske skupine, ki jo nosi ADDA.

Iz UV spektrov mikrocistina po razgrajevanju na nacin kontinuiranega pretocnega
uéinkovanja z meSanjem sprva opazimo le znizevanje koncentracije. Spremembo v UV
spektru zaznamo $ele po 50-i minuti elektrolize z BDDA. Znacilen vrh pri 238 nm izgine,
sam spekter pa je podoben spektrom produktov razgradnje (1) (Slika 15). Po Liao in sod.,
2014 se od mikrocistina v doloceni stopnji razgradnje odcepi ADDA. S tem mikrocistini
izgubijo aromatsko skupino, kar na HPLC elucijskem diagramu pri 238 nm zaznamo kot
zmanj$anje koncentracije mikrocistina (Slika 9A, 13A).
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S casom razgrajevanja z BDDA po nacinu kontinuiranega preto¢nega ucinkovanja z
mesanjem se retenzijski ¢as vrhov manj nspremeni, razgradnja pa je vecja. Molekule se
torej ucinkoviteje in hitreje razgrajujejo in pri tem ne postajajo toliko nepolarne kot
molekule po elektrolizi z BDDA na nacin Sarznega preto¢nega uc¢inkovanja (Preglednica 5,
6).

5.2 INHIBICIJA PP1 S PRODUKTI RAZGRADNJE

Testirali smo inhibitorno aktivnost mikrocistina v pozitivni kontroli ter inhibitorno
aktivnost mikrocistina v vzorcih, ki smo jih vzor¢ili v procesu BDDA elektrolitske
razgradnje na nacin kontinuiranega pretocnega ucinkovanja z meSanjem. Koncentracijsko
obmocje, ki smo ga uporabili (od 0,5 nM do 50 nM), pokriva linearen del sicer sigmoidne
krivulje (Bubik, 2012).

Preverili smo tudi vpliv Jaworski medija na delovanje reakcije med PP1 in p-NPP ter
kontrole brez encima oziroma brez substrata. Rezultati so pokazali, da je aktivnost PP1 ob
dodatku Jaworski medija zmanj$ana (Slika 17). S primerjavo krivulje pozitivne kontrole na
sliki 18A ter krivulje Ko na sliki 18B, vidimo da je vi/vp pri isti koncentraciji MC-RR nizja
pri Ko. Pri vzorcih pozitivne kontrole je bil izoliran mikrocistin hranjen v metanolu ter nato
red¢en do kon¢ne koncentracije za posamezno reakcijo s pufrom 1. Pri vzorcih Kq pa smo
imeli mikrocistin redéen v Jaworski mediju, ki smo ga Sele nato s pomocjo pufra 1 red¢ili
do razli¢nih kon¢nih koncentracij za posamezno reakcijo. 1z tega sklepamo, da je Jaworski
medij, ki vsebuje veliko Stevilo razlicnih ionov, vplival na zmanjSano hitrost encimske
reakcije med PP1 in p-NPP pri vseh vzorcih red¢enih v Jaworski mediju (Slika 18B).

V pozitivni kontroli se z veCanjem koncentracije mikrocistina hitrost encimske reakcije
med proteinsko fosfatazo 1 (PP1) in p-NPP substratom zmanjSuje, saj mikrocistin v
reakcijski meSanici inhibira PP1 (Slika 18A). ZmanjSevanje koncentracije mikrocistina in
posledi¢no njegove inhibitorne aktivnosti smo nato preverili v vzorcih pred (Kp) in po
(Vk10, V«30, V50) BDDA elektrolizi v koncentracijskem obmoc¢ju 1 nM, 10 nM, 20 nM
in 50 nM konéne koncentracije mikrocistina in produktov razgradnje (1) skupaj. Rezultati
prikazujejo, da se je s ¢asom BDDA elektrolize inhibitorna aktivnost mikrocistina
zmanjSala (Slika 18B). Molekule so se namre¢ zaradi elektrokemicne oksidacije
spreminjale, po 50-ih minutah elektrolize z BDDA ni bilo ve¢ intaktnega mikrocistina
(sprememba v retenzijskem Casu in spektru) (Preglednica 6, Slika 15). S ¢asom tretiranja
lahko pri vi§jih koncentracijskih obmoc¢jih vidimo (vi§ja koncentracija molekul, vecje
tekmovanje za vezavo na PP1), da krivulja nima ve¢ linearnega poteka v primerjavi s Ko.
Slednje pomeni, da se z viSanjem koncentracije mikrocistina hitrost encimske reakcije ne
zmanjSuje ve¢ linearno. Preostanek mikrocistina $e vedno deluje inhibitorno na PP1,
vendar je ta vezava spremenjena in ni ve¢ kovalentna, kot je pri intaktnemu mikrocistinu
(Slika 18B).
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Koncentracija mikrocistina (navedena kot povrsina vrhov na elucijskem diagramu) se je
med BDDA razgradnjo zmanjSevala, spreminjalo se je tudi razmerje med koncentracijo
mikrocistina in koncentracijo produktov razgradnje (I1). 1z zacetne vsebnosti mikrocistina
v vzorcu Ky se je delez mikrocistina zmanjSeval, pri tem je nastajal in se spreminjal tudi
delez PR (II). Po 50-ih min. elektrolize z BDDA je ostalo 63 % MC-RR in 37 % PR (II)
(Preglednica 6). Z zmanjsevanjem deleza mikrocistina se je vzporedno znizevala inhibicija
PP1. Pomemben je rezultat primerjave v inhibiciji med 10 nM MC-RR (Ky), ki je 0,74
(Slika 19A (puscica), Preglednica 7), ter inhibicijo pri 12 nM MC-RR (V«50), ki je 0,59
(Slika 19B (puscica), Preglednica 7). Primerjava teh dveh podobnih koncentracij, pri kateri
je v Ky intakten MC-RR pri V50 pa preostanek tretiranega mikrocistina pokaze, da se je
inhibitorna aktivnost tretiranega preostalega mikrocistina zmanjSala.

