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KAZALO PREGLEDNIC

Pregl. 1:  Primerjava fizikalno-kemijskih lastnosti med montmorillonitom in

kaolinitom (Wenk in Bulakh, 2004; Manahan, 2005). 4
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KAZALO PRILOG

.....

Pril. A:  Rast seva Pseudoalteromonas sp. v razli¢nih teko¢ih gojis¢ih:
Kontrola - gojis¢e PKS, K - gojis¢e PKS predinkubirano s

kaolinitom, B - gojis¢e PKS predinkubirano z bentonitom.

Pril. Bl1:  Umeritvene krivulje: raztapljanje CO, v razli¢nih gojis¢ih — v
g0jis¢u PKS brez koloidov (Kontrola), v gojis¢u PKS s kaolinitom
(K) in v gojis¢u PKS z bentonitom (B). Koncentracije posameznih
koloidov v gojiscu so bile 0,008 g/mL, ¢as predinkubacije gojis¢ s

koloidi je bil 1 uro.

.....

Pril. B2:  Umeritvene krivulje: raztapljanje CO, v razli¢nih gojis¢ih — v
gojiscu PKS brez koloidov (Kontrola), v gojis¢u PKS s kaolinitom
(K) in v gojis¢u PKS z bentonitom (B). Koncentracije posameznih
koloidov v gojiscu so bile 0,04 g/mL, ¢as predinkubacije gojiS¢ s

koloidi je bil 1 uro.

Pril. B3:  Umeritvene krivulje: raztapljanje CO, v razli¢nih gojis¢ih — v
gojisc¢u PKS brez koloidov (Kontrola), v gojis¢u PKS s kaolinitom
(K) in v gojiscu PKS z bentonitom (B). Koncentracije posameznih
koloidov v gojiscu so bile 0,04g/mL, ¢as predinkubacije gojis¢ s

koloidi je bil 24 ur.

Pril. B4:  Umeritvene krivulje: raztapljanje CO, v razli¢nih gojis¢ih — v
gojis¢éu PKS brez koloidov (Kontrola), v gojis¢u PKS z
odstranjenim kaolinitom (PKE-K) in v gojis¢u PKS z odstranjenim
bentonitom (PKE-B). Koncentracije posameznih koloidov v
gojiscu so bile 0,04g/mL, ¢as predinkubacije gojis¢ s koloidi je bil
24 ur.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
Asgr absorbanca pri A = 562 nm
BSA goveji serumski albumin (ang. »bovine serum albumin«)
CEC kationska izmenjevalna kapaciteta (ang. »Cation exchange Capacity«)
CFU kolonijske enote (ang. »Colony forming Units«)
CO2xon konc¢na koncentracija CO, v plinski fazi
CO2 a8 zacetna koncentracija CO, v plinski fazi
K nosilnost okolja (maksimalna ODgs)
OD¢s0 turbidnost pri A = 650 nm
ODes0,10 turbidnost pri A =650 nm prit=10
PKS bogato gojisce (pepton, kvasni ekstrakt, soli)
reagent A raztopina bikinkoninske kisline

reagent B 4 % (v/v) raztopina CuSO4

u hitrost rasti
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1 UVOD

Koloidni delci, tako organski kot anorganski, so splosno razsirjeni in prisotni v naravhem
okolju. Organski koloidi so lahko vir hranil za bakterije in protozoje, anorganski koloidi pa
na svoji povrSini vezejo razlitne snovi, med njimi tudi hranila, katerih lokalna
koncentracija se na povrSini koloidov lahko znatno poveca. Posledica je zniZzana
koncentracija hranil za bakterije v raztopini. Ta hranila so dostopna bakterijam, ki se
uspejo pritrditi na delce. Na koloidnih delcih je bakterijski metabolizem lahko bolj

intenziven, ker so hranila skoncentrirana.

Zelo pomembni anorganski koloidi so minerali glin, ki predstavljajo vecino koloidne
frakcije v tleh, sedimentih in vodi. Nekateri minerali so nizko reaktivni z majhno
specificno povrsino (npr. kaolinit), nekateri pa imajo veliko specifi¢no povrsino in imajo
visoko sposobnost vezave nabitih delcev oziroma visoko kapaciteto za izmenjevanje
kationov (npr. montmorillonit). Zaradi razli¢cnih fizikalno-kemijskih lastnosti imajo ti

minerali razlien vpliv na vezavo hranil in bakterij na koloidne delce.

V diplomski nalogi smo ugotavljali vpliv mineralov glin na rast in hitrost respiracije
morske bakterije Pseudoalteromonas sp., in sicer smo prouéevali vpliv vrste gline
(bentonita, kot predstavnika montmorillonita, in kaolinita), vpliv koncentracije gline in
vpliv ¢asa predinkubacije gline v gojiscu. Preverili smo tudi, v kolik§ni meri se hranila
vezejo na razli¢ne minerale glin ter, ¢e sploh in koliko se bakterije pritrjajo na posamezne

gline.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNE LASTNOSTI KOLOIDOV

Koloidi so majhni delci, veliki od 0,001 um do 1 um, z veliko povrSino, in sicer so lahko
organske snovi ali pa anorganski material (predvsem minerali glin). Lo¢imo tri vrste

koloidov (Manahan, 2005):

e Hidrofilni koloidi — so makromolekule, za katere je znacilna moc¢na interakcija z vodo.

Primer hidrofilnih koloidov so proteini in sinteti¢ni polimeri.

e Hidrofobni koloidi — zanje so znacilne S$ibkejSe interakcije z vodo. Pozitivno ali
negativno nabite povrSine koloidnih delcev in nasprotni ioni, ki obdajajo delce, tvorijo

elektri¢ni dvosloj, kar povzroci odbijanje delcev med seboj.

e Asociativni koloidi — so sestavljeni iz molekul, ki imajo v svoji molekularni strukturi

hidrofobni in hidrofilni del in tvorijo micele. Primer so mila in detergenti.

2.1.1 Razsirjenost koloidov

Koloidni delci, tako organski kot anorganski, so splosno razsirjeni in prisotni v naravhem
okolju. Zelo Stevilni so v talnih sistemih, kjer je obi¢ajno manj kot 5 % organske ter okoli
95 % anorganske snovi in v tej anorganski komponenti ve¢inoma prevladujejo minerali
glin (Manahan, 2005). Prav tako so koloidni delci $tevilni tudi v vodnih okoljih (10’-10°
delcev/mL), kjer presegajo Stevilénost mikroorganizmov (Koike in sod., 1990; Wells in
Goldberg, 1991). Vendar pa so tu vecinoma organski koloidi, nekaj pa je tudi anorganskih
delcev, ki vsebujejo Zelezo in aluminosilikate (Wells in Goldberg, 1991; Wells in

Goldberg, 1992).

