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Namen naloge je bil primerjati razliko v akumulaciji Cr(VI) in v metabolni
aktivnosti celic tretirane in netretirane kvasne biomase. Celice kvasovke S.
cerevisiae smo pred izpostavitvijo Cr(VI) lo¢eno tretirali z NaCl ali askorbinsko
kislino in jim tako povecali antioksidativni potencial. Predpostavili smo, da ima
tretirana biomasa vecjo sposobnost akumulacije Cr(VI) od netretirane. Izvedli smo
aerobno submerzno kultivacijo kvasovke S. cerevisiae — ZIM 2155 v teko¢em
YEPD gojiscu na magnetni meSalni plos¢i v inkubatorju pri 25 °C in 240 obr./min.
Na sredini eksponentne faze rasti (ODgso = 1,2) smo v brozgo dodali ali NaCl do
koncentracije 8 % (w/v) ali izhodno raztopino askorbinske kisline do koncentracije
1 mM in inkubirali 1 uro. Sledila je priprava kvasne suspenzije v pufru Tris HCl s
pH = 4,0 in dodatek izhodne raztopine Cr(VI) do razli¢cnih zafetnih koncentracij:
25, 50 in 100 uM Cr(VI). Za dolocanje koncentracije Cr(VI) smo vzor¢ili takoj po
dodatku Cr(VI) v kvasno suspenzijo (t = 0), po eni uri in po dveh urah inkubacije
pri 25 °C in 240 obr./min. Vzorce smo centrifugirali in v supernatantih s plamensko
atomsko absorbcijsko spektroskopijo dolocali koncentracijo Cr(VI). Znacilne
razlike v akumulaciji Cr(VI) med posameznimi biomasami smo opazili le v
primeru 25 uM raztopine Cr(VI). Najve¢jo stopnjo akumulacije (priblizno 10 %
vecjo kot pri netretirani biomasi) smo opazili pri biomasi tretirani z NaCl. Najve¢
Cr(VI]) se je akumuliralo takoj po dodatku v kvasno suspenzijo (t = 0). V primeru
50 in 100 uM raztopine Cr(VI) nismo opazili razlik v akumulaciji Cr(VI) med
netretirano biomaso in tretiranima biomasama. Za dolo¢anje metabolne aktivnosti
celic smo vzorcili ob istih casih ter tudi pred dodatkom Cr(VI). Metabolno
aktivnost smo dolocali z uporabo barvila resazurin in merjenjem fluorescence.
Metabolna aktivnost celic se je najbolj zmanjSala pri obeh tretiranih biomasah v
primeru izpostavitve 100 uM raztopini Cr(VI) (priblizno za 20 % glede na
netretirano biomaso) takoj po dodatku Cr(VI) v kvasno suspenzijo (t = 0). Po
enourni inkubaciji je metabolna aktivnost tretiranih biomas narasla in dosegla
vrednosti kot pri netretirani biomasi.
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sl
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The aim of our study was to compare the accumulation of Cr(VI) and metabolic
activity of treated and non-treated yeast biomass. Yeast cells were treated with
NaCl or ascorbic acid, which resulted in increased antioxidative potential. We
supposed that treated biomass has a greater ability to accumulate Cr(VI) than non-
treated biomass. Cells of S. cerevisiae — ZIM 2155 were cultivated in YEPD
medium at 25 °C and 240 rpm. In the mid-exponential phase (ODgso = 1,2) NaCl
was added to give a concentration of 8 % (w/v) or stock solution of ascorbic acid to
give a concentration of 1 mM. After 1 hour incubation yeast suspension in Tris HCI
buffer (pH = 4,0) was prepared. Then Cr(VI) was added into the suspension to give
Cr(VI) concentration of 25, 50 and 100 uM. At t = 0, after 1-hour and 2-hour
incubation at 25 °C and 240 rpm cell suspensions were centrifuged and
concentration of Cr(VI) in supernatants was measured using flame atomic absorbic
spectroscopy. At 25 uM Cr(VI) solution there was significant difference between
treated and non-treated biomass. There was increased Cr(VI) accumulation (about
10 % increase compared to non-treated biomass) in cells treated with NaCl. The
accumulation mostly occured immediately after Cr(VI) addition into yeast
suspension. At 50 and 100 uM Cr(VI) solution there was no difference between
treated and non-treated biomass. Samples for measuring cell metabolic activity
were taken at the same times and also before Cr(VI) addition. Metabolic activity
was estimated by using resazurin as a dye and determined fluorimetrically. The
major decrease of metabolic activity occured immediately after Cr(VI) addition
(t=0), specifically in the case of treated biomasses (about 20 % decrease compared
to non-treated biomass). Then after 1-hour incubation metabolic activity increased
and reached the values of non-treated biomass.
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KAZALO PRILOG

Meritve opti¢ne gostote (OD650) med aerobno submerzno kultivacijo
kvasovke Saccharomyces cerevisiae — ZIM 2155 na magnetni mesalni plos¢i
v inkubatorju (priprava inkuluma)

Meritve opti¢ne gostote (ODgsp) med aerobno submerzno kultivacijo
kvasovke Saccharomyces cerevisiae — ZIM 2155 na magnetni mesalni plos¢i
v inkubatorju (predposkus glavnega bioprocesa)

Teoreti¢ne in izmerjene vrednosti kontrole (pufer Tris HCI + razli¢ne konc.
Cr(VI)) pri dolocanju koncentracije Cr(VI) v supernatantih

Koncentracija Cr(VI) v supernatantih (Fg) po izpostavitvi posamezne kvasne
biomase 25 uM koncentraciji Cr(VI) za dolocen c¢as, izratunana na podlagi
povprecne koncentracije Cr(VI) v supernatantih [mg/1] in dobljenih faktorjev

Koncentracija Cr(VI) v supernatantih (Fg) po izpostavitvi posamezne kvasne
biomase 50 uM koncentraciji Cr(VI) za dolocen Cas, izraCunana na podlagi
povprecne koncentracije Cr(VI) v supernatantih [mg/1] in dobljenih faktorjev

Koncentracija Cr(VI) v supernatantih (Fg) po izpostavitvi posamezne kvasne
biomase 100 pM koncentraciji Cr(VI) za dolocen cas, izratunana na podlagi
povprecne koncentracije Cr(VI) v supernatantih [mg/1] in dobljenih faktorjev

Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase obt =0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru brez dodanega Cr(VI), izracunana na podlagi povprecne
fluorescence in dobljenih faktorjev

Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase obt =0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru ob izpostavitvi 25 uM koncentraciji Cr(VI), izracunana na
podlagi povprecne fluorescence in dobljenih faktorjev

Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase obt =0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru ob izpostavitvi 50 uM koncentraciji Cr(VI), izra¢unana na
podlagi povpreéne fluorescence in dobljenih faktorjev

Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase obt =0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru ob izpostavitvi 100 pM koncentraciji Cr(VI), izraCunana
na podlagi povprecne fluorescence in dobljenih faktorjev
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ATP adenozin-trifosfat

By netretirana biomasa

Bnaci biomasa tretirana z NaCl

Bak biomasa tretirana z askorbinsko kislino

Cr(III) kromove spojine oz. ioni, v katerih se krom nahaja v oksidacijskem
stanju +3

Cr(VD) kromove spojine oz. ioni, v katerih se krom nahaja v oksidacijskem
stanju +6

dH,O destilirana voda

DNA deoksiribonukleinska kislina

F fluorescenca

GSH reducirana oblika glutationa

GSSG oksidirana oblika glutationa

konc. koncentracija

KV koeficient variacije

LSM ocenjena povprecna vrednost (least square mean)

M mol/l

NADH reducirana oblika nikotinamid dinukleotida

NADP" oksidirana oblika nikotinamid dinukleotid fosfata

NADPH reducirana oblika nikotinamid dinukleotid fosfata

obr./min obrati na minuto

ODsso opti¢na gostota, merjena pri 650 nm

ROS reaktivne kisikove zvrsti

S standardna deviacija

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SE standardna napaka ocene

t cas

T temperatura

v volumen

vol.% volumski odstotek

YEPD kemijsko definirano gojisce: kvasni ekstrakt pepton glukoza

ZIM Zbirka industrijskih mikroorganizmov, Biotehniska fakulteta,

Ljubljana
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SLOVARCEK

antioksidant

antioksidativni
obrambni sistemi

glutation

metabolna aktivnost

oksidativni stres

reaktivne kisikove
zvrsti (ROS)

- vsaka snov, ki je sposobna ze v majhni koncentraciji opazno
zmanjSati ali zavreti oksidacijo substrata

- sistemi, ki pri normalnih pogojih rasti u¢inkovito vzdrzujejo
reaktivne kisikove zvrsti (ROS) na osnovni, neSkodljivi ravni
in popravljajo celi¢ne poskodbe

- ubikvitaren nizkomolekularen tiol, eden najpomembnejsih
neencimskih antioksidativnih obrambnih sistemov

- sposobnost celice, da vrsi reakcije, s katerimi si zagotavlja
energijo in redukcijsko mo¢

- posledica izpostavitve celic specifiénim stresnim razmeram,
ko nivo reaktivnih kisikovih zvrsti preseze antioksidativno
sposobnost celice

- molekule kisika v razlicnih reduciranih in/ali vzbujenih
stanjih (stanjih z visoko energijo) in spojine kisika z vodikom,
klorom in dusSikom, ki delujejo kot oksidanti
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1 UVOD

Krom je kovina in zaradi svoje Siroke industrijske uporabe eden najvecjih onesnazevalcev
okolja. V industrijskih odplakah se nahaja predvsem v Sestvalentni obliki, kot kromat ali
dikromat, za katerega so Stevilne in vitro in in vivo raziskave so pokazale, da je kancerogen
in potencialno genotoksicen (Shi in sod., 1994). Vzrok za njegovo toksicnost je v
enostavnem prehajanju skozi celicno membrano in v moc¢nih oksidacijskih lastnostih (Losi
in sod., 1994).

Zaradi toksi¢nosti je Cr(VI) nujno potrebno odstraniti iz industrijskih odplak. Mnoge
konvencionalne metode za odstranjevanje kroma iz odpadnih vod so drage, dolgotrajne in
nezadostne, upostevajo¢ ogromne koli¢ine odplak, zato se njihova uporaba omejuje.
Alternativo za cCis¢enje odpadnih vod predstavlja naravni proces akumuliranja kroma v
biomaso. Alge, bakterije, nitaste glive in kvasovke so se izkazale kot odli¢ni biosorbenti
kovin (Volesky, 2001). Velike koncentracije kromovih ionov, ki so stalno prisotne v
okolju, spodbudijo razvoj mehanizmov rezistence oz. tolerance pri mikroorganizmih.
Glavni mehanizem je bioredukcija toksi¢nega Cr(VI) iona do relativno netoksi¢nega
Cr(IIT) iona (Losi in sod., 1994). Naslednji mozni mehanizem rezistence je zmanj$ana
akumulacija Cr(VI) v kvasovko (Baldi in sod., 1990). Mikroorganizmi pa se lahko
zavarujejo pred toksi¢nimi ucinki kroma tudi tako, da ga akumulirajo in vezejo v
inkluzijska telesca ter ga tako odstranijo iz medija (Coleman in Paran, 1983).

Kvasovke se kot aerobni mikroorganizmi stalno soo¢ajo s toksi¢nimi stranskimi ucinki
molekularnega kisika in sicer preko tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) med
normalnim celicnim metabolizmom. Cr(VI) kot izrazit oksidant Se dodatno prispeva k
tvorbi ROS v celici. Pomembno zas¢ito pred ROS predstavljajo antioksidanti, ki vezejo
kovinske ione, encimsko odstranjujejo oksidante ali pa sami neposredno reagirajo z ROS
(Sigler in sod., 1999). Antioksidativne obrambne sisteme delimo na primarne in
sekundarne. Primarni antioksidativni obrambni sistemi preprecujejo iniciacijske in/ali
propagacijske reakcije radikalov/oksidantov s celiénimi komponentami, medtem ko
sekundarni antioksidativni obrambni sistemi prevzamejo vlogo, ko primarni niso vec
zadostni, kar pomeni, da je oksidativni stres ze povzro€il poskodbe celicnih komponent.
Oksidativni stres nastopi kot posledica porusenega ravnotezja med ROS in antioksidanti v
celici, do Cesar lahko pride zaradi izrabe znotrajceli¢nih antioksidantov in/ali povecane
tvorbe ROS (npr. izpostavitev celic Cr(VI)) (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

Enega glavnih primarnih neencimskih antioksidativnih obrambnih sistemov predstavlja
glutation, saj ima sposobnost lovljenja prostih radikalov in redukcije disulfidnih mosti¢kov
v proteinih. Do indukcije glutationa oz. do poveCane znotrajcelicne vsebnosti glutationa v
redicirani obliki pride pri izpostavitvi celic razlicnim stresnim dejavnikom. Glutation se
lahko v celici nahaja v oksidirani in reducirani obliki, pomembno pa je, da se vzpostavi
ravnoteZje v korist reducirane oblike, saj le-ta lahko reagira z ROS in tako prepreci njihovo
skodljivo delovanje. Glutation je vkljucen tudi v zascito celice pred tezkimi kovinami, saj
je eden primarnih celi¢nih reducentov kovinskih ionov in na ta nacin vzdrzuje redoks
stanje v celici (Penninckx, 2000).
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Tudi askorbinska kislina (vitamin C) ima kot reducent/antioksidant pomembno vlogo pri
detoksifikaciji razli¢nih organskih radikalov. Poleg tega ima tudi sposobnost lovljenja
prostih radikalov in tako pomembno prispeva k zasciti celic pred ROS. Vendar pa le nekaj
poro¢il omenja, da so nasli askorbinsko kislino v Saccharomyces cerevisiae in $e to v
majhnih koncentracijah (Jamieson, 1998). Povprecna koncentracija askorbinske kisline v
celici je 1 mM (Meister, 1994).

Uporaba mikroorganizmov kot biosorbentov se je pokazala za uspeSno alternativo
konvencionalnim metodam c¢iS¢enja odpadnih vod. Pri nasem poskusu pa smo skusali
ugotoviti ali ima kvasna biomasa s poveCano vsebnostjo glutationa oz. s povecano
vsebnostjo askorbinske kisline, kar ima za posledico povecan antioksidativni potencial,
vecjo sposobnost akumulacije Cr(VI) od obicajne kvasne biomase. Obogatena biomasa je
nadgradnja alternativnega ¢iS¢enja odpadnih vod, ki vsebujejo velike koncentracije ionov
tezkih kovin. S svojo konkuren¢nostjo, ucinkovitostjo in ekonomic¢nostjo bi zlahka
nadomestila konvencionalne metode ¢iS¢enja.
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2  PREGLED OBJAV
2.1 KROM

2.1.1 Lastnosti in uporaba kroma

Krom je jekleno-siva, svetle¢a, trdna in na korozijo odporna kovina (Losi in sod., 1994). Je
kemijski element VI. skupine periodnega sistema, z atomsko maso 51,996 g/mol.
Oksidacijska stanja kroma so v obmoc¢ju od -2 do +6, v naravi pa se krom nahaja
predvsem v trivalentni (Cr(IIl)) in Sestvalentni (Cr(VI)) obliki (Squibb in Snow, 1993).

