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As mercury (Hg) is among the most toxic elements for living cells, contamination with this
metal has been an importaint global concern for decades. As an alternative to chemical
analytical methods used in monitoring of polluted ecosystems lately are being developed
biosensor systems for measuring bioavailable Hg concentrations. One of the significant
targets of mercury in photosynthetic cells is known to be photosystem II (PS II), therefore
bioavailable fraction of Hg in the sample could be detected by changes in photosynthetic
activity. In this work we investigated the photosynthetic response of three algal species,
potential biorecognition elements in PS II based biosensor, to different concentrations of
Hg”". By measuring fluorescence(F) and delayed fluorescence (DF) changes we found out,
that from the three tested species, C. vulgaris turned out to be the most sensitive. Besides,
the measured response was linear in concentration range from 0,8 to 200 ug/l. O. tenuis
showed great sensitivity at concentrations equal to or higher than 66,7 ng/l, while
S. subspicatus turned out to be insensitive to Hg®" concentrations tested. Regarding the
sensitivity of the applied detection methods, we found out that the DF measurements gave
earlier response than measurements of the fluorescence parameters Fy and F,.. In additional
experiment we investigated a possible role of C. vulgaris in Hg*" transformations and
accumulation. Incubation of algal culture in media with 1 ug/l HgCl, showed that the role
of algae in Hg*" reduction was not significant compared to the extent of spontaneously
occuring reaction. In contrary, we observed its role in Hg methylation. After 10 hours of
incubation, 4,78 ng/g of methyl-Hg was detected in algal biomass. The concentration was
more than threefold higher when the incubation time was doubled. In contrary, the
concentration of total Hg in biomass turned out to reduce after longer incubation time,
which could be a consequence of tolerance mechanisms, developed by the algae.
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1 UVOD

Zivo srebro (Hg) je element z atomsko maso 200,59 in spada poleg kadmija in cinka v
II. stransko skupino periodnega sistema. Nahaja se lahko v treh oksidacijskih stanjih: 0, +1
in +2. V naravi je poleg elementarne oblike prisoten tudi v razli¢nih anorganskih (HgS,
HgCl,, ) in organskih (monometilmetil Hg (MeHg), dimetil Hg (DMHg), etil Hg (EtHg),

fenil Hg (Phe Hg)) spojinah. Vse biodostopne oblike so za Zive organizme strupene.

Zivo srebro je globalni onesnaZevalec, ki ga najdemo povsod po svetu v najrazli¢nejsih
ekosistemih. V splosnem velja, da sta tvorba in bioakumulacija metiliranega Zivega srebra
najbolj zgoca okoljevarstvena tezava obmocij, onesnazenih s to tezko kovino. V Sloveniji
je glavni vir emisije zivega srebra v okolje rudnik zivega srebra v Idriji, ki je obratoval ve¢
kot pol tisocletja. Do leta 1995 so iz njega pridobili ve¢ kot 100 000 ton tega elementa,
priblizno 37 000 ton pa ga je uSlo v naravo ter se porazdelilo po bliznjih in tudi bolj
oddaljenih ekosistemih (EUROCAT..., 2003). V njih se preko biogeno in abiogeno
posredovanih reakcij spreminja v razlicne kemijske oblike ter krozi med vodo, tlemi in

atmosfero.

Klasi¢ni pristopi sledenja obremenjenosti razli¢nih ekosistemov z zZivim srebrom obsegajo
predvsem kemijske analizne metode ugotavljanja celokupnega in metilnega zivega srebra v
vzorcih vode, sedimentov ter organizmov razli¢nih trofi¢nih nivojev vodnih in kopenskih
prehranskih verig. V zadnjem ¢asu so se poleg slednjih zacele v ta namen preizkusati tudi
bioloSke metode. Te temeljijo na spremljanju specificnih odzivov organizmov na
fizioloskem ali genetskem nivoju, katerih prednost je zmoznost relativno hitre ocene

koli¢ine biodostopnega, torej organizmom nevarnega zivega srebra.