2.1.2 1Izvor koloidov

Koloidni delci v vodnem okolju lahko nastajajo s sproScanjem organske snovi iz

fitoplanktona, bakterij in protozojev (Decho, 1990; Nagata in Kirchman, 1991) ali pa med
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virusno lizo celic (Proctor in Fuhrman, 1990; Shibata in sod., 1997). Lahko se sproscajo
tudi z makroagregatov in fekalnih peletov (Smith in sod., 1992). Vendar pa so ti koloidi

vecinoma organski.

Anorganski koloidi (minerali glin) so sekundarni minerali, ki nastanejo s spremembo
primarnih mineralov in kamnin pod vplivom fizikalnih, kemicnih in bioloskih faktorjev pri

procesih preperevanja (Wenk in Bulakh, 2004).

2.1.3 Vloga koloidov v vodnih okoljih

Koloidi imajo ve¢ pomembnih vlog. Organski koloidi so lahko vir hranil za bakterije in
protozoje (Amon in Benner, 1994; Posch in Arndt, 1996). Koloidi se lahko zbirajo v vecje
skupke, ki skupaj z ve¢jimi organskimi in anorganskimi delci tvorijo t.i. morski sneg in s
tonjenjem v globino odnasajo hranila iz sistema (Wells in Goldberg, 1993). Taki veliki
skupki so obi¢ajno mnozi¢no poseljeni z bakterijami (Alldredge in Gotschalk, 1990;
Shanks in Walters, 1997) in so mesto intenzivne mikrobne aktivnosti (Alldredge in Silver,
1988), ki z raztapljanjem suspendirane snovi vraca raztopljena hranila v sistem. Koloidi
tudi pomembno vplivajo na biodostopnost razli¢nih spojin, ker se le-te z vezavo na koloide
odnasajo iz sistema oziroma niso na voljo za razgradnjo. Razen tega koloidi lahko vplivajo

na lastnosti medija (pH, koncentracijo hranil) in Ze s tem na rast organizmov.
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2.2 MINERALI GLIN

Minerali glin so aluminosilikati in predstavljajo vecino koloidne frakcije v tleh,
sedimentih, kamninah in vodi (Luckham in Rossi, 1999). So pomembna komponenta talnih
in vodnih ekosistemov, ker zaradi svojih fizikalno-kemijskih lastnosti lahko vplivajo na
vezavo in s tem na pretok hranil v sistemu (Jenny, 1932). Ti mineralni koloidni delci so
zelo majhni, z veliko povrsino, ki je elektrostati¢éno nabita in adsorbira ione in molekule.
Med vsemi minerali v tleh, imajo ravno minerali glin najvecji vpliv na Zivljenjske procese,
saj se v tleh vecina reakcij zgodi na povrSini glin in organskih snovi (Wenk in Bulakh,

2004).

Pomembni skupini glin sta montmorillonit in kaolinit, ki se razlikujeta po splosni kemijski
formuli, strukturi in fizikalno-kemijskih lastnostih. Delci montmorillonita so v primerjavi s
kaolinitom manjsi, z veliko ve¢jo povrsino ter kationsko izmenjevalno kapaciteto (CEC),

kar je prikazano v Preglednici 1 (Wenk in Bulakh, 2004; Manahan, 2005).

Preglednica 1: Primerjava fizikalno-kemijskih lastnosti med montmorillonitom in kaolinitom (Wenk in

Bulakh, 2004; Manahan, 2005).

Montmorillonit Kaolinit
Splosna formula Aly(OH),S1401, Aly(OH),S1,05
Velikost delcev (um) 0,01-1 0,1-5
Povrsina (m?/g) 600-800 10-20
CEC (cmol/kg) 80-120 1-10

2.2.1 Struktura mineralov glin

Minerali glin so sestavljeni iz plasti silicijevih oksidov in plasti aluminijevih oksidov. Plast
silicijevih oksidov, imenovana tetrahedralna plast (Slika 1b), je sestavljena iz Si —
tetrahedrov (Slika 1a), v katerih je vsak atom silicija obdan s Stirimi kisikovimi atomi.
Plast aluminijevih oksidov (oktahedralna plast; Slika 2b) tvorijo Al — oktahedri (Slika 2a),
kjer je vsak aluminijev atom obdan s Sestimi kisikovimi atomi v oktahedralni koordinaciji

(Wenk in Bulakh, 2004; Manahan, 2005).
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® Silicij

O Kisik
® Aluminij

(b)

Slika 2: (a) Al — oktahedron in (b) oktahedralna plast (Grim, 1968).

Loc¢imo dva tipa osnovnih strukturnih enot: 1:1 struktura, znacilna za kaolinit (Slika 3),
kjer je tetrahedralna plast pritrjena na eno stran oktahedralne plasti, in 2:1 struktura,
znacilna za montmorillonit (Slika 4), kjer so tetrahedralne plasti pritrjene na obe strani
oktahedralne plasti. Osnovne enote koloidnega minerala so naloZzene ena na drugo in
povezane s Sibkimi van der Waalsovimi vezmi pri montmorillonitu, pri kaolinitu pa z
vodikovimi vezmi. Montmorillonit lahko med osnovne enote absorbira velike koli¢ine
vode, katione in vecje organske molekule, kar povzro¢i nabrekanje gline, za razliko od
kaolinita, kjer so ti medsloji zaprti za vodo (Wenk in Bulakh, 2004). Zato se minerala

znatno razlikujeta v sposobnosti vezave hranil iz okolice.

O Kisik
tetrahedralna plast
® OH

® Aluminij
oktahedralna plast
®  Silicij

Slika 3: Struktura kaolinita — 1:1 struktura (Grim, 1968).
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tetrahedralna plast

oktahedralna plast

tetrahedralna plast

Kisik
OH

Aluminij
e Silicij
Slika 4: Struktura montmorillonita — 2:1 struktura (Grim, 1968).

2.3 VEZAVA HRANIL NA KOLOIDE

Z adsorpcijo makromolekul na fazni meji med teko€ino in trdno povrSino nastane
povrsinski organski film. Bioloske makromolekule so v naravnem okolju prisotne v nizkih
koncentracijah in z vezavo na povrSine se povecajo lokalne koncentracije hranil. Na
povrsine se lahko vezejo najrazli¢nejSe spojine: amonij (Goldberg in Gainey, 1955), alkani
in izoprenoidi (Boehm in Quinn, 1973), bifenil (Calvillo in Alexander, 1996), toluen
(Robinson in sod., 1990), naftalen (Guerin in Boyd, 1992), anorganski Fe, Mn, Al in P
(Sholkovitz, 1976), amini (Wszolek in Alexander, 1979), karboksilne kisline (Ogram in
sod., 1985), sukcinat (Hattori R in Hattori T, 1963), aminokisline (Dashman in Stotzky,
1982, 1986; Gordon in sod., 1983), peptidi (Dashman in Stotzky, 1984, 1986), proteini
(Marshman in Marshall, 1981; Nagata in Kirchman, 1996), razli¢ni herbicidi (Ogram in
sod., 1985; Tang in sod., 1998), pa tudi kompleksna organska snov iz fitoplanktonskih
celic (Satterberg in sod., 2003).