Cr(IIT) je najstabilnejSa oblika kroma. Ker ima ta ion relativno majhno afiniteto do kisika
in je tako v obliki oksidov, hidroksidov ali sulfatov slabo mobilen, tvori Stevilne
komplekse z anorganskimi in organskimi ligandi v okolju. Trivalentne kromove spojine so
vecinoma topne v vodi le pri nizkih pH vrednostih, v blizini nevtralne pH vrednosti pa
vecinoma tvorijo relativno inertne oborine (Losi in sod., 1994).

Cr(VI) velja za najbolj toksicno obliko kroma in je vecinoma povezan s kisikom kot
kromatni (CrO,4*) ali dikromatni (Cr,0;%) ion. Sestvalentne kromove spojine so mocni
oksidanti in se v prisotnosti organskih snovi reducirajo do trivalentnih kromovih spojin. Ta
pretvorba poteka hitreje v kislih okoljih (Losi in sod., 1994). Sestvalentne kromove soli so
zelo razli¢no topne v vodi. Natrijeve in kalijeve soli Sestvalentnega kroma so zelo dobro
topne v vodi, medtem ko so svin¢eve in cinkove soli slabo topne (Squibb in Snow, 1993).

Krom in njegove spojine imajo Siroko industrijsko uporabo: strojenje usnja, izdelovanje
barv in pigmentov, tekstilna industrija, industrija gnojil, proizvodnja jekla, impregniranje
lesa, prepreCevanje korozije, za izdelavo pri visjih temperaturah stabilnih zlitin, za
galvanske prevleke kovin, kot zas€itna sredstva v industriji nafte (Losi in sod., 1994;
Rapoport in Muter, 1995).

2.1.2 Toksi¢nost Cr(VI)

Stevilne in vitro in in vivo raziskave so pokazale, da je Cr(VI) kancerogen in potencialno
genotoksicen (Shi in sod., 1994). Vzrok za njegovo toksicnost je v enostavnem prehajanju
skozi celicno membrano in v moc¢nih oksidacijskih lastnostih (Losi in sod. 1994). Cr(VI)
ne reagira z DNA v in vitro pogojih (Tsapakos in Wetterhahn, 1983). Sele redukcija Cr(VI)
z znotrajceli¢nimi reducenti do nizjih oksidacijskih stanj predstavlja pomemben korak v
pojasnitvi kancerogenosti Cr(VI) (Connett in Wetterhahn, 1983; Wetterhahn in Hamilton,
1989). Pri redukciji Cr(VI) z glutationom nastanejo Cr(V) kompleksi, ki reagirajo z
vodikovim peroksidom in tako nastane hidroksilni radikal. Pri tem se tvori tudi
glutationilni radikal. Vsi ti intermediati (Cr(V), hidroksilni in glutationilni radikal) so
vkljueni v mehanizem s Cr(VI) inducirane toksicnosti in kancerogeneze (Shi in Dalal,
1990).

Toksicni uc€inki Cr(VI) se pri mikroorganizmih kaZejo v spremenjenem genetskem
materialu in spremenjenih metabolnih in fizioloskih funkcijah (Losi in sod. 1994).
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2.1.3 Transport Cr(VI) v celico

Cr(VI) se v vodnih raztopinah nahaja kot anion in kot tak lahko z difuzijo prehaja skozi
celiéne membrane s pomo&jo nespecifiénega transportnega sistema anionov (PO4>
in SO4%) (Squibb in Snow, 1993). Transport kromata v celice ve¢ine mikroorganizmov
poteka preko sulfatnega transportnega sistema, kajti Cr(VI) v obliki tetraedri¢nega
kromatnega aniona je strukturno analogen sulfatnemu anionu (Arslan in sod., 1987). Ko so
kovinski ioni enkrat v celici, se lahko locirajo v citosolu, celiécnih membranah, specificnih
organelah in/ali se spremenijo v manj toksi¢no obliko (Gadd, 1990; Williams in Fratsto da
Silva, 1996).

Akumulacija kovinskih ionov v celici poteka v dveh fazah: kot biosorpcija in kot
bioakumulacija.

2.1.3.1 Biosorpcija

Biosorpcija je hitra, le nekaj minut trajajoca zafetna faza vezave kovinskih ionov, ki je
neodvisna od temperature in metabolizma kvasne celice. Ker je proces metabolno
neodvisen, lahko poteka tudi pri mrtvi biomasi (Blackwell in sod., 1995; Tobin in sod.,
1994). V vecini primerov gre za vezavo na celi¢ne stene kvasovk, pri ¢emer so pomembni
dejavniki sestava, struktura in naboj celi¢ne stene. Redkeje se kovinski ioni veZejo na
zunajcelicne polimere (Blackwell in sod., 1995).

Glavne kemijske skupine na povrsini celice, kamor se lahko veze Cr(VI), so karboksilne,
hidroksilne, sulfhidrilne, fosfatne in amino skupine, ki so sestavni deli proteinov,
peptidoglikanov, fosfolipidov in lipopolisaharidov celi¢ne stene. Pri tem gre za fizikalno
adsorpcijo, ionsko izmenjavo in kompleksacijo. Ti procesi potecejo zelo hitro in so
reverzibilni. V primeru fizikalne adsorpcije imamo opraviti z van der Waalsovimi in
elektrostatskimi silami, pri ionski izmenjavi sodelujejo polisaharidi celi¢ne stene, pri
kompleksaciji pa gre za tvorbo kompleksov ob interakcijah med kromovimi ioni in
aktivnimi skupinami na celi¢ni povrsini (Veglio in Beolchini, 1997).

2.1.3.2 Bioakumulacija

Bioakumulacija predstavlja prehod kroma s povrSine celi¢ne stene preko membrane v
celico. Ta proces je pocasnejsi in glede na potrebno energijo je metabolno odvisen. Nanj
vplivajo Stevilni faktorji, kot so temperatura, prisotnost vira energije oz. inhibitorji
metabolizma (Blackwell in sod., 1995). Akumulacija kroma se ob dodatku glukoze kot
viru energije poveca, iz ¢esar je razvidna odvisnost med sprejemom kroma in metabolno
aktivnostjo kvasovke. Krom se najhitreje akumulira v kvasovki med logaritemsko fazo
rasti in na zacetku stacionarne faze rasti (Kumpulainen in Koivistoinen, 1978).
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2.1.4 Metabolizen Cr (VI) v celici

Z vstopom Cr(VI) v celico pride do redukcije Cr(VI) v Cr(IIl) ob reakcijah z razli¢nimi
celicnimi reducenti kot so: tioli (glutation, cistein), askorbat, vodikov peroksid, aldehid
oksidaza in drugi. Nekateri od teh povzrocijo med procesom redukcije tvorbo reaktivnih
intermediatov, ki vklju¢ujejo Cr(V) in Cr(IV) spojine ter proste radikale (hidroksil *OH in
glutationil GS®). Hidroksil (*OH) se tvori v reakciji Cr(VI) z vodikovim peroksidom,
glutationil (GS®) pa v reakciji Cr(VI) z glutationom (Wetterhahn in Hamilton, 1989). Tudi
Cr(V) spojine lahko povzro€ijo tvorbo hidroksilnih radikalov, in sicer v reakciji z
vodikovim peroksidom (Shi in sod., 1994).

Znotrajcelicna redukcija Cr(VI) povzro¢i zmanjSanje koncentracije znotrajceli¢nega
Cr(VI) kar omogoc¢i zunajcelicnemu Cr(VI), da zaradi koncentracijskega gradienta
difundira iz gojisca v celico. V celici se skoraj ves krom nahaja kot Cr(III), zaznani so bili
le sledovi Cr(VI) (Arslan in sod., 1987).

Do redukcije Cr(VI) pride navadno Ze v citoplazmi, lahko pa kromatni(VI) ion preide
jedrno membrano in se reducira z intranuklearnimi redukcijskimi sistemi. V jedru je
delovanje nastalega Cr(IIl) lahko kriti¢no, saj se kot kation lahko ireverzibilno vezZe s
fosfatnimi skupinami DNA ali s prostimi nukleotidi, kar tudi prizadene genske funkcije.
Cr(III), kot kon¢ni produkt procesa redukcije v citoplazmi, pa tvori stabilne komplekse z
organskimi spojinami (aminokisline, proteini, oksalati) in se v obliki le-teh kopici v
dolocenih delih celice (npr. jedro), iz katerih se pocasi spros¢a (Nieboer in Shaw, 1988).

2.1.5 Odpornost mikroorganizmov na Cr(VI)

Velike koncentracije kromovih ionov, ki so stalno prisotne v okolju, spodbudijo razvoj
mehanizmov rezistence o0z. tolerance pri mikroorganizmih. Glavni mehanizem je
bioredukcija toksi¢nega Cr(VI) iona do relativno netoksi¢nega Cr(IIl) iona. Le-ta lahko
poteka neposredno na celi¢ni membrani s pomoc¢jo encimov in posredno s pomocjo H»S, ki
deluje kot reducent in ga sintetizirajo mikroorganizmi (Losi in sod., 1994). Naslednji
mozni mehanizem rezistence je zmanjSana akumulacija Cr(VI) v kvasovko (Baldi in sod.,
1990). Mikroorganizmi pa se lahko zavarujejo pred toksi¢nimi ucinki kroma tudi tako, da
ga akumulirajo in veZejo v inkluzijska telesca ter ga tako odstranijo iz medija (Coleman in
Paran, 1983).

Rast mikroorganizmov v prisotnosti velikih koncentracij kovin v okolju pa ni mogoca le
zaradi razvoja specificnih mehanizmov rezistence — fizioloske in/ali genetske prilagoditve,
temvec¢ tudi zaradi faktorjev okolja (pH, prisotnost dolo¢enih anionov, kationov, organskih
snovi, kar vodi do precipitacije ali kompleksiranja kovin izven celice) ter intrinzi¢nih
biokemijskih in strukturnih lastnosti mikroorganizma (nepermeabilna celicna stena,
produkcija ekstracelularnih polisaharidov, odsotnost specifi¢nih transportnih sistemov za
doloceno kovino) (Blackwell in sod., 1995; Beveridge in sod., 1997; Nies, 1999).
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2.1.6 Odstranjevanje Cr(VI]) iz odpadnih vod
2.1.6.1 Konvencionalne metode ¢is¢enja odpadnih vod

Dandanes predstavlja onesnazevanje okolja s tezkimi kovinami resen problem.
Koncentracije kromovih ionov v industrijskih odplakah so 200-500 mg/L, medtem ko je
najvecja dovoljena vsebnost kroma 0,05 mg/L (Sag in sod., 1998). Zato je nujno potrebno,
da industrije pred iztokom obdelajo svoje odplake in zmanjSajo vsebnost kroma na
sprejemljivo vrednost.

Med konvencionalne metode za odstranjevanje kroma iz odpadnih vod sodijo: kemijska
redukcija, elektrokemijska obdelava, ionska izmenjava, evaporacija, precipitacija,
adsorpcija, reverzna osmoza. Te metode so drage, dolgotrajne in relativno neuspesne pri
koncentracijah 10-100 g/m’, zato se njihova uporaba omejuje (Nourbakhsh in sod., 1994).
Pri nekaterih kot produkt ¢iScenja nastaja blato, ki vsebuje toksi¢ne kovine, kar zahteva Se
dodatno obdelavo, odstranjevalne metode in odlagalis¢a (Volesky, 2001).

Preglednica 1: Konvencionalne metode za odstranjevanje kovin iz odpadnih vod (Volesky, 2001):

- bioloski sistem (pocasna)
- temperaturno obcutljiva

Metoda Slabosti Prednosti
Kemijska precipitacija in |- primerna le za vecje - enostavno
filtracija koncentracije - poceni

- tezko loc¢evanje

- neucinkovitost

- sekundarni produkt: blato
Kemijska  oksidacija  ali | - potreba po kemikalijah (ni - mineralizacija
redukcija vsestranska)

Elektrokemijska obdelava

- primerna le za velike
koncentracije
- draga metoda

- odstranitev kovin

- draga metoda
- sekundarni produkt: blato

Reverzna osmoza - visoki tlaki - Cist iztok
- poskodbe membrane
- draga metoda
Ionska izmenjava - obcutljiva na delce - u¢inkovita
- draga metoda - Cist iztok
Adsorpcija - ni za kovine - obicajni sorbenti (aktivni
ogljik)
Evaporacija - intenzivna poraba energije - Cist iztok
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2.1.6.2 Uporabnost bisorpcije/bioakumulacije

Kot je bilo ze omenjeno, je Cr(VI) toksi¢en za vecino rastlin, zivali in mikroorganizmov,
ki naseljujejo vodno okolje. Zaradi tega je potrebno odstraniti topne Cr(VI) spojine iz
industrijskih odplak. Mnogi mikroorganizmi imajo sposobnost odstranjevanja Cr(VI) iz
odplak, za kar so razvili razliéne mehanizme: adsorbcija na celicno povrsino, transport v
celico, intracelularna akumulacija ali redukcija do netoksi¢nega Cr(III) (Donmez in
Kogberber, 2005).

Proces bioakumulacije Cr(VI) bi lahko uc¢inkovito uporabili pri obdelavi odplak kot nacin
za detoksifikacijo in odstranjevanje topnega Cr(VI). UCinkovito odstranjevanje Cr(VI) pa
ni odvisno le od mikroorganizmov temvec¢ tudi od nekaterih drugih dejavnikov, kot so
prisotnost ionov soli, pH in temperatura odplak. Najbolj pomemben dejavnik, ki zmanjSuje
mikrobno aktivnost, so ravno velike koncentracije soli v odplakah. Zato je za uspesno
odstranjevanje Cr(VI) nujno potrebna izolacija mikrobnih kultur, ki so odporne na velike
koncentracije Cr(VI) in hkrati na soli (Dénmez in Kogberber, 2005).

Kvasovke so za detoksifikacijo tezkih kovin iz kontaminiranega okolja doslej uporabljali le
v manj$i meri. Razlog naj bi bil v njihovi relativno pocasni rasti in manjsi u¢inkovitosti v
primerjavi z bakterijami. Poleg tega se je za kvasovke odporne na Cr(VI) izkazalo, da ne
reducirajo Cr(VI) do Cr(III) ter da akumulirajo zelo malo Cr(VI) (Baldi in sod., 1990). Dar
in Shakoori (1999) pa sta v svoji raziskavi iz industrijskih odplak izolirala ve¢ rodov
kvasovk, ki niso samo odporne na vecje koncentracije kroma, temvec da tudi odstranjujejo
Cr(VI) iz okolja. Ti izolati predstavljajo potencialno alternativo obicajnim metodam za
detoksifikacijo toksi¢nih kovin.

Biosorpcija se je izkazala kot uspesSna alternativa konvencionalnim metodam c¢iscenja
odpadnih vod, saj je metoda konkurenc¢na, ucinkovita in poceni (Volesky, 2001). V
prihodnosti bi lahko za ciS¢enje odpadnih vod, ki vsebujejo kovine in radionuklide
uporabili poleg fizikalno kemijskih metod tudi biomaso, ki nastaja kot stranski (odpadni)
produkt pri industrijskih fermentacijskih procesih in bi tako resili problematiko odpadne
biomase (Kapoor in Viraraghavan, 1995).

2.2 OKSIDATIVNI STRES
2.2.1 Definicija stresa

Za celice predstavlja stres vsak odmik od optimalnih pogojev rasti (Ruis, 1997). Pri
enoceli¢nih mikroorganizmih lahko stres definiramo kot nekaj, kar ima negativen vpliv na
rast 0z. zmanjs$a hitrost rasti celic (Ruis in Schiiller, 1995; Piper, 1997).