Med bioloske metode zaznave prisotnosti strupenih snovi v okolju spada med drugim tudi
uporaba biosenzorskih sistemov. To so sistemi za zaznavanje specifi¢nih kemijskih spojin
preko bioloSkega odziva. V splosnem so sestavljeni iz treh delov: obcutljivega bioloskega
elementa, ki je lahko v obliki posamezne molekule (encimi, receptorji, nukleinske kisline,
protitelesa), celicnih organelov ali celotnih zivih celic; detektorja, ki zaznava fizikalni ali
kemijski odziv, nastal kot posledica interakcije molekul taréne spojine z bioloskim
elementom in prevajalnega elementa (transducerja), ki prevaja signal oziroma povezuje
obe prej omenjeni sestavini. Vecina do sedaj opisanih celi¢nih biosenzorskih sistemov za
zivo srebro vsebuje kot bioloski zaznavni element bakterijske celice, medtem ko se

uporaba alg v tovrstnih biosenzorjih Se uveljavlja.
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1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen naloge je bil preizkusiti obcutljivost ter potencialno uporabnost treh sladkovodnih
vrst alg za uporabo v biosenzorskem sistemu za zaznavanje Zivega srebra. Odziv alg na
Hg”" smo merili preko sprememb fotosintetskih parametrov izbranih alg, povezanih s

pojavoma fluorescence klorofila a (F) in zakasnjene fluorescence (ZF) .

Dosedanji poskusi so pokazali relativno veliko obcutljivost alg na kemijske spojine, ki
inhibirajo transport elektronov v fotosistemu II (FS II). Med slednje spada tudi Zivo srebro,
zato smo predpostavili, da bomo z meritvami fluorescence in zakasnjene fluorescence
lahko zaznali prisotnost Hg®" Ze pri relativno nizkih koncentracijah. Nadalje smo
predpostavili, da bomo lahko zaznali razlike med fotosintetskimi odzivi razli¢nih alg na
dodane koncentracije Hg”" in tako ugotovili ob&utljivost posamezne vrste alg. Slednja je
eden kljucnih dejavnikov, ki dolo¢ajo primernost alge za uporabo v biosenzorskem

sistemu.

Znano je, da mnogi mikroorganizmi vplivajo na transformacije razli¢nih tezkih kovin. O
povezavi med algami in nastankom razli¢nih oblik zivega srebra je v znanstveni literaturi
le malo podatkov. V drugem delu naloge smo se zato odlocili raziskati, kakSna je
kolik§ni meri ga akumulirajo v razli¢nih ¢asovnih obdobjih. Predpostavili smo, da bomo
lahko zaznali vpliv alg na speciacijo zivega srebra v gojis¢u ter da bo biomasa alg med

inkubacijo privzela dolocen del celokupnega zivega srebra (Hg-T).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KROZENJE Hg IN VLOGA (MIKRO)ORGANIZMOV PRI NJEGOVIH
PRETVORBAH

Krozenje zivega srebra omogocajo abiogene in biogene reakcije oksidacije in redukcije ter
metilacije in demetilacije, pri katerih najstajajo oblike z razli¢no hlapnostjo, polarnostjo in
nabojem. Omenjene lastnosti dolo¢ajo njihovo porazdelitev med atmosfero, vodo, biotsko
komponento in mineralnimi ter organskimi delci v tleh (slika I).

Biogeokemijsko krozenje zivega srebra v okolju je kompleksno in odvisno od mnogih
fizikalnih, kemijskih in bioloskih dejavnikov, ki vplivajo na lokalno stabilnost posameznih
oblik Hg. V vodnih ekosistemih so klju¢nega pomena redoks potencial, pH in prisotnost
snovi, s katerimi se Hg veze v komplekse (H,S, huminske snovi) (Barkay in sod., 2003;
Hines in sod., 2000).

Hg{ll}‘% Hz®
(CH3):Hg

o
Hgill)<mHg"

CH;Hg w» Cx+Hg®
& He(lh)

(oksiene vode

c’-‘ﬂg
i)

i}

By
DK ESIDATIVHI . i
FROCESI B Ancksiéne vode

in sedimenti

Slika 1: Biogeokemijsko kroZenje Zivega srebra (T. Barkay, 2003). Crne puséice prikazujejo

pretvorbe ali privzem Hg, sive pa njegovo prehajanje med vodo, atmosfero in tlemi.
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Abiotski procesi pretvorb vkljutujejo metilacijo Hg”" (katalizirano s strani huminskih,
fulvinskih ali karboksilnih kislin in metiliranih kositrovih spojin), kemijske in
fotokemijske redoks reakcije (pretvorbe med Hg” in Hg*") ter fotolitsko razgradnjo MeHg
(demetilacijo) (Weber, 1993; Falter, 1999; Sellers in sod., 1996; Cerrati in sod., 1992).

Pomemben prispevek pri krozenju Hg je posledica biotskih procesov. Se posebno dobro

raziskana je vloga mikroorganizmov.