Koli¢ina vezanih spojih je odvisna od vrste spojine in vrste gline, na katero se vezejo.
Obicajno se zniza dostopnost hranil v raztopini za bakterije, v€asih pa so vezane snovi

popolnoma nedostopne (Stotzky, 1972; Marshman in Marshall, 1981; Dashman in Stotzky,
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1986; Ogram in sod., 1985). Gordon in Millero (1985) sta opazila negativno korelacijo
med adsorpcijo nizkomolekularnih organskih kislin in sladkorjev na hidroksiapatit, in
stopnjo bakterijske razgradnje teh snovi v prisotnosti minerala. Podobno sta Arnarson in
Keil (2005) opazila, da agregacija suspendirane fitoplanktonske organske snovi z
mineralnimi delci zmanjSa mikrobno razgradnjo, ker vecina organske snovi preide v

visokomolekularno frakcijo in je bolj odporna proti razgradnji.

Vcasih pa se lahko hranila odcepijo s koloidov (desorpcija) in so spet dostopna za
razgradnjo. Desorpcijo lahko sprozijo mikroorganizmi preko spremembe pH v neposredni
okolici ali pa do desorpcije pride zaradi premika kemijskega ravnotezja, ko se
koncentracija hranil v raztopini zmanjSa zaradi bakterijske razgradnje. Ker je koncentracija
hranil na povrSini vi§ja od koncentracije v raztopini, hranila desorbirajo s povrSine

(Wszolek in Alexander, 1979).

Kljub Stevilnim pokazateljem, da vezava na minerale zmanjsa stopnjo razgradnje, obstajajo
tudi Studije, ki kazejo na uspeSno razgradnjo vezanih snovi, predvsem organskih
onesnazeval (Guerin in Boyd, 1992; Tang in sod., 1998; Calvillo in Alexander, 1996).
Dostopnost vezanih hranil je odvisna tudi od bakterijske zdruzbe. Lahko se zgodi, da
posamezna vrsta bakterij ni zmozna razgradnje vezanih hranil, medtem ko neka druga vrsta
ali pa zdruzba vecih vrst mikroorganizmov uspe$no razgradi vezano snov (Calvillo in

Alexander, 1996; Guerin in Boyd, 1992; Tang in sod., 1998).

2.4 PRITRJANJE MIKROORGANIZMOV NA DELCE

Vecina mikroorganizmov v naravnih sistemih je pritrjena in raste na povrsini. Pritrjanje kot
nacin zivljenja je poznano Ze ve¢ kot 70 let (Waksman in sod., 1933) in prvi poskusi so bili
izvajani na steklu, porcelanu, plastiki in kovini. Stevilo bakterij na povrsinah je do 10-krat
presegalo Stevilo bakterij v raztopini (ZoBell, 1943). Bakterije se bolj uspeSno pritrjajo na
hidrofilne, pozitivno nabite povrSine. Rast na povrSinah se izraza v obliki posameznih

kolonij ali pa v obliki biofilma, v katerem je metaboli¢na aktivnost mo¢no povecana.
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2.5 VPLIVI KOLOIDNIH DELCEV NA BAKTERIJISKO AKTIVNOST

Dodatek koloidnih delcev v raztopino ima lahko pozitivne ali negativne ucinke na
bakterijsko aktivnost. Delci, ki so manjsi od bakterijskih celic, se lahko vezejo na povrsino
celice in tako ovirajo asimilacijo hranil (McCalla, 1940a). Podoben pojav sta Lavie in
Stotzky (1986) opazila pri glivah, kjer je vezava glinenith mineralov na hife ovirala
respiracijo. Pri vec¢jih delcih je izrazit vpliv vezave hranil, s katero se zmanjSa njihova
dostopnost. Ta hranila so potem dostopna bakterijam, ki se uspejo pritrditi na delec. Na
samih delcih je bakterijski metabolizem lahko bolj intenziven, ker so hranila
skoncentrirana, in bakterije Se hitreje rastejo (Heukelekian in Heller, 1940; ZoBell, 1943;

Bright in Fletcher, 1983).

Zaradi visoke kapacitete za izmenjavo kationov lahko nekateri minerali, predvsem
montmorillonit, veZejo med bakterijsko rastjo nastale protone in uravnavajo ugoden pH za
rast (Stotzky in Rem, 1966) in encimsko aktivnost (Kunc in Stotzky, 1970). Poleg tega
lahko z vezavo toksi¢nih snovi zmanjSajo nivo toksi¢nosti v okolici (McCalla, 1940b).
Prav tako lahko adsorpcija dolocenih inhibitorjev in odstranitev le-teh iz raztopine poveca

bakterijsko rast (Harwood in Pirt, 1972).

2.5.1 Primerjava aktivnosti pritrjenih in nepritrjenih bakterij

Stevilne $tudije so primerjale aktivnosti pritrjenih in prosto plavajo¢ih bakterij. Rezultati
teh Studij so razli¢ni in ne kaZejo na nek sistemski uc¢inek povrsin (Bell in Albright, 1982;
Bright in Fletcher, 1983; Van Loosdrecht in sod., 1990; Bonin in sod., 2001). Obicajno so
rezultati odvisni od vrste organizma, narave in koncentracije substrata, strukture in sestave
povrsine, fizikalno-kemijskih parametrov gojisca, fiziologije celic, in parametra, ki je bil
merjen. Ker se na povrSinah koncentrirajo hranila, lahko pri¢akujemo, da so pritrjene
bakterije bolj aktivne, kar kazejo zgodnje Studije (ZoBell in Anderson, 1936; Stark in sod.,
1938; ZoBell, 1943), pa tudi mnoge poznejse. Povisana aktivnost pritrjenih bakterij je bila
pokazana na glukozi (Fletcher, 1986; Ayo in sod., 2001), aminokislinah (Ayo in sod.,

2001), laktatu in ketonu (Bonin in sod., 2001), in odmrlih celicah morske trave (Anesio in



Fajfar N. Vpliv vrste in koncentracije koloidov na aktivnost bakterij.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. §tudija mikrobiologije, 2006

sod., 2003). Vendar pa je ta ulinek opazen predvsem pri nizkih koncentracijah

(‘pomanjkanju') hranil v raztopini (Heukelekian in Heller, 1940; ZoBell, 1943).