Vsi zive€i organizmi so v okolju podvrzeni razlicnim fizikalnim ali kemijskim stresnim
dejavnikom kot so: sprememba temperature, pH vrednost, tezke kovine, razpolozljivost
hranil, osmotski stres, toplotni Sok, toksi¢nost produktov bioprocesa (Siderius in Mager,
1997).
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2.2.2 OKksidativni stres

Oksidativni stres nastopi, ko nivo reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) preseze
antioksidativno sposobnost celice (Moradas-Ferreira in sod., 1996; Jamieson, 1998).

Molekularni kisik je za aerobne oganizme esencialen, hkrati pa predstavlja tudi nevarnost
(Santoro in Thiele, 1997), saj so ti organizmi stalno izpostavljeni toksi¢nim stranskim
uc¢inkom molekularnega kisika in sicer preko tvorbe ROS. ROS se tvorijo med normalnim
celi¢nim metabolizmom (mitohondrijska respiratorna veriga, Stevilne reakcije katalizirane
z oksidazami, kjer nastaja kot produkt vodikov peroksid). Pri normalnih pogojih rasti so
celi¢ni endogeni antioksidativni obrambni sistemi dovolj ucinkoviti, da obdrzijo ROS na
osnovni, neSkodljivi ravni in popravijo celicne poSkodbe (Moradas-Ferreira in sod., 1996).
Sem sodijo primarno obrambni sistemi, ki odstranjujejo ROS in sekundarni, ki popravijo
poskodbe ali odstranijo oskidirane molekule (Moradas-Ferreira in sod., 1996). Razli¢ni
stresni dejavniki (oksidanti, toplotni Sok, etanol, tezke kovine) povecajo njihovo koli¢ino
in posledica je indukcija antioksidativnih obrambnih sistemov — oksidativni stresni
odgovor (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

Do poruSenega ravnotezja med ROS in antioksidanti v celici lahko pride zaradi izrabe
znotrajceliCnih antioksidantov in/ali povecane tvorbe ROS (izpostavitev celic snovem, ki
proizvajajo ROS) (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

2.2.3 Reaktivne Kkisikove zvrsti (ROS)

Reaktivne kisikove zvrsti so molekule kisika v razlicnih redukcijskih in/ali vzbujenih
stanjih in spojine kisika z vodikom, klorom in duSikom (Sigler in sod., 1999). ROS so
izredno nestabilne molekule z enim ali ve¢ neparnih elektronov (Santoro in Thiele, 1997).
V celici nastanejo, ¢e kisik ne sprejme vseh Stirih elektronov (Mancek in Pecar, 2001).

Primarne ROS so: superoksidni anion, vodikov peroksid, hidroksilni radikal in singletni
kisik (Santoro in Thiele, 1997). Njihove glavne tarée so DNA, lipidi in proteini, pri ¢emer
nastanejo sekundarne ROS (hidroperoksidi, alkoksilni in peroksilni radikali, epoksidi ali
aldehidi), ki povzrocijo Se dodatne poskodbe celicnih organelov (mitohondriji, jedro),
celi¢nih membran in encimov (Sigler in sod., 1999). Kopicenje oksidiranih molekul vodi
do celi¢ne smrti (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

2.2.4 Vloga Cr(VI) pri oksidativhem stresu

Redoks aktivne kovine, mednje sodi tudi Cr(VI), imajo pomembno vlogo pri tvorbi ROS v
celici (Mager in Hohmann, 1997). Reducirane oblike redoks aktivnih kovin reagirajo z
vodikovim peroksidom v Fentonovi reakciji, kjer prihaja do tvorbe hidroksilnih radikalov.
Oksidirane oblike teh kovin pa skupaj s superoksidnim anionom reagirajo v Haber-
Weissovi reakciji, pri ¢emer nastanejo reducirane oblike kovin, ki lahko ponovno
sodelujejo v Fentonovi reakciji. Z omenjenimi kemijskimi mehanizmi vsako povecanje
koli¢ine superoksidnega aniona, vodikovega peroksida ali redoks aktivnih kovin vodi do
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tvorbe velikih koli¢in hidroksilnih radikalov, ki so glavni vzrok za oksidativne poSkodbe.
Oksidacijsko stanje in biorazpolozljivost redoks aktivnih kovin sta klju¢nega pomena v
njihovi sposobnosti sodelovanja pri tvorbi ROS (Santoro in Thiele, 1997).

Fentonova reakcija
kovinski ion™" + H,0, — kovinski oin™"" + OH® + H,0O ..(1)

Haber-Weissova reakcija
kovinski ion ™" + 0,°" — kovinski ion ® + 0, ... (2)

Obstaja mocna povezava med homeostatsko regulacijo redoks aktivnih kovin in
oksidativnim stresom (Mager in Hohmann, 1997). Pri kvasovkah se homeostaza kovinskih
ionov tezkih kovin uravnava z vezavo le-teh z glutationom, fitokelatini in metalotionini, ki
sluzijo za odstranitev presezka prostih ionov in kot njihova rezerva (Sigler in sod., 1999).

2.3 ANTIOKSIDATIVNI OBRAMBNI SISTEMI

Antioksidant je vsaka snov, ki je sposobna Ze v majhni koncentraciji (v primerjavi s
koncentracijo substrata, ki je tarCa radikalov) opazno prepreciti ali zavreti oksidacijo
substrata (Halliwell in Gutteridge, 2000).

Antioksidanti zas€itijo celico pred ROS tako, da vezejo kovinske ione, encimsko odstranijo
oksidante ali pa sami neposredno reagirajo z ROS (Sigler in sod., 1999).

Antioksidativne obrambne sisteme delimo na primarne in sekundarne. Primarni
antioksidativni obrambni sistemi so poleg zascite celiénih komponent pred ROS zadolZeni
tudi za vzdrZzevanje celicnega redoks stanja. Sem sodijo tako encimski (katalaza,
superoksid dismutaza, glutation peroksidaza) kot tudi neencimski (glutation, trehaloza,
tioredoksini) obrambni sistemi (Moradas-Ferreira in sod., 1996; Jamieson, 1998).
Sekundarni oksidativni obrambni sistemi prevzamejo vlogo, ko primarni niso ve¢ zadostni,
kar pomeni, da je oksidativni stres povzrocCil poskodbe celicnih komponent (Costa in
Moradas-Ferreira, 2001). Njihova naloga je, da popravijo poskodbe ali odstranijo
oksidirane molekule (Moradas-Ferreira in sod., 1996). Med sekundarne antioksidativne
obrambne sisteme uvrs¢amo lipoliti€ne encime, proteoliti¢ne sisteme in popravljalni sistem
DNA (Davies, 1986).

2.3.1 Endogeni antioksidativni obrambni sistem — glutation

2.3.1.1 Glutation — splo$no

Glutation predstavlja enega glavnih neencimskih obrambnih sistemov proti oksidativnemu
stresu v kvasni celici (Walker, 1998). Je ubikvitaren nizkomolekularen tiol in sodeluje v

Stevilnih celicnih procesih vkljuéno s transportom aminokislin, sintezo proteinov in
nukleinskih kislin, modulacijo encimske aktivnosti (Meister, 1988; Grant in Dawes, 1996).
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Pomembno vlogo pa ima tudi pri zaS€iti celic pred razlicnimi vrstami stresa, kot so:
prehranski stres (pomanjkanje zvepla in dusika, rast na metanolu in glicerolu), okoljski
stres (prisotnost ksenobiotikov in tezkih kovin) in oksidativni stres (Penninckx, 2000).

Glutation je prisoten v velikih koncentracijah (do 10 mM) v Stevilnih zivih celicah, od
prokariontov do evkariontov (Meister in Anderson, 1983). V celicah kvasovke S.
cerevisiae lahko predstavlja tudi 0,5 — 1 % suhe teze, odvisno od rastnih pogojev.

Glutation je pri kvasovkah, za razliko od bakterij, esencialen reducent med normalnimi
celi¢nimi procesi (Grant in sod., 1996b). Dosedanje raziskave so namre¢ pokazale, da se je
zivost kvasovk S. cerevisiae pod kriticno mejo, ki je 10 % normalne vrednosti celi¢nega
glutationa, mo¢no zmanjsala (Mehdi in Penninckx, 1997).

Bioloskega pomena pri glutationu je predvsem prosta sulfthidrilna (-SH) skupina cisteina,
ki zagotavlja edinstvene reducirajo¢e in nukleofilne lastnosti (Penninckx, 2000). Zaradi
zelo nizkega redoks potenciala in dejstva, da se reducirana oblika (GSH) vzdrzuje z
encimom glutation-reduktaza v odvisnosti od NADPH, ima glutation v celici vlogo
reducirajocega pufra (Meister in Anderson, 1983).

2.3.1.2 Sinteza glutationa

Glutation je tripeptid (y-glutamilcisteinilglicin). Njegova sinteza je neodvisna od mRNA.
Poteka v dveh stopnjah, kataliziranih z dvema razli¢nima encimoma in s pomocjo energije
v obliki ATP. Najprej encim y-glutamilcistein-sintetaza katalizira nastanek vy-
glutamilcisteina iz glutaminske kisline in cisteina, potem pa drugi encim glutation-
sintetaza katalizira vezavo glicina z nastalim dipeptidom (Meister, 1988). Sintezo
glutationa prikazujeta spodnji dve enacbi:

L-glutaminska kislina + L-cistein + ATP — L-y-glutamil-L-cistein + ADP...(3)
L-y-glutamil-L-cistein + glicin + ATP — glutation + ADP ...(4)
Opisani mehanizem sinteze glutationa ima dve posebnosti; prva je neodvisnost od mRNA,

ki je sicer vkljuCena v sintezo ostalih proteinov. Posebna pa je tudi vezava glutaminske

kisline preko y-C-atoma na cistein, kar naj bi glutation zascitilo pred proteolizo (Meister,
1988).

2.3.1.3 Razgradnja glutationa
Edini sploSno znani encim v celicah kvasovk, ki katalizira razgradnjo glutationa, je y-
glutamil-transpeptidaza (Penninckx in sod., 1980; Mehdi in sod., 2001). Najprej se odcepi

glutaminska kislina, kar prikazuje spodnja enacba:

glutation + aminokislina (H,O) — L-y-glutaminska kislina ...(5)
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Encim L-cisteinil-glicin-dipeptidaza katalizira naslednjo stopnjo hidrolize glutationa, pri
¢emer se dipeptid v prisotnosti vode razcepi na preostali dve aminokislini, cistein in glicin
(Jaspers in Penninckx, 1984). Reakcijo prikazuje spodnja enacba:

L-cisteinil-glicin + H,O — L-cistein + glicin ...(6)

2.3.1.4 Regeneracija glutationa

Poraba glutationa v encimskih in neencimskih obrambnih sistemih temelji na oksidaciji, ko
slednji preide iz reducirane (GSH) v disulfidno, oksidirano obliko (GSSG). Da pa ne pride
do prekomernega znotrajceli¢nega kopicenja oksidirane oblike oz. da se vzdrzuje veliko
razmerje GSH/GSSG v celici, je nujno potrebna pretvorba v prvotno, reducirano (GSH)
obliko. GSSG se regenerira v GSH z encimom glutation-reduktaza v prisotnosti NADPH,
kar prikazuje spodnja enacba:

GSSG + NADPH + H* - NADP' + 2 GSH (7

Pri tem nastali NADP" se ponovno reducira v NADPH z encimom glukoza-6-fosfat-
dehidrogenaza preko pentoza fosfatne poti (Grant in sod., 1996a).

2.3.1.5 Vloga glutationa pri detoksifikaciji tezkih kovin

Glutation je vkljucen v zascito celice pred tezkimi kovinami, saj je eden primarnih celi¢nih
reducentov kovinskih ionov, kot sta krom in arzen. Celi¢ni tioli imajo pomembno vlogo v
biokemiji kovinskih ionov in za vzdrzevanje redoks stanja. Mnoge kancerogene kovine
(Cr, Cd, Ni) tvorijo s tioli ligande raje kot z drugimi funkcionalnimi skupinami (Klein in
sod., 1998).

2.3.1.6 Vloga glutationa pri oksidativnem stresu

Glutation ima v celicah kvasovk pomembno vlogo, Se posebno kot zascita pred
oksidativnim stresom. S prosto sulfhidrilno skupino (-SH) lahko reagira z oksidanti in tako
deluje kot lovilec prostih radikalov (Jamieson, 1998).

Po izpostavitvi celic kvasovke Candida intermedia Cr(VI) se poveca raven oksidantov v
celici, zlasti pri koncentraciji Cr(VI) 100 umol/L. Kot odgovor na stres se poveca vsebnost
glutationa v reducirani obliki, ki ima vlogo lovilca prostih radikalov (Jamnik, 2002).

Osmotski in toplotni stres sta povezana z oksidativnim stresom, saj je pri izpostavitvi celic
kvasovke S. cerevisiae NaCl ali poviSani temperaturi kot stresnima dejavnikoma prislo do
indukcije antioksidativnih neencimskih obrambnih sistemov oz. natan¢neje do povecane
znotrajceliCne vsebnosti glutationa v reducirani obliki. S pove¢anjem v vsebnosti GSH so
se tako celice ubranile pred Skodljivim delovanjem nastalih reaktivnih kisikovih zvrsti
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(ROS). Povecana vsebnost GSH je lahko posledica sinteze kot tudi samo regeneracije
glutationa (Medved, 2004).

2.3.2 Eksogeni antioksidativni obrambni sistem — askorbinska kislina (vitamin C)
2.3.2.1 Askorbinska kislina — splosno

Askorbinska kislina ima dve ionizirajoci —OH skupini. Pri fizioloSkem pH obstaja
predvsem v mono anionski obliki, zato bomo uporabljali ime askorbat. Askorbat ima in
vivo pomembno vlogo kot kofaktor razlicnim encimom, med katerimi sta najbolj poznana
prolin hidroksilaza in lizin hidroksilaza, ki sta vkljucena v biosintezo kolagena (Halliwell
in Gutteridge, 1999).

NajpomembnejSa kemijska lastnost askorbata je njegova vloga reducenta (Halliwell in
Gutteridge, 1999). Askorbinska kislina velja za pomemben antioksidant v visjih
evkariontih, posebno v rastlinah. Pri kvasovkah, zlasti pri Saccharomyces cerevisiae, je
njena vloga manj znana. Le nekaj poroCil omenja, da so nasli askorbinsko kislino v
Saccharomyces cerevisiae in $e to v majhnih koncentracijah (Jamieson, 1998). Povprecje
nivoja askorbinske kisline se omenja v koncentraciji 1 mM (Meister, 1994).

2.3.2.2 Sinteza askorbinske kisline

Rastline in mnoge Zivali so sposobne sintetizirati askorbinsko kislino iz glukoze, medtem
ko je ¢lovek v evoluciji izgubil enega od potrebnih encimov za biosintezo. Zato mora biti
askorbinska kislina v obliki vitamin C prisotna v prehrani ljudi (Halliwell in Gutteridge,
1999).

2.3.2.3 Razgradnja askorbinske kisline

Ko askorbat odda elektron, nastane semidehidroaskobat (SDA) oz. askorbilni radikal, ki se
lahko dalje oksidira do dehidroaskorbata (DHA). Askorbilni radikal ni posebno reaktiven,
kar je tudi vzrok mnogih antioksidativnih u¢inkov askorbata. Kajti ko askorbat reagira z
reaktivnim radikalom, pri tem nastane veliko manj reaktiven askorbilni radikal (Halliwell
in Gutteridge, 1999). Dehidroaskorbat je nestabilen in se lahko razgradi na tartrat in
oksalat (McKersie, 1996).