Pri mnogih bakterijah so tako ugotovili sposobnost metilacije Hg*", ki naj bi potekala v
dveh korakih do hlapnega DMHg (Hg(CHj3),). Pri tem procesu je kriticna prva stopnja, ki
je znatno hitrejsa in vodi do nastanka bolj strupenega MeHg (HgCH;"). Mikrobna
metilacija poteka predvsem v anaerobnih re¢nih, estuarijskih, ali morskih sedimentih.
Klju¢no vlogo pri metilaciji v teh ekosistemih pripisujejo bakterijam iz skupine sulfatnih
reducentov (Barkay in sod., 2003).

Druga pot mikrobne pretvorbe Hg* v hlapno obliko, je redukcija, ki jo lahko katalizirajo
mikroorganizmi z encimom Hg-reduktazo (MerA). Poleg slednjega imajo nekateri mikrobi
Se dodaten encim, organo-Hg-liazo (MerB), ki katalizira cepitev vezi Hg-C in tako
omogoca demetilacijo. Poleg zapisov za enega ali oba encima, imajo vse na Hg odporne
bakterije Se zapis za domnevni Hg transporter (MerT) ter regulatorno beljakovino (MerR).
Vsi geni za odpornost so organizirani v mer operonu, ki se lahko nahaja na kromosomu,
plazmidu ali transpozonu. Prepis mer operona inducira prisotnosti zivega srebra v okolju
(Barkay in sod., 2003).

Sposobnosti metilacije in redukcije Hg pa niso opazili le pri bakterijah, temvec tudi pri
nekaterih glivah (Yannai in sod., 1991). Pongraz in Heumann (1997) sta ugotovila, da tudi
nekatere vrste polarnih alg lahko proizvajajo znatne kolicine MeHg in DMHg. Razmerje

med obema zvrstema je bilo specificno za posamezno vrsto alge.
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2.2 VPLIV ZIVEGA SREBRA NA VISJE ORGANIZME IN POMEN OKOLJSKEGA
MONITORINGA

Vse Zivosrebrove spojine so za organizme strupene. U¢inki Zivega srebra so v veliki meri
odvisni od kemijske oblike, v kateri ta element nastopa v okolju, ter od kemijskih in
fizikalnih lastnosti, ki doloCajo sposobnost interakcij doloene oblike s spojinami v
organizmu. Najbolj ¢loveku nevarni obliki sta elementarno (Hg’) in metilno Zivo srebro
(MeHg).

Elementarno Zivo srebro (Hg’) je pri sobni temperaturi v tekodem agregatnem stanju in
tvori hlape brez barve in vonja. Zanj je znacilno, da je dobro topno v nepolarnih topilih in
relativno slabo v polarnih, kar med drugim pomembno vpliva na njegovo porazdelitev v
zivih organizmih in mehanizme toksi¢nosti. Pri ¢loveku prehaja v kri predvsem preko
pljuc, se porazdeli po telesu ter lahko hitro prehaja materni¢no ter krvno-mozgansko
bariero (Hursch, 1985; Berlin, 1986).

Dvovalentna ionska oblika Zivega srebra (Hg”") je kemijsko zelo reaktivna oblika in tvori
vezi z mnogimi organskimi in anorganskimi spojinami. Vzrok za strupenost te oblike
zivega srebra je velika afiniteta do nekaterih bioloSko aktivnih molekul, pri ¢emer so

predvsem pomembne vse, ki vsebujejo —SH in S-S skupine (Baldwin in Marshall, 1999).

Metilacija Hg”", vodi do nastanka organizmom najbolj toksi¢ne oblike Zivega srebra,
CH;Hg" (MeHg). Znadilnost metilirane oblike je velika stabilnost in topnost v lipidih,
zaradi Cesar se akumulira v organizmih v veliko ve¢ji meri kot anorganska oblika. Pojav, ki
je povezan z bioakumulacijo Zivega srebra je biomagnifikacija, oziroma koncentriranje
MeHg v organizmih na posameznih trofi¢nih nivojih prehranskih verig, katerih kon¢ni ¢len
je pogosto tudi ¢lovek. Tako kot pri Hg*', se tudi toksi¢ni u¢inki MeHg povezujejo z
njegovo afiniteto do —SH in S-S skupin celi¢nih beljakovin. Posledica kovalentne vezave
Hg™" s temi skupinami je lahko inaktivacija encimov ali drugih, za celiéno delovanje
pomembnih beljakovin. V primeru sinapti¢nih Zivénih celic je posebno pomembna vezava
na membranske beljakovine, ki ima lahko za posledico spremembo v njeni propustnosti in
povecano izloCanje transmiterja v sinapticno Spranjo, posledica Cesar so nevrotoksi¢ni
u¢inki pri vi§jih organizmih. Zivosrebrove spojine se lahko veZejo tudi na nukleinske