Po drugi strani pa dolocene raziskave kazejo, da pritrditev bakterij pomeni zmanjSano
aktivnost (Estermann in McLaren, 1959; Gordon in sod., 1983), ker imajo pritrjene
bakterije manjSo aktivno povrsino kot proste celice (Hattori R in Hattori T, 1963; Jeffrey in
Paul, 1986). Ayo in sod. (2001) so ugotovili, da do razlik v aktivnostih med pritrjenimi in
nepritrjenimi bakterijami lahko pride zaradi razlik v transportnih sistemih, ki imajo pri
pritrjenih celicah nizko afiniteto, ki je sicer znacilna za visoke koncentracije substrata. To
pomeni, da so vzroki lahko v spremenjenem metabolizmu celice, ne pa samo v visoki
koncentraciji hranil. Poleg tega so razlogi za razlike v aktivnosti lahko v tem, da so na
fazni meji trdno-tekoCe drugacni fizikalno-kemijski pogoji (npr. pH, sama koncentracija
substrata) kot v raztopini (Hattori R in Hattori T, 1963). Vezava hranil oziroma vecjih
molekul lahko vpliva na njihovo konformacijo in s tem na razgradljivost — hranila lahko
postanejo bolj dostopna ali pa popolnoma nedostopna za mikrobno razgradnjo (Stotzky,

1972).

2.5.2 Primerjava med kaolinitom in montmorillonitom

Vpliv mineralov glin na vezavo hranil in aktivnost bakterij se pogosto preverja na kaolinitu
in montmorillonitu, ki sta tipi¢na predstavnika glin z nizko oziroma visoko kationsko
izmenjevalno kapaciteto, vendar se rezultati teh raziskav razlikujejo. V sploSnem ima
montmorillonit opazno vecji vpliv, ker veze ve¢ji delez hranil (Marshman in Marshall,
1981; Satterberg in sod., 2003) in s tem tudi v vecji meri zavira rast organizmov oziroma
prepreci razgradnjo (Lavie in Stotzky, 1986; O'Loughlin in sod., 2000; Novakova, 1970).
V nekaterih primerih pa je bila aktivnost bakterij vecja, saj je dodatek montmorillonita
pospesil bakterijsko respiracijo (Stotzky in Rem, 1966), ali razgradnjo substrata (Kunc in
Stotzky, 1970), medtem ko je dodatek kaolinita imel le majhen ucinek (Stotzky in Rem,
1966). Nekatere raziskave pa kazejo, da dodatek kaolinita povzroci povisano bakterijsko

rast (Conn HJ in Conn JE, 1940).
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Glede na nasprotujoCe si trditve v literaturi o vplivu montmorillonita in kaolinita na
bakterijsko aktivnost smo v diplomski nalogi proucevali, kako dodatek omenjenih
koloidov vpliva na vezavo hranil in aktivnost bakterije Pseudoalteromonas sp. v raztopini.
Glavna hipoteza v diplomski nalogi je, da se hranila iz gojis¢a vezejo na dodane koloide, s

¢imer postanejo nedostopna bakterijam v raztopini, ki zato slabse rastejo.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

« Bogato gojisce (gojisce PKS):

pepton (Biolife, Italija) 3¢/l
kvasni ekstrakt (Biolife, Italija) 0,6 g/L
MgCl, x 6H,0 (Merck, Nemcija) 2 ¢g/LL
NaCl (Merck, Nemcija) 30 g/L
destilirana voda 1L

agar (Biolife, Italija) (za trdna gojisca) 18 g/LL

e Raztopina soli:

Tris baza (pH 7,2) (Merck, Nemcija) 6,1 g/L

NaCl (Merck, Nemcija) 17,6 g/L
K,;HPO4 (Merck, Nemcija) 0,075 g/L
NH4Cl1 (Merck, Nemcija) 1 g/L
CaCl, x 2H,0 (Merck, Nemcija) 1,45 g/L
KCI (Merck, Nemcija) 0,75 g/L
MgSO4 x 7TH,0 (Merck, Nemcija) 12,3 g/L
destilirana voda 1L

e Reagenti za dolo¢anje proteinov:

bikinkoninska kislina (Sigma)

4 % (v/v) CuSOy4 (Sigma)

standard govejega serumskega albumina (BSA, Sigma), 1 mg/mL
o Koloidi:

bentonit (AEB, Italija)

kaolinit (proizvajalec neznan)

e (CO; (Messer)
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3.2 BAKTERIJSKI SEV

Uporabili smo sev Pseudoalteromonas sp., ki je bil izoliran iz vode iz Secoveljskih solin in
tvori belorumene kolonije. Izolat smo vzdrzevali pri 4°C s precepljanjem na sveZa trdna
PKS gojis¢a enkrat mesecno. Tekoce kulture seva Pseudoalteromonas sp. smo gojili

aerobno v tekocem gojiscu PKS pri 28°C v temi na stesalniku pri 200 obr/min.

3.3 EKSPERIMENTALNI SISTEM

V eksperimentalnem sistemu smo ugotavljali hitrost rasti in respiracije seva
Pseudoalteromonas sp. v gojis¢u PKS, v katero smo predhodno dodali minerale glin.
Opazovali smo vpliv koncentracije koloidov, vrste koloidov in casa predinkubacije
bodisi v gojiscu, v katerem smo koloide po predinkubaciji odstranili pred nacepljanjem

seva Pseudoalteromonas sp.. Kontrolo je predstavljalo gojisée brez dodanih koloidov.

3.4 HITROST RASTI IN NOSILNOST OKOLJA V GOJISCIH S KOLOIDI

Gojisce PKS, kamor smo dodali bentonit oziroma kaolinit (0,04 g/mL), smo avtoklavirali
15 minut pri 121°C in nato inkubirali 24 ur na stresalniku pri 200 obr/min pri 28°C. V tem
Casu so se hranila iz gojis¢a vezala na koloide. Po tej predinkubaciji smo odstranili vecje
koloidne delce iz gojisca s centrifugiranjem v sterilnih centrifugirkah (15 minut, 13000
obr/min) in supernatant uporabili kot rastno gojis¢e za Pseudoalteromonas sp.. Rast smo
spremljali spektofotometri¢éno (Iskra - Photometer MA 9510) z merjenjem turbidnosti pri
650 nm (ODgso). Iz rastnih krivulj (Priloga A) smo dolocili hitrost rasti in nosilnost okolja s

prileganjem eksperimentalnih podatkov naslednji logisti¢ni enacbi:

xODgs) ;, % e
ODg ., x (e =)+ K’

OD,,, (t) = - (1)

v kateri je K nosilnost okolja (maksimalna ODgsp), # je hitrost rasti, t je ¢as, in ODegsg 0 je

turbidnost pri t = 0.
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3.5 HITROST RESPIRACIJE V GOJISCIH S KOLOIDI

Vpliv koloidov na hitrost respiracije seva Pseudoalteromonas sp. smo ugotavljali z
merjenjem produkcije CO, v 1 uri. Predpostavili smo, da se biomasa Pseudoalteromonas

sp. med tem ¢asom ni spremenila.