2.3.2.4 Regeneracija askorbinske kisline

Mnoge celice vsebujejo mehanizme za pretvarjanje oksidirane oblike askorbata nazaj v
reducirano obliko. Za pretvorbo dehidroaskorbatnega ali askorbatnega radikala nazaj do
askorbinske kisline sta odgovorna encima semidehidroaskorbat-reduktaza in
dehidroaskorbat-reduktaza v prisotnosti reducirane oblike NAD(P)H ali glutationa
(McKersie, 1996).



Mor¢i¢ T. Uporaba kvasne biomase s pove¢anim antioksidativnim potencialom. 13
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

dehidroaskorbat + 2 GSH — GSSG + askorbat ...(8)

semidehidroaskorbat + NAD(P)H — askorbat + NAD(P)" ... 9

2.3.2.5 Transport askorbinske kisline v celico

Znotrajcelicna akumulacija askorbinske kisline poteka po dveh razlicnih mehanizmih: od
natrija neodvisen transport dehidroaskorbinske kisline in od natrija odvisen transport
askorbinske kisline. Pri fizioloSkih pogojih se v celico akumulira pomemben delez
askorbinske kisline (Park, 2001).

2.3.2.6 Vloga askorbinske kisline pri detoksifikaciji tezkih kovin

Askorbat lahko in vivo pomaga pri detoksifikaciji razli¢cnih organskih radikalov s procesom
redukcije (Halliwell in Gutteridge, 1999).

Stevilne $tudije so pokazale, da je askorbinska kislina pomemben reducent v metabolizmu
Cr(VI) (Standeven in Wetterhahn, 1991; Standeven in Wetterhahn, 1992). Redukcija z
askorbinsko kislino je hitrejSa kot z glutationom ali cisteinom (Quievryn in sod., 2003),
vendar pa je glutation zaradi vecjih znotrajceli¢nih koncentracij Se vedno pomemben v
metabolizmu redukcije Cr(VI).

2.3.2.7 Vloga askorbinske kisline pri oksidativnem stresu

Askorbat izredno hitro reagira z O, , HO," in OH', pri ¢emer nastane semidehidroaskorbat.
Je tudi lovilec singletnega kisika in se hitro poveze s hipoklorno kislino, ki je mocan
oksidant. Askorbat peroksidaza ima funkcijo odstranjevanja vodikovega peroksida. Zato
lahko za askorbat reCemo, da uspeSno pomaga pri zaSCiti celice pred reaktivnimi
kisikovimi zvrstmi (Halliwell in Gutteridge, 1999).

Askorbinska kislina lahko reagira s H,O, v Fentonovi reakciji in s tem stimulira tvorbo
OH'. Celoten ucinek pa je odvisen od koncentracije prisotnega askorbata, ker je hkrati tudi

lovilec OH' (Halliwell in Gutteridge, 1999).

Spodaj sta prikazani osnovni znotrajceli¢ni reakciji, v kateri sta vkljueni askorbinska
kislina in ROS (McKersie, 1996):

20,  + 2H' + askorbat — 2 H,0, + dehidroaskorbat ... (10)

H,0, + 2 askorbat — 2 H,O + 2 semidehidroaskorbat .. (11)
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2.4 CILJIINALOGE IN DELOVNA HIPOTEZA
Cilji naloge so naslednji:

- kvasovko Saccharomyces cerevisiae izpostaviti NaCl ali askorbinski kislini in
primerjati razliko tretitane in netretirane kvasne biomase Vv sposobnosti
odstranjevanja Cr(VI)

- dolo¢iti razliko v metabolni aktivnosti tretirane in netretirane kvasne biomase

Postavili smo naslednjo delovno hipotezo:
- kvasna biomasa, tretirana z NaCl ali askorbinsko kislino (s povecanim

antioksidativnim potencialom), ima vecjo sposobnost akumulacije Cr(VI) kot
netretirana kvasna biomasa.
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3 METODE IN MATERIAL

3.1 POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

PRIPRAVA INOKULUMA
aerobna submerzna kultivacija kvasovke S. cerevisiae do pozne eksponentne faze rasti
(ODgso=1,7)
(T=25 °C, 240 obr./min)

l inokulum 10 vol. %

GLAVNI BIOPROCES
aerobna submerzna kultivacija kvasovke S. cerevisiae do sredine eksponentne faze rasti
(ODgso= 1,2)
(T=25 °C, 240 obr./min)

—

kontrola: dodatek NaCl dodatek askorbinske kisline
netretirana biomasa (8 % NaCl v bioprocesni brozgi) (1 mM askorbinska kislina

v bioprocesni brozgi)

| inkubacijalh |

l

centrifugiranje in spiranje
bioprocesne brozge
(5 min, 4000 obr./min)

v

priprava kvasne suspenzije v pufru Tris HCI
s koncentracijo 10° celic/mL

dodatek izhodne raztopine Cr(VI) do zacetnih koncentracij:
25, 50 in 100 umol Cr(VI)/L

.

inkubacija celic,t=0,1in2h
(T=25 °C, 240 obr./min)

| centrifugiranje (5 min, 4000 obr./min) |

/ \

DOLOCANIJE Cr(VI) V SUPERNATANTIH DOLOCANJE METABOLNE
s plamensko atomsko absorpcijsko spektroskopijo AKTIVNOSTI CELIC KVASOVKE
Saccharomyces cerevisiae

Slika 1: Hodogram poteka celotnega poskusa
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3.2 METODE
3.2.1 Priprava inokuluma

Tri dni staro kulturo kvasovke Saccharomyces cerevisiae smo s cepilno zanko prenesli s
petrijeve plos¢e v 100 mL tekocega YEPD gojis€a, ki smo ga predhodno pripravili v
500 mL erlenmajericah s stransko kiveto. Po umerjanju spektrofotometra z gojiS¢em je
znaSala zaCetna opti¢na gostota suspenzije kvasovk v gojiscu, izmerjena pri valovni dolzini
650 nm, priblizno 0,15. V erlenmajerice smo dali tudi sterilne magnetke, jih zamasili z
vato, prekrili z aluminijasto folijo in namestili na magnetno meSalno plos¢o v inkubator.
Sledila je aerobna submerzna kultivacija kvasne biomase pri T = 25 °C in hitrosti me$anja
240 obr./min. Rast kvasovke smo spremljali z merjenjem opti¢ne gostote v dveh
ponovitvah. Na podlagi rastne krivulje smo dolocili vrednost OD, ki je ustrezala pozni
eksponentni fazi rasti (OD = 1,7).

3.2.2 Predposkus glavnega bioprocesa

Tudi tokrat smo spremljali rast kvasovke z merjenjem opticne gostote pri valovni dolzini
650 nm. 40 mL predhodno pripravljenega inokuluma, ki smo ga namnozili do opti¢ne
gostote 1,7, smo z merilnim valjem prenesli v 1000 mL elenmajerico s stransko kiveto s
360 mL tekoCega YEPD gojis¢a. Inokulum je tako predstavljal 10 vol.% zmesi. V
erlenmajerice smo dali Se sterilne magnetke, jih zamasili z vato, prekrili z aluminijasto
folijo in namestili na magnetno mesalno plos¢o v inkubator. Sledila je aerobna submerzna
kultivacija kvasovke S. cerevisiae pri T = 25 °C in 240 obr./min. S pomodjo rastne krivulje
smo dolocili sredino eksponentne faze rasti kvasovke (OD = 1,2).

3.2.3 Glavni bioproces
3.2.3.1 Kultivacija kvasne biomase

Po inokulaciji smo kulturo kvasovk namnozili do sredine eksponentne faze rasti, kar je
pomenilo do opti¢ne gostote 1,2 (pri valovni dolzini 650 nm).
Ob plamenskem gorilniku smo nato v erlenmajerice z brozgo dodali:
- 32 g NaCl in s tem dosegli, da je bila koncentracija NaCl v bioprocesni brozgi 8 %
ali
- 2 mL 200 mM izhodne raztopine askorbinske kisline in s tem dosegli koncentracijo
askorbinske kisline v bioprocesni brozgi | mM

Po dodatku NaCl/askorbinske kisline je sledila 1 ura inkubacije pri T = 25 °C in
240 obr./min. Kultivacijo smo za obe tretirani biomasi kot tudi za netretirano biomaso
(kontrolo) izvedli v dveh ponovitvah.
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3.2.3.2 Centrifugiranje bioprocesne brozge in spiranje biomase

Po enourni inkubaciji je sledilo centrifugiranje bioprocesne brozge (5 min pri
4000 obr./min). Netretirano biomaso in biomaso tretirano z NaCl smo nato spirali z
destilirano vodo, medtem ko smo z askorbinsko kislino obogateno biomaso spirali dvakrat
s pufrom Tris HCI. Supernatant smo odlili, sprano biomaso pa smo uporabili za pripravo
izhodne suspenzije.

3.2.3.3 Priprava kvasne suspenzije v pufru Tris HCI

Za pripravo izhodne suspenzije smo sprano biomaso v centrifugirki prelili z 10 mL pufra
Tris HCI, prekrili s folijo in premeSali na vrtinéniku. Sledilo je Stetje celic pod
mikroskopom s hemacitometrom (potrebna predhodna dvakratna (107%) razredgitev po
Kochu). Stevilo prestetih celic nam je sluzilo za izra¢un volumna izhodne suspenzije, ki
smo ga nato prenesli v 1000 mL erlemajerice s 500 mL pufra Tris HCI s pH = 4,00. V
suspenziji smo Zeleli dose¢i koncentracijo 10° celic/mL.

3.2.3.4 Dodatek izhodne raztopine Cr(VI) v kvasno suspenzijo

V tako pripravljeno kvasno suspenzijo smo dodali doloen volumen izhodne raztopine
kalijevega dikromata (K,Cr,O7;) do dosezenih zacetnih koncentracij: 25, 50 in
100 pmol Cr(VI)/L. Pri vsaki posamezni koncentraciji smo vzor¢ili 5 krat po 6 mL brozge
ob t =0, po eni in dveh urah inkubacije v centrifugirke in centrifugirali 5 min pri
4000 obr./min. V 12-mL plasti¢ne centrifugirke smo odpipetirali po 4 mL supernatanta in
vzorce shranili v zmrzovalniku do analiz z atomsko absorpcijsko spektroskopijo.

3.2.4 Atomska absorpcijska spektroskopija

Koncentracijo kroma v vzorcih smo dolocali z atomsko absorpcijsko spektroskopijo
(AAS), ki je med najpogosteje uporabljenimi tehnikami za dolo¢anje kovin v sledovih.
Zacetna faza analize je atomizacija elementa. Pri tem dobimo aerosol atomov in mogoce
ionov analiziranega elementa (plinska faza). Za atomizacijo je na razpolago ve¢ metod; pri
nasi analizi smo uporabili plamen oz. plamensko atomsko absorpcijsko spektroskopijo.

Bistvo atomske spektroskopije je, da elektron pri prehodu iz orbitale z vecjo energijo v
orbitalo z manjSo energijo, odda razliko v energiji kot sevanje to¢no doloCene valovne
dolzine. Atomi v plamenu pridejo v vzbujeno stanje.

Votla katodna svetilka je izvor sevanja (fotonov) elementa, ki ga dolodamo. Zarek gre
skozi plamen, v katerem se element atomizira. Vzorec prihaja v plamen, kjer se razprsi, v
plamenu hitro izpari ter preide v atome, ione in elektrone. Atomi, ki nastajajo, absorbirajo
emitirano svetlobo izvora (Zarnica z votlo katodo) s ¢imer se zmanjSa energija Zarka
katodne Zarnice proporcionalno s koli¢ino merjenih atomov v vzorcu. FotopomnoZzevalka
pa pretvori energijo sevanja (fotoni) v elektri¢ni signal (Skoog in sod., 1996; Skoog in
sod., 2000).
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3.2.5 Doloc¢anje metabolne aktivnosti celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae

Metabolno aktivnost lahko doloCamo z merjenjem vsebnosti ATP in NADH v celici,
uporabljajo pa se tudi redoks indikatorji. NovejSe metode vkljucujejo uporabo barvil, ki jih
zive celice pretvarjajo v produkte, ki jih je mogoce spremljati (Walker, 1998). Tudi v
nasem primeru smo metabolno aktivnost celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae
dolo¢ali z uporabo reagenta CellTiter-Blue™ (Promega) (Riss in Moravec, 2003).
CellTiter-Blue™ reagent je pufrska raztopina, ki vsebuje pre¢is¢eno barvilo resazurin.
Reagent se doda ob koncu izpostavitve celic preiskovani snovi. Metoda temelji na
sposobnosti zivih, metabolno aktivnih celic, da pretvarjajo redoks barvilo (resazurin) v
fluorescentni kon¢ni produkt (resorufin), medtem ko nezive celice izgubijo metabolno
kapaciteto in zato ne tvorijo fluorescentnega signala. Spektralne lastnosti reagenta se
spremenijo ob redukciji resazurina v resorufin. Resazurin je temno modre barve in je zelo
Sibko fluorescenten, medtem ko je reduciran resorufin roza in mocno fluorescenten.
Resazurin ima absorpcijski maksimum pri valovni dolzini 605 nm, resorufin pa pri 573
nm. Tako resazurin kot resorufin sta obcutljiva na svetlobo. DaljSa izpostavljenost
resazurina svetlobi ima za posledico povecano fluorescenco ozadja in zmanjSano
obcutljivost. Za merjenje lahko uporabimo tako fluorescenco kot absorbanco, vendar je
zaradi vecje obcutljivosti bolj primerna fluorescenca (Riss in Moravec, 2003).

Reagent dodamo neposredno v gojisce s celicami, sledi inkubacija ene do $tirih ur. Na Cas
inkubacije vpliva Stevilo celic in njihova sposobnost redukcije resazurina, zato je potrebno
doloc¢iti optimalno Stevilo celic in Cas izpostavitve reagentu. Fluorescentni resorufin
prehaja iz celic v gojis¢e. Vecja ko je fluorescenca, veC resazurina se je pretvorilo v
resorufin, kar pomeni, da so celice bolj metabolno aktivne. CellTiter-Blue™ reagent je
primeren za merjenje fluorescence v mikrotitrskih plos¢icah, kjer v vsako jamico dodamo
100 pL suspenzije celic in 20 pL reagenta (Riss in Moravec, 2003).