kisline, vplivajo na njihovo sintezo in delujejo mutageno (EC Position paper..., 2001).
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Zaradi dokazane velike strupenosti Zivega srebra je pomembno zagotavljati, da je njegova
koncentracija v okolju ¢im nizja. Slednje Se posebno velja za biodostopne oblike. Poleg
ukrepov zmanjSanja emisij Hg, ki so posledica antropogene dejavnosti, je zelo pomembno
tudi stalno spremljanje Ze obstojecih onesnazenih obmocij. V naravnih ekosistemih namre¢
prihaja do stalnega spreminjanja razmer, ki vplivajo na biogeokemijske transformacije Hg

in tako na koncentracije biodostopnih oblik (Hintelmann in Wilken, 1994).

2.3 KLASICNE ANALITSKE METODE ZA DETEKCIJO ZIVEGA SREBRA

Med opisi klasi¢nih analitskih metod, ki se uporabljajo za zaznavanje in kvantifikacijo
zivega srebra, prevladujejo predvsem razlicice, ki temeljijo na konéni spektrometri¢ni ali

elektrokemijski detekciji.

Med tovrstne metode za detekcijo Zivega srebra, spadajo takSne, ki temeljijo na principih
atomske absorpcijske (Tong, 1978; Gill in Fitzgerald, 1978; Lee in sod., 1989; Horvat,
1996, Emteborg in sod., 1996) (AAS), emisijske (Nojiri in sod., 1986; Carlos de Andrade
in Bueno, 1994; Jamoussi in sod., 1995) (AES) ali fluorescentne (Janjic in Kiurski, 1994;
Cossa in sod., 1995; Liang in sod., 1994; Liang in sod., 1996) (AFS) spektrometrije in so
pogosto sklopljene tudi s katero od kromatografij (HPLC, GC).

V zadnjih letih je bila, predvsem za Studij speciacije Hg, pogosto uporabljena metoda
induktivno sklopljene plazme z masno spektrometrijo (ICP-MS), ki med drugim omogoca

tudi sledenje izotopsko oznacenih zvrsti Hg (Leemakers in sod., 2005).

Omenjene metode se ponasajo z veliko obcutljivostjo in selektivnostjo, vendar so delovno
zahtevne, za njihovo izvajanje pa je potrebna draga oprema, ki v sploSnem ni primerna za

analitiko na terenu.

Alternativa ze omenjenim so elektrokemijske metode, ki pa jih redkeje uporabljajo za
meritve Hg v okoljskih vzorcih (Bontidean in sod., 2004). Mednje spada uporaba ionsko
selektivnih elektrod (Shatkin in sod., 1995) (ISE), razlicne metode z inverznimi (stripping)
tehnikami (Turyan in Mandler, 1993; Wang in Tyan, 1993) ter nekatere druge.
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2.4 BIOSENZORSKE METODE ZA DETEKCIJO TEZKIH KOVIN

Potreba po selektivnih in obcutljivih metodah, ki bi bile hkrati tudi hitre in poceni ter
primerne za okoljski monitoring, je privedla do prvih poskusov razvoja biosenzorskih

sistemov za zaznavanje tezkih kovin.

Ena najpogosteje navedenih prednosti biosenzorskih pred klasiénimi metodami za
detekcijo tezkih kovin, je zmoZnost neposredne zaznave biodostopne frakcije Zivega
srebra. V nasprotju s kompleksiranimi in tako nedostopnimi kovinskimi ioni, se namre¢ za
organizme dostopne oblike lahko vezejo na prepoznavno molekulo biosenzorja in sprozijo
odziv (Castillo in sod., 2004).

2.4.1 Beljakovinski biosenzorji

V literaturi je opisano mnogo razli¢nih biosenzorjev, ki za zaznavanje ionov tezkih kovin
neposredno izkoriScajo specificno reakcijo med izolirano beljakovino ter kovinskimi ioni.
Kot bioprepoznavni elementi so bili Ze uporabljeni encimi (Zhylyak in sod., 1995;
Preininger in Wolfbeis, 1996; Shekovtsova in sod., 1994), apoencimi (Satoh in sod., 1989,
1990, 1992), metalotionini (Bontidean in sod., 2000), fitokelatini (Hilpert in sod, 1989;
Bontidean in sod., 2003), protitelesa (Khosraviani in sod., 1998) ter celice v celoti
(Roberto in sod., 2002; Roda in sod., 2001; Ivask in sod., 2002). Slednji so bili sklopljeni z
amperometricnimi (Preininger in Wolfbeis, 1996), konduktometri¢nimi (Zhylyak in sod.,
1995), optiénimi (Durieau in Tran-Minh, 2002) in drugimi prevodnimi elementi
(transducerji). Nekaj predstavnikov tovrstnih senzorjev in njihovih lastnosti je navedenih v
Preglednici 1 (Castillo in sod., 2004).