3.5.1 Priprava gojis¢ s koloidi in bakterijske kulture Pseudoalteromonas sp.

V razli¢nih eksperimentalnih variantah smo v 15 mL-steklenice nalili 5 mL gojis¢a PKS
ter zatehtali izbrane mase (0,04 ali 0,2 g) izbranih koloidov (bentonit ali kaolinit).
Steklenice smo pokrili z alu-folijo, avtoklavirali 15 minut pri 121°C in nato predinkubirali
dolo¢en ¢as (1 uro ali 24 ur) na stresalniku pri 200 obr/min v temi pri 28°C. Tako smo
pripravili gojis¢a s koloidi. Poleg tega smo pripravili tudi gojis€a, iz katerih smo po
koncani predinkubaciji odstranili vecje koloidne delce s centrifugiranjem (15 minut, 13000
obr/min) in supernatant uporabili kot gojis¢e. V tako pripravljena gojis¢a smo dodali 50 pl
bakterijske kulture Pseudoalteromonas sp.. Bakterijsko kulturo smo predhodno
koncentrirali, tako da smo 100 mL prekono¢ne kulture Pseudoalteromonas sp. v PKS
centrifugirali v sterilnih centrifugirkah 15 minut pri 13000 obr/min in usedlino
resuspendirali v 1 mL sterilne raztopine soli. Celice smo koncentrirali, ker smo hoteli visok

signal pri merjenju produkcije CO,.

3.5.2 Merjenje produkcije CO;

Takoj po nacepljanju bakterijske kulture Pseudoalteromonas sp. v pripravljena gojis¢a smo
steklenice plinotesno zaprli s sterilnimi gumijastimi zamaski. Z injekcijsko brizgalko smo
iz plinske faze odvzeli 0,25 mL vzorca in na plinskem kromatografu (HP 5890) izmerili
zacetno koli¢ino CO,. Nato smo kulturo stresali 1 uro pri 28°C pri 200 obr/min in ponovno
izmerili koli¢ino CO,. Iz teh podatkov smo izracunali koli¢ino nastalega CO, v 1 uri.
Parametri kromatografa: kolona Porapak R 100/120 (180 cm/1,8 in), detektor TCD, nosilni
plin He (pretok 180 mL/min); temperature: injektor 100°C, kolona 50°C, detektor 100°C;
integrator HP3392A. Kromatograf smo umerili z zunanjim standardom z znano

koncentracijo COs,.
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3.5.3 Dolocanje koli¢ine proizvedenega CO;

V eksperimentalnem sistemu celice med inkubacijo producirajo CO,, obenem pa se nastali
CO; v doloc¢eni meri raztaplja v gojiScu oziroma se veze na komponente gojisca. Zato pri
meritvi dobimo prenizko oceno za koli¢ino nastalega CO, in je potrebno izvesti korekcijo
pri izracunu. V ta namen smo izvedli kontrolne eksperimente, v katerih smo v plinotesno
koli¢ino dodanega CO;, (COa¢) in gojisce inkubirali 1 uro (enako kot pri variantah s
celicami). Po 1 uri smo izmerili koli¢ino preostalega CO, v plinski fazi (COjkon)-
Eksperiment smo ponovili z razlicnimi koli¢inami dodanega CO,. Umeritvene krivulje
smo narisali za vsako eksperimentalno varianto (gojisce) posebej (Priloga B) in iz

umeritvenih krivulj dolocili koli¢ino proizvedenega COs,.

Po dodatku CO, smo preverili, kakSen je karakteristicni Cas, oziroma kako hitro se CO;
veze na komponente gojis¢a. V plinotesno zaprto steklenico z gojis¢em PKS in koloidi
(bentonit; 0,008 g/mL; predinkubacija - 1 ura) smo z injekcijsko brizgalko dodali CO; in
takoj izmerili koli¢ino dodanega CO; v plinski fazi ter ponovno po 10, 30, 40 in po 60
minutah. Med meritvami smo gojis¢e inkubirali v temi pri 28°C na stresalniku pri 200
obr/min. Iz dobljenih podatkov smo nato dolocili karakteristi¢ni ¢as, oziroma kako hitro se

v takem sistemu vzpostavi ravnovesje med vezanim, raztopljenim in nevezanim CO,.

3.6 DOLOCANIJE VEZAVE HRANIL NA KOLOIDE

Zanimalo nas je, koliko hranil se veZe na koloide, e gojisce s koloidi inkubiramo razli¢no
dolgo. V ta namen smo avtoklavirana gojis§¢a PKS s posameznimi koloidi (bentonit,
kaolinit; 0,04 g/mL) inkubirali 1 uro ali 24 ur (na stresalniku pri 200 obr/min, 28°C, v
temi). Po koncani inkubaciji smo odvzeli vzorce (1,2 mL) ter jih centrifugirali (15 minut,
13000 obr/min), tako da so se ve¢ji koloidni delci z vezanimi hranili posedli. Nato pa smo
dolocili, koliko hranil je ostalo v supernatantu z doloCanjem koncentracije proteinov v

raztopini.
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Koncentracijo proteinov smo dolocili po metodi BCA (Smith in sod., 1985). Komercialni
kit (Sigma-Aldrich, Inc.) vsebuje reagent A (raztopino bikinkoninske kisline), reagent B (4
% (v/v) raztopino CuSQOy) in standardno raztopino govejega serumskega albumina (BSA, 1
mg/mL). 100 pl gojis€a smo dodali v 2 ml reagenta BCA (meSanica A:B = 50:1).
Mesanico smo premesali in inkubirali 15 min pri 60°C. V tem casu je potekla barvna
reakcija. Suspenzijo smo ohladili na sobno temperaturo in izmerili absorbanco pri 562 nm
(Ase2; Phillips UV/Visible Spectrophotometer PU8620). Za slepo probo smo uporabili
mesSanico 100 pl dH,O in 2 ml reagenta BCA. Koncentracijo proteina v vzorcu smo
od¢itali iz umeritvene krivulje, ki smo jo narisali z nanaSanjem razli¢énih koncentracij

standarda BSA (v obmocju 0-1 mg/mL) proti izmerjenim vrednostim Ase,.

3.7 DOLOCANIJE PRITRJANJA CELIC NA KOLOIDE

Da bi ugotovili, koliko celic Pseudoalteromonas sp. se pritrdi na razli¢ne koloide v 1 uri,
smo uporabili viabilno Stetje (Stetje CFU). V avtoklavirana gojis¢a PKS s posameznimi
koloidi (bentonit, kaolinit; 0,04 g/mL), ki smo jih predinkubirali 1 uro oziroma 24 ur, smo
dodali celice Pseudoalteromonas sp.. Po 1 uri inkubacije (na stresalniku pri 200 obr/min,
28°C, v temi) smo odvzeli vzorce (I mL), ki smo jih centrifugirali 30 sekund pri 3000
obr/min, tako da so se koloidni delci in nanje pritrjene celice posedli, nepritrjene celice pa
so ostale v supernatantu. Posamezne red¢itve supernatanta smo nacepili na trdna gojisca
PKS. Za ovrednotenje zaCetnega stanja smo na trdna gojis¢a PKS nacepili tudi ustrezne
red¢itve inokuluma. Po 48-urni inkubaciji (v temi, 28°C) smo dolo¢ili CFU/mL inokuluma
in CFU/mL v raztopini po 1 uri inkubacije ter izraCunali deleze pritrjenih celic na razli¢nih