Pri dolocanju metabolne aktivnosti celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae smo ponovili
postopek do tocke 3.2.3.3, kjer smo pripravili kvasno suspenzijo v pufru Tris HCI s
koncentracijo 10° celic/mL. Sledila je razdelitev kvasne suspenzije po 100 mL v 300-mL
erlenmajerice, ki smo jih nato izpostavili razliénim koncentracijam izhodne raztopine
Cr(VI): 0, 25, 50 in 100 pmol Cr(VI)/L. Obt=0,t=1 h in t = 2 h (inkubacija na magnetni
mesalni plos¢i v inkubatorju) smo odvzeli po 1 mL brozge in dolocili Stevilo celic na
mililiter. V 1,5-mL mikrocentrifugirkah smo pripravili suspenzijo celic s koncentracijo
9- 10" celic/mL. To smo naredili tako, da smo centrifugirali 90 mL bioprocesne brozge
vsakega vzorca pri 4000 obr./min, 5 min. Supernatant smo shranili, zato da smo lahko
celice v sedimentu primerno red¢ili s pripadajocimi supernatanti. Kon¢na koncentracija
celic je bila 9 - 107 celic/mL. Po dva paralelna vzorca (100 uL) za vsako koncentracijo
Cr(VI) smo prenesli na mikrotitrsko plos¢ico in dodali 20 pL resazurina. Poleg vzorcev
smo na mikrotitrsko ploscico, kot negativno kontrolo, nanesli Se pufer Tris HCI in pufer
Tris HCI z dodanim barvilom. Sledilo je Stiriurno razvijanje barve. S ¢italcem mikrotitrskih
plos¢ smo merili fluorescenco pri valovni dolzini 595 nm, valovna dolzina vzbujanja pa je
bila 550 nm.
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priprava kvasne suspenzije v pufru Tris HCI
s koncentracijo 10° celic/mL

l

dodatek izhodne raztopine Cr(VI) do zacetnih koncentracij:
0,25, 50 in 100 pmol Cr(VI)/L

l

inkubacija celic,t=0,1in2 h
(T=25 °C, 240 obr./min)

l

Stetje celic pod mikroskopom

centrifugiranje bioprocesne brozge
(5 min, 4000 obr./min)

l

sedimentu dodamo toliko supernatanta,
da dosezemo koncentracijo 9-10” celic/mL

100 puL vzorca + 20 pL resazurina
odpipetiramo v mikrotitrsko plo§¢ico

l

razvijanje barve
(4 h pri sobni temperaturi)

l

merjenje metabolne aktivnosti celic
s Citalcem mikrotitrskih plos¢

Slika 2: Hodogram poteka dolo¢anja metabolne aktivnosti celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae
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3.2.6 Obdelava rezultatov
Za vsako posamezno biomaso smo izvedli kultivacijo v dveh ponovitvah. Znotraj ene
ponovitve smo dolocali koncentracijo Cr(VI) v supernatantih v petih paralelnih vzorcih,

metabolno aktivnost celic kvasovke pa smo znotraj ene ponovitve izmerili v enem vzorcu.

Rezultate meritev smo podali kot povpre¢no vrednost (X ) (KoSmelj, 2001):

1 & ... (12
S CH (12)
n S
n... Stevilo vzorcev
X; ...  vrednost i-te meritve

Ponovljivost meritev smo statisticno ocenili z izraCunom standardne deviacije (s) po
spodnji enacbi (Kosmelj, 2001):

.. (13)

Relativno variiranje meritev smo podali s koeficientom variacije (KV) (Kosmelj, 2001):

KV (%) = ~-100 . (14)

S
X

Pri izraCunavanju faktorjev (Fa, Fg,... - to¢ka 3.2.7) smo pripadajoCe standardne deviacije
racunali po naslednjih enacbah:

KV, =2 .. (15)
X1

KV. =2 .. (16)
X2

KV =KV > + KV ..(17)

.. (18)

w

I

=

<
I | x
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3.2.7 Izracéuni

Koncentracijo Cr(VI) v supernatantih in metabolno aktivnost celic kvasovke
Saccharomyces cerevisiae smo izrazili s faktorji (Raspor in sod., 1999). Izracuni zanje so
prikazani pod toc¢ko 3.2.7.1 in 3.2.7.2.

3.2.7.1 Dolocanje koncentracije Cr(VI) v supernatantih

FA:CCr,t=1,Cr=25,B ... (19)

Cer, K(Cr = 25)

Cer povprecna koncentracija Cr(VI) v supernatantih
t 0, 1, 2 h po dodatku Cr(VI)

Cr 25, 50, 100 uM koncentracija Cr(VI)

B Bn, Bract, Bak

By netretirana biomasa

Bnaci biomasa tretirana z NaCl

Bak biomasa tretirana z askorbinsko kislino

K izmerjena vrednost kontrole (pufer + Cr(VI))

Faktor F4 je izraCunan za posamezno koncentracijo Cr(VI) glede na kontrolo (pufer Tris
HCI + Cr(VD)).

Fat-1cr=-258

Fs = ... (20
° Fat-1,cr=258n 20)
t 0, 1, 2 h po dodatku Cr(VI)
Cr 25, 50, 100 uM koncentracija Cr(VI)
B Bn, Bnact, Bax
By netretirana biomasa

Faktor Fg je izraCunan za posamezno koncentracijo Cr(VI) glede na netretirano biomaso ob
dolocenem casu.
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3.2.7.2 Dolocanje metabolne aktivnosti celic kvasovke S. cerevisiae

Ft - or = 25, Ba

Fc=———1-——" ... (21

FItK,BAK

F povprecna vrednost fluorescence

t 0, 1, 2 h po dodatku Cr(VI)

Cr 0, 25, 50, 100 uM koncentacija Cr(VI)
B BN, Braci, Bak

tk t =0, pred dodatkom Cr(VI)

Faktor F¢ je izra¢unan za posamezno biomaso glede na t = 0, pred dodatkom Cr(VI).

Fc.t - 1,cr = 25, Buaci

Fo= ... (22
FC,I = 1, BNaCIk ( )
t 0, 1, 2 h po dodatku Cr(VI)
Cr 25,50, 100 uM koncentracija Cr(VI)
Bk kontrolna biomasa: Bnk, Bnacik, Bakk, ki ni bila izpostavljena Cr(VI)

Faktor Fp je izraCunan za posamezno biomaso, ki je bila izpostavljena razli¢nim
koncentracijam Cr(VI), ob dolocenem c¢asu glede na kontrolno biomaso.

Fo,t=1,cr=258

Fe = ... (23
- Fo,t = 1,cr = 25,8n @3)
t 0, 1, 2 h po dodatku Cr(VI)
Cr 0, 25, 50, 100 uM koncentracija Cr(VI)
B Bn, Braci, Bak
By netretirana biomasa

Faktor Fg je bil izraCunan za razli¢no tretirane biomase ob doloCenem casu in doloceni
koncentraciji Cr(VI) glede na netretirano biomaso.
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3.2.8 Statisti¢na analiza

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket SAS/STAT (SAS
Software. Version 8.01, 1999). V poskusu zbrane podatke smo pripravili in uredili s
programom EXCEL XP. Osnovne statisticne parametre smo izracunali s proceduro
MEANS, s proceduro UNIVARIATE pa smo podatke testirali na normalnost porazdelitve.
Pri obdelavi podatkov s statistichim modelom smo uporabili proceduro GLM (General
Linear Model).

Statisticni model 1 smo uporabili za obdelavo podatkov merjenja koncentracije Cr(VI) v
supernatantith in metabolne aktivnosti. V. model smo vkljucili vpliv biomase, casa,
koncentracije Cr(VI) ter vse dvojne in trojno interakcijo med omenjenimi vplivi. Vsi
podatki so predstavljeni kot ocenjene povprecne vrednosti (LSM).

Statisti¢ni model 1:

Yijk = B+ Bi + C; + Ky + B*Cjj + B*Kix + C*Kjx + B*C*Tij + ejja

yiikik = opazovana vrednost

u = povprec¢na vrednost

B; = vpliv i-te biomase; 1 = Bn, Bnacl, Bak

G = vpliv j-tega Casa merjenja; j = takoj, 1 h, 2 h

Kk = vpliv j-te koncetracije Cr (VI); k =0, 25, 50, 100 enote

B*Cj; = vpliv interakcij med i-to biomaso in j-tim ¢asom merjenja

B*Kix = vpliv interakcij med i-to biomaso in k-to koncentracijo Cr(VI)

C*Kjx = vpliv interakcij med j-tim ¢asom meritve in k-to koncentracijo Cr(VI)

B*C*Kjj = vpliv interakcij med i-to biomaso, j-tim ¢asom merjenja in k-to koncentracijo
Cr(VI)

€ijkl = ostanek.
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3.3 MATERIAL
3.3.1 Mikroorganizem

Uporabili smo kvasovko Saccharomyces cerevisiae — ZIM 2155 iz Zbirke industrijskih
mikroorganizmov BiotehniSke fakultete.

Kvasovko smo hranili na petrijevih ploS¢ah s trdnim YEPD gojis¢em v inkubatorju pri
temperaturi 25 °C in jo vsake tri dni precepljali.

3.3.2 Gojisce

3.3.2.1 Trdno YEPD gojisce

Za precepljanje in hranjenje kulture kvasovke smo uporabili trdno YEPD gojisce.

Preglednica 2: Sestava trdnega YEPD gojisca (Atlas, 1993)

Sestavina Masa (g)
kvasni ekstrakt (Biolife) 5,0
pepton (Oxoid) 5,0
brezvodna glukoza (Kemika) 10,0
agar (Biolife) 20,0
dH,0 1000 mL

Po zatehti sestavin smo gojis¢e najprej zaklejili in nato sterilizirali 20 minut pri temperaturi
121°C in tlaku 1,1 bar. Po sterilizaciji smo gojis¢e ohladili na 45 °C in razlili v petrijeve
plosce.

3.3.2.2 Tekoce YEPD gojisce

Tekoce YEPD gojisc¢e smo uporabili za aerobno submerzno kultivacijo kvasne biomase,
tako v primeru priprave inokuluma, kot tudi v primeru glavnega bioprocesa.

Preglednica 3: Sestava tekocega YEPD gojisca (Atlas, 1993)

Sestavina Masa (g)
kvasni ekstrakt (Biolife) 5,0
pepton (Oxoid) 5,0
brezvodna glukoza (Kemika) 10,0
dH,0 1000 mL

Po zatehti sestavin smo goji§¢e sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku
1,1 bar. Pred dodatkom kulture smo gojis¢e ohladili na sobno tempetaturo.
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3.3.3 Reagenti in raztopine
3.3.3.1 Merjenje koncentracije Cr(VI) v supernatantih
e 5 mM pufer Tris HCI, pH = 4,0

Predhodno je potrebno pripraviti:
- 0,2 M Tris: 12,1 g Tris (Sigma)
dopolnimo z dH,0O do 500 mL

- 0,1 M HCI: 4,9 mL 32 % HC1 (Merck)
dopolnimo z dH,O do 500 mL

priprava 50 mM pufra Tris HCI (izhodna raztopina):

25 mL 0,2 M Tris

dodamo = 50 mL 0,1 M HCl oz. do zmanjSanja pH na 4,0
dopolnimo z dH,0O do 100 mL

priprava 5 mM pufra Tris HCI:
100 mL izhodnega 50 mM pufra Tris HCI
dodamo 900 mL dH,O

5 mM pufer Tris HCI smo sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar.
Uporabili smo ga za pripravo kvasne suspenzije in za spiranje biomase obogatene z
askorbinsko kislino.

¢ 100 mM izhodna raztopina Cr(VI)
zatehtamo 1,4710 g K,Cr,O7 (Sigma)
dopolnimo z dH,0O do 100 mL

3.3.3.2 Tretiranje celic kvasovke

e NaCl (Merck)
V stekleno ¢aSo smo zatehtali 32 g soli in jo pred dodatkom v brozgo za 5 min izpostavili
UV-svetlobi v brezprasni komori.

¢ 200 mM izhodna raztopina askorbinske kisline
zatehtamo 3,552 g askorbinske kisline (Sigma)
dodamo 100 mL sterilne dH,O

steklenico ovijemo s folijo
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3.3.3.3 Dolocanje Stevila celic v izhodni suspenziji

¢ 0,9 % fizioloska raztopina NaCl
zatehtamo 0,9 g NaCl (Merck)
dodamo 100 mL dH,O

3.3.3.4 Dolocanje metabolne aktivnosti celic

e CellTiter-Blue™ reagent (Promega)

3.3.4 Pribor in oprema
3.3.4.1 Priprava gojisca

- tehtnica (Sartorius excellence)

- magnetno mesalo (Rotamix 550 MM, Tehtnica Zelezniki)
- mikrovalovna pecica (Sanyo)

- brezprasna komora (PIO SMBC 122, Iskra)

- avtoklav (Sutjeska)

- vodna kopel (HETO)

- plasti¢ne petrijeve plosce

- 500-mL in 1000-mL erlenmajerice s stransko kiveto
- infuzijske steklenice za sterilizacijo gojis¢, raztopin
- plasticne case

- kovinska Zlicka

- merilni valj

- magnetki

3.3.4.2 Priprava inokuluma

- brezprasna komora (PIO SMBC 122, Iskra)

- spektrofotometer (Pharmacia Biotech Ultraspec 2000)

- magnetna meSalna plos¢a (IKAMAG® EOA 9 Electronic) z regulatorjem hitrosti
mesanja (Ika-Werk ESS5, Janke & Kunkel)

- inkubator (I-50 VPC, Kambic)

- 500-mL erlenmajerice s stransko kiveto

- cepilna zanka

- avtomatska pipeta (Gilson)

- kivete

- magnetki

- plutovinasti podstavki
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3.3.4.3 Centrifugiranje bioprocesne brozge in spiranje biomase

- centrifuga (LC — 321, Tehtnica Zelezniki)
- steklene centrifugirke

- steklene palcke

- tehtnica (Sartorius excellence)

3.3.4.4 Dolocanje Stevila celic v suspenziji

- mikroskop (ATC 2000, Leica)

- Stevna ploscica Biirker-Tiirk (Brand)

- avtomatska pipeta (Gilson)

- vrtinénik (EV 100, Tehtnica Zelezniki)
- bakterioloske epruvete

- nastavki za pipeto

3.3.4.5 Priprava pufra Tris HCI

- tehtnica (Sartorius analytic)

- pH meter (Mettler Toledo)

- avtoklav (Sutjeska)

- digestorij

- infuzijske steklenice za sterilizacijo raztopin
- 100-mL in 500-mL merilne bucke

- merilni valji

- avtomatske pipete (Gilson)

- steklene caSe

- magnetki

3.3.4.6 Dolocanje koncentracije Cr(VI) v supernatantih

- centrifuga (LC-321, Tehtnica Zelezniki)

- 12-mL plasti¢ne centrifugirke (TPP)

- avtomatska pipeta (Gilson)

- plamenski atomski absorpcijski spektrometer (VARIAN SPECTRA AA-110)

3.3.4.7 Dolocanje metabolne aktivnosti celic

- 300-mL erlenmajerice

- centrifuga (LC—321, Tehtnica Zelezniki)
- centrifuga (Eppendorf)

- mikroskop (ATC 2000, Leica)

- Stevna ploscica Biirker-Tiirk (Brand)
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- avtomatske pipete (Gilson)

- 1,5-mL in 2-mL mikrocentrifugirke (Eppendorf)
- nastavki za pipete

" mikrotitrske plo¢e (NUNC F96 MicroWell™)
- Citalec mikrotitrskih ploS¢ (Tecan Safire 2)

- racunalnik, programski paket Magellan

3.3.4.8 Shranjevanje kultur, reagentov, raztopin in vzorcev

- inkubator (I-50 VPC, Kambic)
- hladilnik (LTH Skofja Loka)
- zmrzovalnik (LTH Skofja Loka)
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4 REZULTATI

Eksperimentalni del naloge je bil opravljen v ¢asu od oktobra 2004 do junija 2005.
Izhajajo¢ iz delovne hipoteze in ciljev naloge smo izvedli dva predposkusa in ustrezno
Stevilo ponovitev glavnega poskusa za posamezno kvasno biomaso. Rezultate
predposkusov smo prikazali v obliki rastnih krivulj. Vpliv razli¢nega nacina tretiranja
kvasne biomase na akumulacijo Cr(VI) smo dolocali s plamensko atomsko absorpcijsko
spektroskopijo, vpliv razlicnega tretiranja kvasne biomase na metabolno aktivnost celic pa
smo doloc¢ali z merjenjem fluorescence. Rezultate smo podali v obliki histogramov.