Po 50-ih min. elektrolize z BDDA na kontinuirano preto¢ni nacin z meSanjem se je
razgradilo 91 % mikrocistina. Preostalih 9 % (predstavlja 63 % delez mikrocistina v
meSanici s produkti razgradnje (II)) je sicer Se vedno delovalo inhibitorno, vendar z
zmanjs$ano inhibicijsko aktivnostjo (Preglednica 6, Slika 19).
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6 SKLEPI

e Mikrocistin smo izolirali iz cianobakterijske kulture P. rubescens z 21,7 %
izkoristkom pri ¢iscenju.

e Mikrocistin in produkti razgradnje so se po ucinkovanju z BDDA razgrajevali. To smo
ugotavljali: s spremljanjem viSine vrhov na HPLC elucijskem diagramu, s
spremljanjem sprememb UV spektra in s spremljanjem retenzijskih ¢asov na HPLC
elucijskem diagramu.

e UspeSnost razgradnje izoliranega mikrocistina z BDDA je bila pri Sarznem pretocnem
ucinkovanju 67 %, pri kontinuiranem pretoénem ucinkovanju z me$anjem pa 91 %.
Mikrocistina nismo popolnoma mineralizirali, za kar bi bil potreben daljsi Cas
ucinkovanja.

e Nastale produkte razgradnje smo zaznali s HPLC/PAD.

e Rezultati testa inhibicije PP1 z MC-RR pred in po BDDA ucinkovanju na
kontinuirano preto¢ni nain z meSanjem prikazujejo, da se s casom BDDA
uc¢inkovanja zmanjSuje koncentracije mikrocistina, s tem pa se paralelno znizuje
inhibicija PP1. Preostanek spremenjenega mikrocistina ima zmanj$ano inhibitorno
aktivnost v primerjavi z intaktnim mikrocistinom.
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7 POVZETEK

Cianobakterije so mikroorganizmi, ki naseljujejo Stevilna vodna telesa po vsem svetu. V
Casu cvetenja lahko proizvajajo cianotoksine, med katerimi so najbolj pogosti mikrocistini.
Mikrocistini so hepatotoksini, ki izrazito inhibitorno delujejo na proteinske fosfataze tipa 1
in 2A. Inhibicija Stevilnih proteinskih fosfataz in posledicno hepatotoksi¢no delovanje ter
dokazana tumorska promocija mikrocistinov so lastnosti, zaradi katerih je prisotnost
mikrocistinov v vodi nevarna. Priprava pitne vode dolo¢a odstranjevanje ali razgrajevanje
mikrocistinov kot onesnazila. WHO (Cyanobacterial ..., 2003) je dolo¢ila mejno vrednost
MC-LR 1 pg/l. V tej raziskavi smo kot metodo odstranjevanja mikrocistina uporabili
elektrolitsko celico, z z borom dopirano diamantno anodo (BDDA). Namen naloge je bil z
BDDA razgraditi izoliran mikrocistin v raztopini gojis¢a (medij Jaworski). Uporabili smo
dva nacina izvedbe: Sarzno pretocno u¢inkovanje in kontinuirano pretocno uc¢inkovanje z
mesanjem. S ¢asom uc¢inkovanja Vv elektrolitski celici se je zmanjSevala koncentracija
mikrocistina. Glede na rezultate UV spektrov in retenzijskih ¢asov vrhov produktov
razgradnje (1) in (I1) ter mikrocistina na HPLC elucijskem diagramu lahko sklepamo, da se
mikrocistin in produkti razgradnje s Casom elektrolize z BDDA razgrajujejo. Rezultati so
pokazali, da je bil pri razgradnji mikrocistina na¢in kontinuiranega pretocnega uc¢inkovanja
z meSanjem ucinkovitej$i. Preostanek mikrocistina po elektrolizi je imel zmanjSano
inhibitorno aktivnost za PP1, kar je pokazatelj njegove manjSe bioloske aktivnosti in
posledi¢no toksi¢nosti.
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