koloidih.
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4 REZULTATI

Ker je vpliv koloidov na rast Pseudoalteromonas sp. odvisen od razmerja med koncetracijo
hranil in koloidov v raztopini, smo najprej dolocili vpliv koncentracije hranil v bogatem
20jis¢u PKS na nosilnosti okolja Pseudoalteromonas sp. Kot je razvidno iz Slike 5, pri
vi$jih koncentracijah hranil v gojiscu prihaja do zasicenja in nosilnost okolja limitira proti
maksimalni nosilnosti. Ker pri¢akujemo, da je pri vi§jih koncentracijah hranil vpliv
koloidov na spremembo nosilnosti okolja za Pseudoalteromonas sp. relativno majhen,
zaradi visokega razmerja med hranili in koloidi, smo v nadaljnjem delu uporabili samo
gojis€a v katerih je bila koncentracija PKS enaka 3 g peptona/L in 0,6 g kvasnega
ekstrakta/L. Tak$na koncentracija omogoca dobro rast Pseudoalteromonas sp., obenem pa

je vpliv nasiCenosti hranil na odzivnost sistema po dodatku koloidov relativnho majhen.

1,8 -
1,6 -
14 -
1,2 -

s

(ODss0)

0,8 -
0,6 -
04 -
0.2 -

Nosilnost okolja Pseudoalteromonas sp.

in kvasnega ekstrakta.

4.1 HITROST RASTI IN NOSILNOST OKOLJA V GOJISCIH S KOLOIDI

Na Sliki 6 vidimo, da sta bili nosilnost okolja in hitrost rasti seva Pseudoalteromonas sp. v

.....

Nosilnost okolja je bila najmanjSa v gojiS¢u predinkubiranem z bentonitom, kjer se je

zmanj$ala za ve¢ kot 70 %. Tu je bila tudi hitrost rasti najmanjSa. Nekoliko vecjo hitrost
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rasti je opaziti v gojiScu predinkubiranem s kaolinitom, vendar je hitrost Se vedno manjsa

kot pri kontroli. Prav tako je tu manjSa nosilnost okolja, in sicer za 12 %.

1,6 -
14 -

1,2 4

O Kontrola
mK
0,6 OB

0,8

OD650 ali n (I/h)

04 |

0,2 |

Nosilnost okolja Hitrost rasti

.....

PKS, K - gojis¢e PKS predinkubirano s kaolinitom, B - gojisée PKS predinkubirano z bentonitom. Cas
predinkubacije gojis¢a s koloidi je bil 24 ur. Koncentracija gojis¢a PKS je bila enaka 3 g peptona/L in 0,6 g

kvasnega ekstrakta/L.. Rezultati so prikazani kot povpreéja + standardni odkloni (n = 3).

4.2 HITROST RESPIRACIJE V GOJISCIH S KOLOIDI

4.2.1 Vzpostavitev ravnovesja

Zaradi produkcije CO; v eksperimentalnem sistemu nas je zanimalo, kako hitro se
vzpostavi ravnovesje med CO; v raztopini in CO; v atmosferi. V kolikor bi se ravnovesje
vzpostavljalo zelo pocasi, bi to namre¢ vplivalo na to¢nost podatka o koli¢ini
proizvedenega CO, v sistemu. V ta namen smo v sistem z gojis§¢em dodali CO; in
spremljali koli¢ino CO; v plinski fazi po ¢asu. Iz Slike 7 vidimo, da se ravnovesje med
vezanim in nevezanim CO, vzpostavi zelo hitro. Matemati¢no dolocen karakteristi¢ni ¢as
oziroma cas, v katerem se vzpostavi ravnovesje je znasal 5,7 minut. To pomeni, da se

znotraj eksperimenta, ki traja eno uro, ravnovesje lahko vzpostavi.
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Slika 7: Hitrost raztapljanja CO, v gojis€u s koloidi.

4.2.2 Vpliv koncentracije koloidov na hitrost respiracije
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Slika 8: Vpliv razlicnih koncentracij koloidov (0,008 g/mL oz. 0,04 g/mL) na produkcijo CO, seva

.....

PKS brez koloidov. K - gojis¢e PKS s kaolinitom. B - gojis¢e PKS z bentonitom. Produkcija CO, v kontroli
je predstavljala 100 % respiracijo. Vrednosti v variantah s koloidi smo normirali na vrednost, dobljeno v

kontroli. Rezultati so predstavljeni kot povprecja + standardna napaka povprecij (n = 2-4).
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Iz Slike 8 je razvidno, da je bila hitrost respiracije Pseudoalteromonas sp. v primerjavi s
kontrolo manjSa ob prisotnosti koloidov, in sicer je bila najmanjSa v sistemu z dodanim
bentonitom, tako pri visji kot pri niZji koncentraciji koloidov. Ne glede na vrsto koloida je
bila pri vi§ji koncentraciji koloidov (0,04g/mL) respiracija manjSa kot pri nizji
koncentraciji (0,008 g/mL). V sistemu s kaolinitom je bila respiracija pri nizji koncentraciji
koloidov manjSa za 7 % od respiracije pri kontroli, pri vi§ji koncentraciji pa za 13 %. V
sistemu z bentonitom pa je bilo vidno zmanjSanje respiracije pri nizji koncentraciji

koloidov za 14 %, pri visji koncentraciji pa za ve¢ kot 30 %.

4.2.3 Vpliv ¢asa predinkubacije gojis¢a s koloidi na hitrost respiracije
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Slika 9: Vpliv casa predinkubacije gojis¢a s koloidi (1 wura, 24 ur) na produkcijo CO, seva
Pseudoalteromonas sp.. Koncentracije koloidov so bile v obeh primerih 0,04 g/mL. Kontrola - gojis¢e PKS
brez koloidov. K - gojis¢e PKS s kaolinitom. B - gojis¢e PKS z bentonitom. Produkcija CO, v kontroli je
predstavljala 100 % respiracijo. Vrednosti v variantah s koloidi smo normirali na vrednost, dobljeno v

kontroli. Rezultati so predstavljeni kot povprecja + standardna napaka povprecij (n = 2-4).

Na Sliki 9 vidimo, da je bila produkcija CO, vecja pri daljsi predinkubaciji. Pri 1-urni
predinkubaciji se je produkcija CO, zmanjSala za 13 % pri kaolinitu in za 32 % pri
bentonitu glede na kontrolo. S podaljSanjem casa predinkubacije se je pri kaolinitu

produkcija CO, povecala in je bila primerljiva tisti pri kontroli. Pri bentonitu se je pri 24-
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urni predinkubaciji produkcija CO; sicer povecala glede na 1-urno predinkubacijo, vendar

je bila skupna produkcija CO, Se vedno manjsa kot pri kontroli.