4.1 RASTNE KRIVULIJE ZA KVASOVKO Saccharomyces cerevisiae
4.1.1 Rastna krivulja za inokulum (Predposkus 1)

Na sliki 3 je prikazana rastna krivulja, ki smo jo dobili po 12-urnem namnoZevanju
inokuluma kvasovke Saccharomyces cerevisiae med aerobno submerzno kultivacijo v
inkubatorju pri T = 25 °C in 240 obr./min. Rastno krivuljo za inokulum smo izvedli v dveh
ponovitvah. Meritve ODgso obeh ponovitev ter izraCuni povprecnih vrednosti so prikazani v
prilogi Al.
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Slika 3: Aerobna submerzna kultivacija kvasovke S. cerevisiae — ZIM 2155 v inkubatorju na magnetni
mesalni plos¢i (T = 25 °C, 240 obr./min) (namnoZevanje inokuluma)
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Na podlagi rastne krivulje smo odcitali vrednost opti¢ne gostote, ki je ustrezala pozni
eksponentni fazi rasti. Lahko recemo, da je ta vrednost 1,7, kar je bilo dosezeno po
priblizno 10 urah. V tej fazi so bile celice v dobrem fizioloSkem stanju in njihova
koncentracija je bila velika.

Pri vseh nadaljnjih kultivacijah smo za inokulacijo uporabili celice, ki so bile v pozni
eksponentni fazi rasti, pri cemer je bilo merilo ODgso = 1,7.

4.1.2 Rastna krivulja za glavni bioproces (Predposkus 2)

Tudi pri doloCanju rastne krivulje za glavni bioproces, ki je prikazana na sliki 4, smo
izvedli aerobno submerzno kultivacijo kvasovke S. cerevisiae v inkubatorju na magnetni
mesalni plos¢i pri T = 25 °C in hitrosti meSanja 240 obr./min. Meritve so potekale v dveh

neodvisnih ponovitvah, skupaj z izraCuni povprecnih vrednosti opticne gostote pa so
prikazane v prilogi A2.
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Slika 4: Aerobna submerzna kultivacija kvasovke S. cerevisiae — ZIM 2155 v inkubatorju na magnetni
mesalni plosci (T = 25 °C, 240 obr./min) (glavni bioproces)
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Na podlagi omenjene rastne krivulje smo Zeleli doloc¢iti vrednost opti¢ne gostote, ki ustreza
sredini eksponentne faze rasti. To fazo so celice dosegle priblizno 4 ure po inokulaciji,
vrednost opticne gostote pa je znaSala 1,2. V tej fazi, ko so celice v polni kondiciji, smo jih
za 1 uro izpostavili NaCl ali askorbinski kislini.

4.2 DOLOCANJE KONCENTRACIJE Cr(VI) V SUPERNATANTIH

Z meritvami koncentracije Cr(VI) v supernatantih smo zeleli dolociti delez akumuliranega
Cr(VI) za posamezno biomaso. Kvasno suspenzijo s koncentracijo 10° celic/mL v pufru
Tris HCI s pH = 4,0 smo izpostavili razlicnim koncentracijam izhodne raztopine Cr(VI):
25, 50 in 100 pM. Vzor¢ili smo takoj po dodatku Cr(VI) (t = 0), po 1 uri in 2 urah
inkubacije. Vsebnost Cr(VI) smo po centrifugiranju vzorcev dolocili v supernatantih s
plamensko atomsko absorpcijsko spektroskopijo. Kontrolo je predstavljal pufer Tris HCI z
razli¢nimi koncentracijami Cr(VI). Teoreti¢ne in izmerjene vrednosti kontrole so prikazane
v prilogi B1.

Na slikah 5, 6 in 7 je prikazana koncentracija Cr(VI) v supernatantih (Fg) izraZzena glede na
kontrolo (netretirana biomasa), ki predstavlja 100 %. Koncentracija Cr(VI) v supernatantih
je prikazana za posamezno biomaso v odvisnosti od casa izpostavitve razlicnim
koncentracijam Cr(VI):
- slika 5 prikazuje izpostavitev razlicno tretiranih kvasnih biomas 25 uM raztopini
Cr(VI)
- slika 6 prikazuje izpostavitev razlicno tretiranih kvasnih biomas 50 uM raztopini
Cr(VI)
- slika 7 prikazuje izpostavitev razli¢no tretiranih kvasnih biomas 100 pM raztopini
Cr(VI)

Koncentracija Cr(VI) v supernatantih je v obliki faktorjev, skupaj s povprecnimi
koncentracijami Cr(VI) in koeficienti variacije podana v prilogah za vsako koncentracijo
Cr(VI) posebe;j:

- v prilogi B2 za 25 uM koncentracijo Cr(VI)

- v prilogi B3 za 50 uM koncentracijo Cr(VI)

- v prilogi B4 za 100 uM koncentracijo Cr(VI)
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Slika 5: Vpliv razli¢nih nacinov tretiranja kvasne biomase na akumulacijo Cr(VI) po izpostavitvi 25 uM
koncentraciji Cr(VI). Legenda: By — netretirana biomasa, By,c; — biomasa tretirana z NaCl, B,x — biomasa
tretirana z askorbinsko kislino

S slike 5 je razvidno, da je akumulacija Cr(VI) najve¢ja v primeru biomase tretirane z
NaCl (okoli 10 %). Najvecji privzem Cr(VI) se zgodi takoj po dodatku Cr(VI) v suspenzijo
(t = 0). Tudi pri biomasi tretirani z askorbinsko kislino je ob t = 0 opaziti zmanjSanje
koncentracije Cr(VI) v supernatantih.V nadaljevanju inkubacije pri nobeni od tretiranih
biomas ni opaziti bistvenih razlik v akumulaciji Cr(VI) glede na t = 0, medtem ko glede na
netretirano biomaso najve¢ akumulira biomasa tretirana z NaCl.
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Slika 6: Vpliv razli¢nih nadinov tretiranja kvasne biomase na akumulacijo Cr(VI) po izpostavitvi 50 uM
koncentraciji Cr(VI). Legenda: By — netretirana biomasa, By,c; — biomasa tretirana z NaCl, B,x — biomasa
tretirana z askorbinsko kislino

V primeru izpostavitve posamezne kvasne biomase 50 uM raztopini Cr(VI) nismo opazili
statisticno znacilnih razlik v akumulaciji Cr(VI) med netretirano biomaso in tretiranima
biomasama.
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Slika 7: Vpliv razlicnih nacinov tretiranja kvasne biomase na akumulacijo Cr(VI) po izpostavitvi 100 uM
koncentraciji Cr(VI). Legenda: By — netretirana biomasa, By,c; — biomasa tretirana z NaCl, B,k — biomasa
tretirana z askorbinsko kislino

V primeru izpostavitve kvasnih celic 100 uM raztopini Cr(VI) nismo opazili statisticno
znacilnih razlik med razli¢no tretiranimi biomasami v akumulaciji Cr(VI).
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4.2.1 Rezultati statisti¢ne analize za koncentracijo Cr(VI) v supernatantih

Preglednica 4: Vpliv biomase in ¢asa delovanja Cr(VI) na razlike v koncentraciji Cr(VI) v supernatantih

(LSM) pri razli¢nih dodatkih Cr(VT)

biomasa
dodatek Cr(VI) ¢as By Bnac Bak SE P-vrednost
25 UM 0 100° 93 95" 092 Ps < 0,0001
1h 100° 89¢ 97° 0,92 Pc=0,4191
2h 100° 91¢ 94° 0.92 Ppec =0,0354
50 LM 0 100 95° 98" 2,09 P = 0,0063
1h 100 96° 106° 2,09 Pc=0,2101
2h 100 95° 100°° 2,09 Pg:c = 0,3571
100 uM 0 100™ 99° 105 1,62 Py = 0,0089
1h 100™ 101 106™ 1,62 Pc =0,5594
2h 100™ 103%™ 107° 1,62 Pg«c = 0,9351

LSM- ocenjena povpreéna vrednost, SE — standardna napaka ocene, “*“**" LSM v istem stolpcu, ki v oznaki
nimajo enake nobene od ¢rk, se statistino znacilno razlikujejo (P < 0,05).
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4.3 DOLOCANJE METABOLNE AKTIVNOSTI CELIC KVASOVKE Saccharomyces
cerevisiae

Tako kot pri dolocanju konc. Cr(VI) v supernatantih, smo tudi pri dolo¢anju metabolne
aktivnosti celic kvasovke S. cerevisiae za vsako posamezno biomaso izvedli aerobno
submerzno kultivacijo pri T = 25 °C in 240 obr./min. Metabolno aktivnost smo dolocali z
uporabo barvila resazurin in merjenjem fluorescence. Vzorcili smo pred dodatkom Cr(VI)
v kvasno suspenzijo, takoj po dodatku Cr(VI) (t = 0), po 1 uri in po 2 urah inkubacije.
Kontrolo je predstavljala netretirana kvasna biomasa, ki je nismo izpostavili Cr(VI). V
prilogi C1 je v obliki faktorjev prikazana metabolna aktivnost netretirane biomase, skupaj s
povprecnimi vrednostmi fluorescencne intenzitete in koeficienti variacije.

Na slikah 8, 9 in 10 je prikazana metabolna aktivnost za posamezno kvasno biomaso v
odvisnosti od Casa izpostavitve razlicnim koncentracijam Cr(VI). Metabolna aktivnost je
prikazana kot faktor Fg glede na kontrolo (netretirana biomasa), ki predstavlja 100 %.
- slika 8 prikazuje izpostavitev razli¢no tretiranih kvasnih biomas 25 pM raztopini
Cr(VI)
- slika 9 prikazuje izpostavitev razlicno tretiranih kvasnih biomas 50 uM raztopini
Cr(VI)
- slika 10 prikazuje izpostavitev razlicno tretiranih kvasnih biomas 100 uM raztopini
Cr(VI)

Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase je v obliki faktorjev (Fg), skupaj s
povpre¢nimi vrednostmi fluorescence in koeficienti variacije, prikazana v prilogah glede
na razli¢ne koncentracije Cr(VI):

- v prilogi C2 za 25 uM koncentracijo Cr(VI)

- v prilogi C3 za 50 uM koncentracijo Cr(VI)

- v prilogi C4 za 100 uM koncentracijo Cr(VI)
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Slika 8: Vpliv razlicnih nainov tretiranja kvasne biomase na metabolno aktivnost celic po izpostavitvi
25 uM koncentraciji Cr(VI). Legenda: By — netretirana biomasa, By,c; — biomasa tretirana z NaCl, Bax —
biomasa tretirana z askorbinsko kislino

Metabolna aktivnost celic se je takoj po dodatku Cr(VI) v kvasno suspenzijo zmanjsala za
okoli 10 % glede na netretirano biomaso, tako v primeru biomase tretirane z NaCl, kot tudi
pri biomasi tretirani z askorbinsko kislino. Po enourni inkubaciji se je metabolna aktivnost
biomase tretirane z NaCl povecala v primerjavi s t = 0, medtem ko se je v primerjavi z
netretirano biomaso le rahlo povecala. Metabolna aktivnost biomase tretirane z
askorbinsko kislino pa se je po zaCetnem zmanjSanju po eni uri inkubacije priblizala
vrednostim za netretirano biomaso. Po dveurni izpostavitvi celic 25 pM koncentraciji
Cr(VI) pa so vrednosti metabolne aktivnosti za obe tretirani biomasi enake vrednostim za
netretirano biomaso.
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Slika 9: Vpliv razlicnih nacinov tretiranja kvasne biomase na metabolno aktivnost celic po izpostavitvi
50 uM koncentraciji Cr(VI). Legenda: By — netretirana biomasa, By,c; — biomasa tretirana z NaCl, Bax —
biomasa tretirana z askorbinsko kislino

S slike 9 je razvidno, da se je metabolna aktivnost ob t = 0 oz. takoj po dodatku Cr(VI) v
kvasno suspenzijo do koncentracije 50 uM v primeru obeh tretiranih biomas zmanjsala. Po
eni uri je metabolna aktivnost pri obeh biomasah v primerjavi s t = 0 narasla, glede na
netretirano biomaso pa se je le malo povecala. Po dveh urah inkubacije pa smo opazili
ponovno zmanjS$anje metabolne aktivnosti, pri ¢emer so vrednosti biomase tretirane z NaCl
enake vrednostim za netretirano biomaso, pri biomasi tretirani z askorbinsko kislino pa je
zmanjsanje vecje.



Mor¢i¢ T. Uporaba kvasne biomase s pove¢anim antioksidativnim potencialom. 39
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

1B,
120 - :l BNaCI
BB,
100 - I T .

’LE” J

~ 80

S

2

S 60-

=

E J

©

g 40-

(@]

o) J

S

) .

e 20

0 I L} I L} I 1
0 1 2

Cas (h)

Slika 10: Vpliv razlicnih nacinov tretiranja kvasne biomase na metabolno aktivnost celic po izpostavitvi
100 uM koncentraciji Cr(VI). Legenda: By — netretirana biomasa, By,c; — biomasa tretirana z NaCl, Bax —
biomasa tretirana z askorbinsko kislino

Tudi v primeru 100 uM koncentracije Cr(VI) se je metabolna aktivnost za obe tretirani
biomasi najbolj zmanjSala takoj po dodatku Cr(VI) v kvasno suspenzijo (t = 0). Pri tej
koncentraciji Cr(VI) je opaziti najvecje zmanjSanje metabolne aktivnosti in sicer kar za
20 % glede na netretirano biomaso. Po prilagoditvi celic na stresni dejavnik se je
metabolna aktivnost pri obeh tretiranith biomasah po enourni inkubaciji povecala in
priblizala vrednostim za kontrolno biomaso. V primeru dveurne inkubacije celic, pa pri
biomasi tretirani z NaCl ni opaziti bistvenih razlik, medtem ko je pri biomasi tretirani z
askorbinsko kislino opazno zmanjsanje metabolne aktivnosti.
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4.3.1 Rezultati statisti¢ne analize za metabolno aktivnost celic

Preglednica 5: Vpliv biomase in ¢asa delovanja Cr(VI) na razlike v metabolni aktivnosti (LSM) pri razli¢nih
dodatkih Cr(VI)

biomasa
dodatek Cr(VI) cas By Brac Bak SE P-vrednost
0 uM 0 100 100 100* 2,65 Pg = 1,0000
1h 100° 100° 100° 2,65 Pc = 1,0000
2h 100° 100° 100° 2,65 Ppic=1,0000
25 uM 0 100° 899 90 < 2,87 Py = 0,7562
1h 100° 11° 107* 2,87 Pc=0,0001
2h 100° 99° 98" 287 Pp+c =0,0162
50 uM 0 100™ 89¢ 87¢ 3,00 Py = 0,0862
1h 100™ 110° 108° 3,00 P <0,0001
2h 100" 103 919 3.00 Pg:c = 0,0066
100 uM 0 100° 81° 82" 2,89 P = 0,0201
1h 100° 106° 106° 2,89 Pc <0,0001
2h 100* 101° 90° 2.89 Pps«c = 0,0010

LSM- ocenjena povpreéna vrednost, SE — standardna napaka ocene, “*“**" LSM v istem stolpcu, ki v oznaki
nimajo enake nobene od ¢rk, se statisticno znacilno razlikujejo (P < 0,05).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Izhajajo¢ iz delovne hipoteze, v kateri trdimo, da ima kvasna biomasa s povecanim
antioksidativnim potencialom vecjo sposobnost akumulacije Cr(VI), smo kvasovko
Saccharomyces cerevisiae predhodno tretirali z NaCl oz. z askorbinsko kislino, da bi ji s
tem povecali antioksidativni potencial. Dokazano je namre¢, da izpostavitev celic
kvasovke S. cerevisiae NaCl (osmotskemu stresu) povzroCi povecano znotrajcelicno
vsebnost glutationa (Medved, 2004), ki velja za enega najpomembnej$ih neencimskih
antioksidativnih obrambnih sistemov. S povecanjem v vsebnosti GSH so se tako celice
ubranile pred skodljivim delovanjem nastalih reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Povecana
vsebnost GSH je lahko posledica sinteze kot tudi samo regeneracije glutationa. Najvecjo
vsebnost glutationa, in sicer 40 % povecanje v primerjavi s kontrolo, je bilo opaziti pri
enourni izpostavitvi celic 8 % NaCl. Pri tem se je relativna kultivabilnost celic zmanjSala
za priblizno 50 %, saj so se celice pri tej koncentraciji spopadle z zmerno mocno obliko
stresa, kar pomeni, da so vecji del energije preusmerile v zas¢ito pred oksidativnimi
poskodbami, ki jih povzro¢ajo ROS, ne pa v rast in razmnozevanje (Medved, 2004). Tako
kot glutation tudi askorbinska kislina v vlogi reducenta in lovilca prostih radikalov
pomembno prispeva k zasciti celice pred oksidativnimi poskodbami. Kvasne celice smo za
eno uro izpostavili 1 mM askorbinski kislini. PoljSak (2004) je v svoji raziskavi ugotovil,
da enourna izpostavitev celic 1 mM askorbinske kisline vodi do vsebnosti 0,03 milimol
askorbinske kisline/100 pg proteinov. Vecje koncentracije askorbinske kisline povecajo
smrtnost celic, medtem ko 1 mM askorbinska kislina ne predstavlja resnega stresa za
kvasne celice (PoljSak, 2004), ¢e upoStevamo, da je po definiciji stres vse, kar ima
negativen vpliv na celi¢no rast (Mager in Hohmann, 1997).

Za dodatno pojasnitev vpliva razlicnih koncentracij Cr(VI) na celice smo preverjali
metabolno aktivnost celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae, ki smo jo spremljali z
merjenjem fluorescence ob t = 0 ter po eni in dveh urah inkubacije. Uporabili smo reagent
CellTiter-Blue™. Metabolno aktivne celice pretvarjajo resazurin v fluorescentni resorufin
in dolocanje fluorescencne intenzitete je merilo za metabolno aktivnost. Vecja
fluorescencna intenziteta pomeni ve¢jo metabolno aktivnost (Riss in Moravec, 2003).

Poskus smo izvedli tako, da smo celice kvasovke S. cerevisiae v sredini eksponentne faze
rasti, ko so le-te v polni kondiciji in je razmnoZevanje hitro, loeno izpostavili NaCl ali
askorbinski kislini za eno uro. Poleg tega je znano, da je akumulacija kroma najbolj
ucinkovita med eksponentno fazo rasti in na zacetku stacionarne faze rasti (Kumpulainen
in Koivistoinen, 1978). Sledila je priprava kvasne suspenzije v pufru Tris HCl spH =4 in s
koncentracijo celic 10° celic/mL. Suspenzijo smo nato izpostavili razli¢nim koncentracijam
Cr(VI). S prenosom kvasnih celic v pufer, kjer ni virov energije, smo zeleli preuciti
ucinkovitost antioksidativnega potenciala celic pri akumulaciji Cr(VI). Biomasa je namrec
imela neko energijsko rezervo, razlika je le v tem, da imata tretirani biomasi vecji
antioksidativni potencial. Vendar pa Ze sam prenos celic v pufer, zaradi odsotnosti hranil,
vodi v izkori$€anje celicnega glutationa, ki je endogeni vir zvepla (Penninckx, 2002).
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Znacilne razlike v akumulaciji Cr(VI) med netretirani biomaso in tretiranima biomasama
smo opazili le v primeru dodatka 25 uM raztopine Cr(VI) (preglednica 4). Najve¢ Cr(VI)
je akumulirala biomasa tretirana z NaCl. Gre za priblizno 10 % vec¢jo akumulacijo kot pri
kontroli (slika 5). Pomembno je poudariti, da se najve¢ Cr(VI) akumulira takoj po dodatku
v kvasno suspenzijo (t = 0). Tudi pri biomasi, tretirani z askorbinsko kislino, smo opazili
akumulacijo Cr(VI) le ob t = 0, v nadaljevanju inkubacije ni prislo do bistvenih sprememb
(slika 5). Znano je, da je proces akumulacije kovinskih ionov v celici poteka v dveh fazah:
kot biosorpcija in kot bioakumulacija. Biosorpcija je hiter, metabolno neodvisen proces,
medtem ko je bioakumulacija po€asnejsa in glede na potrebno energijo metabolno odvisna
(Blackwell in sod., 1995; Tobin in sod., 1994). Glede na to, da smo kvasne celice pred
izpostavitvijo Cr(VI) prenesli v pufer Tris HCI, kjer ni bilo potrebnih hranil, verjetno
zaradi tega nadaljnja akumulacija ni bila ve¢ mogoca. Znano je, da se akumulacija Cr(VI)
ob dodatku glukoze kot viru energije poveca (Kumpulainen in Koivistoinen, 1978). Ob
t =0 Cr(VI) vstopi v celice in posledi¢no se zmanjSa metabolna aktivnost, in sicer za 10 %
v primerjavi s kontrolno biomaso (slika 8). Cr(VI) se v celici reducira, v naSem primeru ali
z glutationom ali z askorbinsko kislino, kar vodi do oksidirane oblike obeh reducentov.
Potrebna je njuna regeneracija za nadaljnjo funkcijo. Oba imata tudi vlogo lovilca
radikalov, ki nastajajo med redukcijo Cr(VI). Za reciklacijo glutationa je odgovoren encim
glutation-reduktaza (Grant in sod., 1996a), ki v prisotnosti NADPH oksidirano obliko
glutationa (GSSG) pretvarja v biolosko aktivno reducirano obliko (Penninckx, 2000). Za
pretvorbo dehidroaskorbatnega ali askorbatnega radikala nazaj do askorbinske kisline pa
sta odgovorna encima monodehidroaskorbat-reduktaza in dehidroaskorbat-reduktaza v
prisotnosti reducirane oblike NAD(P)H ali glutationa (McKersie, 1996). Glede na to, da
smo opazovali kvasne celice v pufru, so prisotni antioksidativni obrambni sistemi
zadostovali le krajs$i €as inkubacije, saj se v eni uri akumulacija Cr(VI) ni statisticno
znacilno spremenila (slika 5), poleg tega pa je metabolna aktivnost pri tretiranih biomasah
narasla v primerjavi s t = 0 (slika 8), kar kaze na povecano potrebo po energiji. Pri biomasi
tretirani z NaCl se je metabolna aktivnost rahlo povecala nad vrednosti pri kontrolni
biomasi, medtem ko se je metabolna aktivnost biomase tretirane z askorbinsko kislino po
vrednostih priblizala netretirani biomasi (slika 8). Glede na to, da so razlike v metabolni
aktivnosti med posameznimi biomasami zelo majhne, smo tudi te potrdili s statisti¢no
analizo (preglednica 5). Po dveh urah inkubacije nismo opazili razlik v akumulaciji in tudi
metabolna aktivnost tretiranih celic je bila primerljiva s kontrolno. Tudi PoljSak (2004) je v
svoji raziskavi ugotovil, da imajo celice po enourni inkubaciji v pufru Se dovolj rezerv za
sintezo/regeneracijo glutationa, kasneje pa se pokaze zmanjSanje vsebnosti reduciranega
glutationa, posebej Se, ker so bile celice, tako kot pri nas, izpostavljene aerobnim pogojem,
kar povzroca znotrajceli¢no tvorbo ROS.

Pri izpostavitvi posamezne kvasne biomase 50 puM raztopini Cr(VI) med njimi nismo
opazili bistvenih razlik v akumulaciji Cr(VI) (slika 6), kar smo s statisticno analizo tudi
potrdili (preglednica 4). Je pa ob t = 0 priSlo do zmanjSanja metabolne aktivnosti za 10 %
(slika 9), ki pa se je po eni uri inkubacije neznatno povecala nad vrednosti kontrolne
biomase, kar kaze na poskus prilagoditve celic na novo nastale pogoje. Po dveh urah
inkubacije se je metabolna aktivnost biomase tretirane z NaCl pribliZzala vrednostim za
kontrolno biomaso, medtem ko smo pri biomasi tretirani z askorbinsko kislino opazili
vecje zmanjSanje (slika 9). Ucinkovitost eksogenih antioksidativnih obrambnih sistemov je
o¢itno manjSa od endogenih. Pomembno je tudi omeniti, da znotrajceli¢cna akumulacija



Mor¢i¢ T. Uporaba kvasne biomase s pove¢anim antioksidativnim potencialom. 43
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

askorbinske kisline poteka po dveh razlicnih mehanizmih: od natrija neodvisen transport
dehidroaskorbinske kisline in od natrija odvisen transport askorbinske kisline (Park, 2001).
Askorbinska kislina se torej lahko oksidira Zze =zunaj celice, pri Cemer nastane
dehidroaskorbinska kislina, njena akumulacija v celico pa je dosti hitrejSa od akumulacije
askorbinske kisline (Park, 2001). Dehidroaskorbinska kislina se znotraj celice regenerira
nazaj do askorbinske kisline s pomoc¢jo reduciranega glutationa (Park, 2001), kar vodi do
zmanjSane vsebnosti.

Pri biomasi tretirani z NaCl, kot tudi pri biomasi tretirani z askorbinsko kislino, po
izpostavitvi 100 uM raztopini Cr(VI) nismo opazili znacilnih razlik v akumulaciji Cr(VI) v
primerjavi z netretirano biomaso (slika 7). S statisticno analizo smo to tudi potrdili
(preglednica 4). Ravno tako je bilo pri tretiranih biomasah takoj po dodatku Cr(VI) opaziti
kar 20 % zmanjSanje v metabolni aktivnosti (slika 10), kar kaZe na trenuten vpliv Cr(VI)
na celice. Celice so verjetno energijo usmerjale bolj v samo prezivetje in indukcijo
obrambnih sistemov, kot pa da bi jo porabljale za akumulacijo. Po zac¢etnem Soku je vidna
povecana metabolna aktivnost, ki se je po vrednostih priblizala tisti za netretirano biomaso,
kar kaze, da so celice odgovorile na novo nastalo situacijo s produkcijo energije, ki je
sluzila za indukcijo obrambnih sistemov. Vendar pa so energijske zaloge zadoscale le za
eno uro, saj je po dveh urah inkubacije ze opaziti manjSanje metabolne aktivnosti, zlasti pri
biomasi tretirani z askorbinsko kislino (slika 10).

Izkazalo se je, da je pri manjSih koncentracijah Cr(VI) obstojeci antioksidativni potencial
dalj ¢asa ucinkovit, medtem ko se pri ve¢jih koncentracijah energijske rezerve hitreje
porabijo in regeneracija antioksidativnih obrambnih sistemov tako ni ve¢ mogoca. To
verjetno vodi v oksidativne poSkodbe celi¢nih komponent, kar se je pokazalo v zmanjSanju
metabolne aktivnosti po dveh urah inkubacije pri 100 uM koncentraciji Cr(VI).

Glede na to, da pri 50 uM in zlasti pri 100 uM koncentraciji Cr(VI) nismo opazili znacilnih
razlik v akumulaciji Cr(VI) v primerjavi z netretirano biomaso, obstaja tudi moznost, da se
je po zacetnem delovanju Cr(VI) na celice vklopil drug mehanizem tolerance Cr(VI), ki
vkljucuje ali zmanjSano akumulacijo Cr(VI) v kvasovko (Baldi in sod., 1990; Cervantes in
sod., 2001) ali povec€an iznos iz celic, za kar je zopet potrebna energija (Cervantes in sod.,
2001). Kajti visoke koncentracije kromovih ionov, ki so stalno prisotne v okolju,
spodbudijo razvoj mehanizmov tolerance pri mikroorganizmih. Poleg omenjenih je glavni
mehanizem tolerance bioredukcija toksi¢nega Cr(VI) iona do relativno netoksi¢nega
Cr(III) iona (Losi in sod., 1994). Mikroorganizmi pa se lahko zavarujejo pred toksi¢nimi
ucinki kroma tudi tako, da ga akumulirajo in vezejo v inkluzijska telesca ter ga tako
odstranijo iz medija (Coleman in Paran, 1983). Baldi in sod. (1990) so v svoji raziskavi
pokazali, da kvasovke, ki tolerirajo Cr(VI), ne reducirajo Cr(VI) do Cr(Ill), temvec
toleranca temelji na zmanjSanem vnosu ionov, medtem ko je pri kvasovkah obcutljivih na
krom opaziti povecano akumulacijo Cr(VI).
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5.2 SKLEPI

Delez akumuliranega Cr(VI) v celici:

razlike v akumulaciji Cr(VI) med netretirano biomaso in tretiranima biomasama so
znacilne le v primeru 25 uM raztopine Cr(VI)

najve¢ Cr(VI) se akumulira takoj po dodatku Cr(VI) v kvasno suspenzijo (t = 0)
najvec Cr(VI) akumulira kvasna biomasa tretirana z NaCl

v primeru 50 in 100 pM raztopine Cr(VI) ni opaziti znacilnih razlik v akumulaciji
Cr(VI) med posameznimi biomasami

Metabolna aktivnost celic kvasovke S. cerevisiae:

metabolna aktivnost celic se najbolj zmanjSa takoj po dodatku Cr(VI) v kvasno
suspenzijo (t = 0)

zmanjSanje metabolne aktivnosti je opaziti pri obeh tretiranih biomasah

metabolna aktivnost celic se najbolj zmanjsa pri izpostavitvi celic 100 uM raztopini
Cr(VI)

po eni uri inkubacije se metabolna aktivnost tretiranih biomas rahlo poveca ali
pribliza vrednostim za netretirano biomaso
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6 POVZETEK