4.2.4 Vpliv odstranitve koloidov iz gojiS¢ na hitrost respiracije
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Slika 10: Produkcija CO, v gojiscu s koloidi in v gojis¢u, v katerem smo inkubirali koloide in jih nato
odstranili. Koncentracije koloidov so bile v obeh primerih 0,04 g/mL, ¢as predinkubacije je bil 24 ur.
Kontrola - gojis¢e PKS brez koloidov. K - gojisée PKS predinkubirano s kaolinitom. B - gojis¢e PKS
predinkubirano z bentonitom. Produkcija CO, v kontroli je predstavljala 100 % respiracijo. Vrednosti v
variantah s koloidi smo normirali na vrednost, dobljeno v kontroli. Rezultati so predstavljeni kot povpreé¢ja

standardna napaka povprecij (n = 3-4).

Iz Slike 10 je razvidno, da je po odstranitvi koloidov, na katere so se lahko vezala hranila,
iz sistema, priSlo do zmanjSanja produkcije CO,, tako pri bentonitu kot pri kaolinitu.

Vendar je bilo zmanjSanje v okviru eksperimentalne napake nesignifikantno.
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43 VEZAVA HRANIL NA RAZLICNE KOLOIDE

25

20 -

15 4
O 1 ura

W 24 ur
10

Delez vezanih proteinov (%)

B K

Slika 11: Delez vezanih proteinov na razli¢nih koloidih (B — bentonit, K — kaolinit), ki so bili inkubirani v

gojisc¢u PKS 1 uro oziroma 24 ur. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni odkloni (n = 3).

Na Sliki 11 vidimo, da se proteini iz gojisS¢a PKS lahko veZejo na koloide, in sicer je
opazna znatno vecja vezava hranil na bentonit. Na bentonit se lahko veze skoraj 4-krat ve¢
proteinov kot na kaolinit. Ni pa opaziti signifikantnih razlik pri vezavi proteinov na

koloide, ¢e smo inkubirali koloide v gojis¢u 1 uro ali 24 ur.

Glede na to, da je bila nosilnost okolja pri bentonitu kar za 70 % nizja kot pri kontroli
(Slika 6), bi glede na koli¢ino proteinov, ki so ostali v gojis¢u (80 %, Slika 11) pricakovali
vi§jo rast Pseudoalteromonas sp.. Eden od moznih vzrokov bi lahko bila sprememba pH.
Zato smo preverili tudi pH gojisc, ki so bila inkubirana s koloidi, in se je izkazalo, da se
vrednosti razlikujejo od kontrole (kontrolno gojis¢e PKS — pH 6,8; gojis¢e PKS s
kaolinitom — pH 7,7; gojis¢e PKS z bentonitom — pH 8,0). Vendar pa pH v tem obmocju ni
imel vpliva na nosilnost okolja Pseudoalteromonas sp.. Mozno je, da se zelo majhni delci,
ki jih s centrifugiranjem nismo mogli odstraniti, vezejo na celice in s tem zavirajo rast
(McCalla, 1940a).
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4.4 PRITRJANJE CELIC PSEUDOALTEROMONAS SP. NA RAZLICNE KOLOIDE

104 -
100 -

96 -

O 1 ura
W 24 ur

88 -

Delez pritrjenih celic (%)
O
[\S]
L

84 |

80
B K

Slika 12: Delez pritrjenih celic Pseudoalteromonas sp. po 1 uri na razli¢nih koloidih (B — bentonit, K —
kaolinit), ki so bili predinkubirani v gojis¢u PKS 1 uro oziroma 24 ur. Rezultati so prikazani kot povpre¢ja £

standardni odkloni (n = 3).

Tako na bentonit kot na kaolinit se bakterije lahko vezejo. Kot je razvidno iz Slike 12, se
na bentonit in kaolinit v 1 uri pritrdi priblizno enak deleZ celic Pseudoalteromonas sp., ne
glede na to ali so bili koloidi v gojis¢u predinkubirani 1 uro ali 24 ur, in sicer se na koloide

veze okoli 95 % celic.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo proucevali, kako dodatek razlicnih koloidov rastnemu gojis¢u
vpliva na rast in respiracijo seva Pseudoalteromonas sp.. Koloidi so prisotni v vseh okoljih
in lahko zaradi svoje velike povrSine in naboja vplivajo na dostopnost in izrabo hranil.
Zaradi tega smo v diplomski nalogi uporabili sploSno sprejeto in uporabljeno bogato
gojise za rast bakterij, gojis¢e PKS, kateremu smo dodajali razlicne koncentracije

bentonita in kaolinita.

5.1.1 Vpliv koloidov na hitrost rasti in nosilnost okolja

Dodatek koloidov je v vseh primerih vplival na rastne karakteristike bakterijske populacije.
predinkubiranih s koloidi, v primerjavi s kontrolo manjsi, in sicer sta bili najman;jsi v
g0jis¢u predinkubiranem z bentonitom. To je skladno z dejstvom, da se na bentonit veze
ve¢ji delez hranil, kar je posledica dejstva, da ima bentonit veliko ve€jo specificno

povrsino na katero se lahko vezejo hranila kot kaolinit.

5.1.2 Vpliv koloidov na hitrost respiracije

Dodatek koloidov v gojisce je vplival tudi na hitrost respiracije seva Pseudoalteromonas
sp.. Hitrost respiracije je bila ob prisotnosti koloidov manjSa v primerjavi s kontrolo, in
sicer je imel najvecji vpliv ponovno bentonit. TakSen rezultat je zelo verjetno posledica
dejstva, da se je na bentonit vezalo 4-krat ve¢ hranil kot na kaolinit. Ko smo povecali
koncentracijo koloida, je bil efekt Se vecji — tako pri bentonitu kot pri kaolinitu je prislo do
proporcionalnega znizanja hitrosti respiracije, kar pomeni, da je zaradi vecje vezave hranil
na koloide manj dostopnih hranil v raztopini in posledi¢cno manjSa produkcija CO..
PodaljSanje predinkubacije koloidov v gojis€u iz 1 ure na 24 ur je povecalo respiracijsko
aktivnost bakterij, tako v gojis¢u s kaolinitom kot v gojis¢u z bentonitom. To je

nepricakovan rezultat, saj smo pri¢akovali, da se bo med daljSo predinkubacijo koloidov
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vec hranil vezalo na koloide ter posledi¢no manj hranil ostalo dostopnih bakterijam, zaradi
Cesar bi bila hitrost respiracije manjSa. Vzrokov za dobljene rezultate bi bilo lahko vec.
Med daljso predinkubacijo koloidov bi lahko del vezanih hranil desorbiral s koloidov, tako
da bi bilo ve¢ hranil dostopnih v raztopini kot pri 1-urni predinkubaciji koloidov in
posledi¢no vecja hitrost respiracije. Glede na rezultate je razvidno, da je delez vezanih
proteinov na koloidne delce enak ne glede na dolZino predinkubacije in torej ne more
razloziti razlik v respiraciji. Mozno je, da je poleg vezave hranil na koloide, prislo tudi do
pritrjanja bakterij na koloide in je le-to razli¢no pri 1-urni in 24-urni predinkubaciji. Mnogi
avtorji navajajo (ZoBell, 1943; Hattori R in Hattori T, 1963; Gordon in sod., 1983;
Fletcher, 1986; Ayo in sod., 2001), da se aktivnost pritrjenih bakterij razlikuje od
aktivnosti prosto plavajocih bakterij. Glede na dobljene rezultate lahko izkljuc¢imo tudi to
moznost, saj je v okviru napake delez pritrjenih bakterij na minerale glin enak ne glede na
dolzino predinkubacije. Kljub realtivno veliki eksperimentalni napaki, se kaze trend

zmanjSanja adsorbiranih bakterij pri 24-urni predinkubaciji.

Iz eksperimentov je razvidno, da bakterije vecinsko izrabljajo hranila v raztopini, hranila
vezana na koloidih pa so nedostopna. To trditev podpira eksperiment, kjer smo koloide po
predinkubaciji odstranili iz raztopine. Po odstranitvi koloidov z vezanimi hranili iz sistema
je bila produkcija CO, sicer manjSa v primerjavi z eksperimentom s prisotnimi koloidi ter
nanje vezanimi hranili, vendar v okviru eksperimentalne napake ni bilo signifikantnih
razlik. To kaze na to, da bakterije ne izkoris¢ajo vezanih hranil. Glavni efekt dodatka
koloidov je torej odstranjevanje hranil iz raztopine. Rezultati naSih raziskav kazejo, da
imajo minerali glin, predvsem bentonit, velik vpliv na aktivnost bakterij, zaradi manjSe

dostopnosti hranil.
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5.2 SKLEPI

Koloidi vplivajo na hitrost respiracije in rast bakterij — rast bakterij je slabSa, zmanjSa se

nosilnost okolja ter hitrost rasti, prav tako je manjsa hitrost respiracije.

Primerjalno ima vecji vpliv na rast in aktivnost bakterijskih celic bentonit kot kaolinit.

V casu ene ure se lahko na bentonit veze do 20 % vseh proteinov prisotnih v gojiscu —

Stirikrat ve¢ kot na kaolinit.

Z visanjem koncentracije koloidov se hitrost respiracije bakterij zmanjsa.
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6 POVZETEK

Minerali glin predstavljajo ve¢ino koloidne frakcije v tleh, sedimentih in vodi, kjer so zelo
pomembni, saj zaradi svojih fizikalno-kemijskih lastnosti lahko vplivajo na vezavo in s
tem na pretok hranil v sistemu. Pomembni skupini mineralov glin sta montmorillonit in
kaolinit, ki se razlikujeta po splosni kemijski formuli, strukturi in fizikalno-kemijskih
lastnostih. Delci montmorillonita so v primerjavi s kaolinitom manjsi, z veliko vecjo
povrsino ter kationsko izmenjevalno kapaciteto. V diplomski nalogi smo proucevali, kako
bentonit (predstavnik montmorillonita) in kaolinit vplivata na rast in hitrost respiracije seva
Pseudoalteromonas sp.. Rast smo spremljali spektrofotometri¢no in nato iz rastnih krivulj
matemati¢no dolo¢ili rastne parametre. Rast seva Pseudoalteromonas sp. je bila v
imel bentonit, saj je bila tu hitrost rasti najmanjsa, prav tako je bila manj$a nosilnost
okolja, in sicer za ve€ kot 70 %. Ugotovili smo, da se hranila veZejo na koloide Ze po 1 uri.
Na bentonit se je vezal vecji delez hranil (20 %) kot na kaolinit (5 %), kar je eden izmed
moznih vzrokov za slabSo rast na bentonitu. Vpliv koloidov na hitrost respiracije seva
Pseudoalteromonas sp. smo spremljali z merjenjem produkcije CO, v 1 uri. Hitrost
respiracije je bila ob prisotnih koloidih manjSa. Najvecji vpliv je imel zopet bentonit, kjer
je bila hitrost respiracije najnizja. Ugotovili smo tudi, da se z veCanjem koncentracije

koloidov, hitrost respiracije manjsa.
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Priloga A

Rastne krivulje

—a— Kontrola
=2 K

—+—B

ODsso

PKS predinkubirano s kaolinitom, B - gojis¢e PKS predinkubirano z bentonitom. Cas predinkubacije gojii¢a

s koloidi je bil 24 ur. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni odkloni (n = 3).
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Priloga B

Umeritvene krivulje

y=2,6151x +0,7692
6. R'=009825 y=19679x+0,521

R*=0,9824
y = 1,6409x + 0,2795
R*>=0,9818
= a Kontrola
S +B
O T T T 1
0 1 2 3 4

.....

(Kontrola), v gojisc¢u PKS s kaolinitom (K) in v gojis¢u PKS z bentonitom (B). Koncentracije posameznih

koloidov v gojiscu so bile 0,008 g/mL, ¢as predinkubacije gojis¢ s koloidi je bil 1 uro.

y=23,3239x + 1,1624
6+ R*=0,9629 y=2,0901x+0,8766

R*=0,9819
y = 1,6409x + 0,2795
R*=0,9818
§ a Kontrola
8 B
O T T T 1
0 1 2 3 4

.....

(Kontrola), v gojisc¢u PKS s kaolinitom (K) in v gojis¢u PKS z bentonitom (B). Koncentracije posameznih

koloidov v gojiscu so bile 0,04 g/mL, ¢as predinkubacije gojis¢ s koloidi je bil 1 uro.
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6 1 y=3,0723x + 1,0426
R?=0,9284
5 y=2,3077x + 0,4764
R?=0,9939
" y=1,6361x + 0,193
s R?=10,999 A Kontrola
):é 34 o B K
8 L/ B
2 |
1 om
O T T T 1
0 1 2 3 4
COZ,kon (%)

.....

(Kontrola), v gojisc¢u PKS s kaolinitom (K) in v gojis¢u PKS z bentonitom (B). Koncentracije posameznih

koloidov v gojiscu so bile 0,04g/mL, ¢as predinkubacije gojis¢ s koloidi je bil 24 ur.

6 7y =2,0702x + 0,6478
R*=0,9737
51 y =2,0253x + 0,3554
R =0,9937
_ 4 y=1,6361x+ 0,193
S R*=0,999 4 Kontrola
: 3 A = PKE-K
S « PKE-B
2 - L J
l |
|
0 T T T 1
0 1 2 3 4

COZ,kon (%)
(Kontrola), v gojis¢u PKS z odstranjenim kaolinitom (PKE-K) in v gojis¢u PKS z odstranjenim bentonitom
(PKE-B). Koncentracije posameznih koloidov v gojis¢u so bile 0,04g/mL, cas predinkubacije gojis¢ s

koloidi je bil 24 ur.