Kromove spojine imajo Siroko industrijsko uporabo. V industrijskih odplakah je krom
predvsem v toksi¢ni obliki Cr(VI), zato je njegova odstranitev iz okolja nujna. Mnoge
konvencionalne metode za odstranjevanje Cr(VI) iz odpadnih vod so neucinkovite, drage
in dolgotrajne, zato se njihova uporaba omejuje. Alternativo za ¢iS¢enje odpadnih vod
predstavlja naravni proces akumuliranja Cr(VI) v biomaso. Alge, bakterije, nitaste glive in
kvasovke so se izkazale kot potenciali biosorbenti tezkih kovin. Velike koncentracije
kromovih ionov, ki so stalno prisotne v okolju, pri mikroorganizmih spodbudijo razvoj
razlicnih mehanizmov tolerance: bioredukcijo toksicnega Cr(VI) iona do relativno
netoksi¢nega Cr(IIl) iona, zmanjSano akumulacijo Cr(VI) v celice, povecan iznos kroma iz
celice, precipitacijo. Mikroorganizmi pa se lahko zavarujejo pred toksi¢nimi ucinki kroma
tudi tako, da ga akumulirajo in vezejo v inkluzijska telesca ter ga tako odstranijo iz medija.
Kot vsi aerobni mikroorganizmi, so tudi kvasovke neprestano izpostavljene reaktivnim
kisikovim zvrstem (ROS), ki kot stranski produkt nastajajo med celi¢cnim metabolizmom.
Stresni dejavnik, kot so Cr(VI) ioni, samo Se dodatno pripomore k nastanku ROS. Zato
smo pri poskusu celice kvasovke S. cerevisiae pred izpostavitvijo Cr(VI) lo¢eno tretirali z
NaCl (posledica je indukcija enega najpomembnejSih neencimskih obrambnih sistemov -
glutationa) ali z askorbinsko kislino in jim tako povecali antioksidativni potencial.
Predpostavili smo, da ima tretirana biomasa vecjo sposobnost akumulacije Cr(VI) od
netretirane. I1zvedli smo aerobno submerzno kultivacijo kvasovke S. cerevisiae — ZIM 2155
v tekocem YEPD gojiscu. Na sredini eksponentne faze rasti smo v brozgo dodali ali NaCl
do koncentracije 8 % (w/v) ali askorbinsko kislino do koncentracije 1 mM in inkubirali eno
uro. Sledila je priprava kvasne suspenzije s koncentracijo celic 10° celic/mL v pufru Tris
HCl s pH = 4,0 in dodatek Cr(VI) do razli¢nih koncentracij: 25, 50 in 100 uM Cr(VI). Za
dolocanje koncentracije Cr(VI) smo vzor¢ili takoj po dodatku Cr(VI) v kvasno suspenzijo
(t=0), po eni uri in po dveh urah inkubacije. Vzorce smo centrifugirali in v supernatantih s
plamensko atomsko absorbcijsko spektroskopijo dolocali koncentracijo Cr(VI). Znacilne
razlike v akumulaciji Cr(VI) med posameznimi biomasami smo opazili le v primeru 25 uM
raztopine Cr(VI). Najvecjo stopnjo akumulacije (priblizno 10 % vecjo kot pri netretirani
biomasi) smo opazili pri biomasi tretirani z NaCl. Najve¢ Cr(VI) se je akumuliralo takoj po
dodatku v kvasno suspenzijo (t = 0). V primeru 50 in 100 puM raztopine Cr(VI) nismo
opazili razlik v akumulaciji Cr(VI) med netretirano biomaso in tretiranima biomasama.
Tudi v primeru dolo¢anja metabolne aktivnosti celic smo vzor¢ili enako in dodatno Se pred
dodatkom Cr(VI). Metabolno aktivnost smo dolo¢ali z uporabo barvila resazurin in
merjenjem fluorescence. Pripravili smo kvasno suspenzijo s koncentracijo 9 - 107 celic/mL.
Izkazalo se je, da se je metabolna aktivnost celic najbolj zmanjsala takoj po dodatku
Cr(VI) v kvasno suspenzijo (t = 0). Najvecje zmanjSanje (priblizno 20 % glede na
netretirano biomaso) smo opazili pri obeh tretiranih biomasah po izpostavitvi 100 uM
koncentraciji Cr(VI). Po zacetnem Soku je bila pri vseh treh koncentracijah Cr(VI) vidna
vecja metabolna aktivnost, ki se je po vrednostih priblizala vrednostim za netretirano
biomaso. Vendar pa so energijske zaloge zadoscale le za eno uro, saj smo po dveh urah
inkubacije Ze opazili manjSanje metabolne aktivnosti, posebno pri 50 in 100 uM
koncentraciji Cr(VI). Izkazalo se je, da je pri manjSih koncentracijah Cr(VI) obstojeci
antioksidativni potencial dalj Casa ucinkovit, medtem ko se pri vecjih koncentracijah
energijske rezerve hitreje porabijo in regeneracija antioksidativnih obrambnih sistemov
tako ni ve¢ mogoca.
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PRILOGE

Priloga A1: Meritve opticne gostote (ODgso) med aerobno submerzno kultivacijo kvasovke
Saccharomyces cervisiae — ZIM 2155 na magnetni meSalni plos¢i v inkubatorju (priprava
inokuluma)

Cas (h) ODgso (A) ODgso (B) ODeso % s
0 0,210 0,207 0,209 + 0,002
2 0,241 0,240 0,241 + 0,001
4 0,459 0,483 0,471 £0,017
6 0,844 0,940 0,892 + 0,068
8 1,330 1,433 1,382 + 0,073
9 1,536 1,636 1,586 + 0,071
10 1,743 1,818 1,781 + 0,053
11 1,866 1,880 1,873 +£0,010
12 1,893 1,909 1,901 £ 0,011

Priloga A2: Meritve opticne gostote (ODgso) med aerobno submerzno kultivacijo kvasovke
Saccharomyces cerevisiae — ZIM 2155 na magnetni meSalni plos¢i v inkubatorju
(predposkus glavnega bioprocesa)

Cas (h) ODgso (A) ODgso (B) ODexo 5
0 0,452 0,456 0,454 + 0,003
1 0,570 0,569 0,570 £ 0,001
2 0,731 0,737 0,734 + 0,004
3 0,952 0,956 0,954 + 0,003
4 1,174 1,182 1,178 £ 0,006
5 1,368 1,370 1,369 + 0,001
6 1,555 1,562 1,559 + 0,005
7 1,726 1,722 1,724 + 0,003
8 1,835 1,843 1,839 + 0,006
9 1,857 1,858 1,858 £ 0,001
10 1,866 1,873 1,870 + 0,005
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Priloga B1: Teoreticne in izmerjene vrednosti kontrole (pufer Tris HCl + razli¢ne

koncentracije Cr(VI)) pri dolo¢anju koncentracije Cr(VI) v supernatantih

Teoreti¢na vrednost pufer + Cr(VI)

Izmerjena vrednost

[pmol/L] [mg/L] pufer + Cr(VI) [mg/L] £s
25 1,3 1,33+ 0,00
50 2,6 2,64 +0,03
100 5,2 5,17+ 0,04

Priloga B2: Koncentracija Cr(VI) v supernatantih (Fg) po izpostavitvi posamezne kvasne
biomase 25 pM raztopini Cr(VI) za doloCen cas, izracunana na podlagi povprecne

koncentracije Cr(VI) v supernatantih [mg/L] in dobljenih faktorjev

Cas Kvasna Ceroviy V Fots Fp (%) £s KV (%)
izpostavitve | biomasa supernatantih
Cr(VD (h) [mg/L] s
Bn 1,27 £ 0,01 0,95+ 0,01 100+ 1 1,0
0 Bnaci 1,18+ 0,02 | 0,89+0,01 93+2 2,2
Bak 1,21+£0,02 | 0,91 +0,01 95+ 1 1,1
Bx 1,27 £ 0,01 0,96 + 0,01 100+ 1 1,0
1 Bnaci 1,13+0,04 | 0,85+0,03 89+ 3 3.4
Bak 1,23 +0,02 | 0,93+0,01 97 +2 2,1
Bx 1,29 £ 0,01 0,97 £0,01 100 + 1 1,0
2 Bnaci 1,17 £ 0,01 0,88 £ 0,01 91+ 1 1,1
Bak 1,22 £ 0,01 0,92 +0,01 94 + 1 1,1
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Priloga B3: Koncentracija Cr(VI) v supernatantih (Fg) po izpostavitvi posamezne kvasne
biomase 50 pM raztopini Cr(VI) za doloCen cas, izraCunana na podlagi povprecne

koncentracije Cr(VI) v supernatantih [mg/L] in dobljenih faktorjev

Cas Kvasna Cerv) v Fazxs Fg (%) £s KV (%)
izpostavitve | biomasa supernatantih
Bx 2,64 + 0,08 1,00 + 0,03 100+ 5 5,0
0 BNaci 2,51+0,02 | 0,95+0,01 95+3 3,2
Bax 2,59+0,04 | 0,98=+0,02 98 +4 4,1
Bxn 2,48+0,05 | 0,94+0,02 100 + 3 3,0
1 Bnaci 2,39+ 0,06 | 0,91 +0,02 96 + 3 3.1
Bax 2,63 +0,03 1,00 + 0,01 106 + 3 2,8
Bx 2,62+0,06 | 0,99+0,03 100 + 4 4,0
2 Bnaci 2,48+ 0,08 | 0,94+0,03 95+4 4,2
Bax 2,62+0,05 | 0,99+0,02 100 +3 3,0

Priloga B4: Koncentracija Cr(VI) v supernatantih (Fg) po izpostavitvi posamezne kvasne
biomase 100 puM raztopini Cr(VI) za doloCen ¢as, izracunana na podlagi povprecne

koncentracije Cr(VI) v supernatantih [mg/L] in dobljenih faktorjev

Cas Kvasna Ceroviy V Fots Fp (%) £s KV (%)
izpostavitve | biomasa supernatantih
Cr(VI) (h) [mg/L] +s
Bn 4,97+0,09 | 0,96+ 0,02 100 + 3 3,0
0 Bnaci 4,95+0,05 | 0,96+0,01 99 +2 2,0
Bak 5,23+ 0,06 1,01 £ 0,01 105+3 2,9
Bx 4,94+0,21 | 0,96+0,04 100 + 6 6,0
1 Bnaci 498=+0,11 | 0,96+0,02 101 £5 5,0
Bak 5,26+ 0,10 1,02 + 0,02 106 +5 4,7
Bx 4,93+0,10 | 0,95+0,02 100 + 3 3,0
2 Bnaci 506+0,11 | 0,98+0,02 103 £3 2,9
Bak 5,27 + 0,06 1,02 £ 0,01 107 +3 2,8




Mor¢i¢ T. Uporaba kvasne biomase s pove¢anim antioksidativnim potencialom.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2006

Priloga C1: Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase ob t = 0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru brez dodanega Cr(VI), izrac¢unana na podlagi povprecne fluorescence in
dobljenih faktorjev

Cas Kvasna | F [RFU| s Fcs Fp+s Fe (%) £s | KV (%)
izpostavitve | biomasa
Cr(VI) (h)
By 47227+708,5 | 1,0+0,02 | 1,0+0,03 100 + 4 4,0
0 Bnact | 48872+177,5 | 1,0£0,01 | 1,0+0,01 100 + 3 3,0
Bak 48453 +160,5 | 1,0+0,01 | 1,0+0.,01 100 + 3 3,0
By 56562 +706,4 | 1,20+£0,02 | 1,0+ 0,03 100 + 4 4,0
1 Bl | 51561 £16758 | 1,06 0,04 | 1,0+ 0,05 100 + 5 5,0
Bak | 52189+6142,6 | 1,08+0,03 | 1,0+£0,04 | 100+4 4,0
By 45470 £896,6 | 0,96+0,02 | 1,0+£0,04 | 100+5 5,0
2 Bl | 44965+ 1113,7 [ 0,92+0,02 | 1,0+£0,04 | 100+5 5,0
Bak | 53387 +2082,4 | 1,10+0,04 | 1,0+0,06 | 100+6 6,0

Priloga C2: Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase ob t = 0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru ob izpostavitvi 25 pM koncentraciji Cr(VI), izraCunana na podlagi
povprecne fluorescence in dobljenih faktorjev

Cas Kvasna | F |RFU|+ s Fcts Fp+s Fr (%) £s | KV (%)
izpostavitve | biomasa
Cr(VD (h)
By 49818 + 666,8 | 1,05+0,02 | 1,05+0,03 100 =4 4,0
0 Baci 45509 £921,4 | 0,93+0,02 {0,93 +0,02 89+3 3.4
Bax 45411 +278,6 | 0,94+0,01 {0,94+0,01 90+ 3 3,3
By 49717 £ 1387,3 | 1,05+ 0,03 | 0,88 + 0,03 100+ 5 5,0
1 Buaci 50642 +2846,8 | 1,04 + 0,06 | 0,98 + 0,06 111+8 7,2
Bak 48963 +1521,0 | 1,01 £0,03 | 0,94 + 0,04 107+ 6 5,6
By 45489 £ 411,5 | 0,96 0,02 | 1,00 £ 0,03 100 +4 4,0
2 Buact 44657 £ 623,0 | 0,91 +£0,01 {0,99 0,03 99+4 4,0
Bax 52297 £174,7 | 1,08 £ 0,01 | 0,98 + 0,04 98+ 5 5,1
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Priloga C3: Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase ob t = 0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru ob izpostavitvi 50 pM koncentraciji Cr(VI), izraCunana na podlagi
povprecne fluorescence in dobljenih faktorjev

Cas Kvasna | F [RFU| % s Fezs Fpts Fr (%) s | KV (%)
izpostavitve | biomasa
Cr(VI) (h)
Bn 48813 +716,3 | 1,03+0,02 | 1,03 +0,03 100 =4 4,0
0 Bnaci 44929 + 35829 | 0,92 +0,07 [ 0,92 +0,07 89+ 7 7,9
Bak 43606 +518,3 | 0,90+ 0,01 | 0,90+ 0,01 87+3 3.4
By 48694 + 72,8 | 1,03+0,02 | 0,86+ 0,02 100 £3 3,0
1 Buact 49190 +2361,7 | 1,01 £0,05 [0,95 £ 0,06 110+£7 6,4
Bax 48517 +£1191,5 | 1,00 £ 0,03 0,93 + 0,03 108 £5 4,6
Bn 45479 +1000,6 | 0,96 +0,03 [ 1,00 + 0,04 100 £ 5 5,0
2 Bnaci 46434 +709,2 | 0,95+0,02 |1,03+0,03 103+ 5 4,9
Bak 48590 + 1533 | 1,00+ 0,03 | 0,91 + 0,05 91+6 6,6

Priloga C4: Metabolna aktivnost posamezne kvasne biomase ob t = 0, po 1 hin 2 h
inkubacije v pufru ob izpostavitvi 100 uM koncentraciji Cr(VI), izratunana na podlagi
povprecne fluorescence in dobljenih faktorjev

Cas Kvasna | F [RFU]+ s Fcts Fp+s Fr (%) £s | KV (%)
izpostavitve | biomasa
Cr(VD (h)
By 50098 £ 1140,6 | 1,06 + 0,03 | 1,06 + 0,04 100 +5 5,0
0 Buact 42258 £2444,5 10,86 £0,05] 0,86 £ 0,05 81+5 6,8
Bak 42258 £1088,9 10,87+0,02]0,87+0,02 82+4 4.9
By 47678 £59,4 [1,01 +0,02]0,84 +0,02 100 +£3 3,0
1 Buaci 46117 £1927,6 10,94 +£0,04 0,89 £0,05 106 + 6 5,7
Bak 46473 +£2223,9 [0,96 +0,05|0,89 £ 0,05 106 + 6 6,1
By 43623 +480,1 [0,92+0,02|0,96 £ 0,03 100 +4 4,0
2 Buact 43322 +504,2 [0,89+0,01]0,97+0,03 101 £4 4,0
Bax 46111 +1423,4 {0,95+0,03 0,86 + 0,04 90+ 5 5,6