Za zaznavanje zivega srebra so Bontidean in sod. (2000) kot bioloski del senzorjev
uporabili cianobakterijske metalotionine (SmtA) in Hg*" vezavno regulatorno beljakovino
MerR, ki sicer sodeluje pri izraZzanju bakterijskih genov odpornosti na zZivo srebro. Oba
tipa beljakovin so imobilizirali na povrSino zlate elektrode in merili spremembe v
kapacitivnosti ob vezavi kovinskih ionov. Na enakem pricipu zaznavanja kovinskih ionov
temelji tudi biosenzor z imobiliziranimi fitokelatinskimi peptidi, ki so ga pripravili
Bontidean in sod. (2003).
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Mnogi od opisanih beljakovinskih biosenzorjev dosegajo precejsnjo obcutljivost, vendar pa
razen senzorja z regulatorno beljakovino MerR, nobeden od njih ni specificen le za
kovinske ione enega elementa. ReSitev te pomankljivosti bi morda lahko bila uporaba
kombinacije odzivov, nastalih pri vzporednih meritvah z ve¢ razlicnimi senzorskimi
sistemi. Tovrstne meritve koncentracije posameznih kovinskih ionov v kompleksnih

vzorcih je trenutno Se v fazi preizkuSanja (Bontidean in sod., 2003).

Preglednica 1: Pregled nekaterih beljakovinskih biosenzorjev za zaznavanje tezkih kovin

(Castillo in sod., 2004). Z debelim tiskom so oznaceni biosenzorji za Zivo srebro.

D Taréni Razpon
. . Prevajalni element o . Wi
Bioprepoznavni element ftormedieD) kovinski linearnega Ire
ioni odziva
Hg™* 1-50 pM
Cu* 2-100 uM Sholvak i
ak in
Encim ureaza konduktometri¢ni cd* 5-200 uM vy
" sod., 1995
Pb 20-500 uM
Co™" 10-500 uM
Cu? 22-39 uM .
Ho?* 3.95.6 UM Preininger in
ureaza ampermetricni g2+ S Wolfbeis,
Zn 2,8-3,9 mM
2t 1996
Pb 5,6-19,6 mM
hrenova . - Shekovtsova
. spektrofotometriéni Hg 5,6-5000 mM .
peroksidaza in sod., 1994
) Alkalna o Co™ 0,1-10 pM Satoh in sod.,
Apoencim spektrofotometri¢ni ”
fosfataza Zn 1-200 uM 1989, 1992
Askorbatna L e Satoh in sod.,
. amperometricni Cu 0,5-2 uM
oksidaza 1990
. ) UV- . Hilpert in sod,
Peptid Apofitokelatin . Cd 55,6-333,6 uM
spektrofotometriéni 1989
Glutati UV Cd  sseddagum pertinsod
utation 5V~ )
spektrofotometri¢ni H 1989
Protitelo proti Kh .
osraviani in
Protitelo Cd-EDTA spektrofotometri¢ni cd* 0,5-111 uM

kompleksu

sod., 1998
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2.4.2 Celic¢ni biosenzorji

Celi¢ni biosenzorji kot prepoznavne elemente vsebujejo celice razlicnih mikroorganizmov.
Najpogosteje opisani biosenzorji za zaznavanje tezkih kovin vsebujejo kot prepoznavne
elemente bakterijske celice, opisani pa so bili tudi Ze primeri uporabe kvasovk (Lehmann
in sod., 2000), alg (Pandard in sod., 1993) in liSajev (Ramos in sod., 1993).

Prednosti uporabe celotnih celic v primerjavi z drugimi bioprepoznavnimi elementi je
predvsem manjSa obcutljivost na merilne pogoje, saj so encimi in druge celiCne
komponente v naravnem okolju. Poleg tega lahko v celi¢nih biosenzorjih potekajo
sklopljene vecstopenjske reakcije, saj so razlicni encimi ter reaktanti ustrezno blizu ter

lo¢eni od okolja.

Slabost celi¢nih biosenzorjev je v mnogih primerih relativno nizka stopnja selektivnosti,
kar bolj ali manj uspesno resuje gensko prilagajane tarénih sevov mikroorganizmov, ki so

namenjeni uporabi v biosenzorskih sistemih (Castillo in sod., 2004).

2.4.2.1 Bakterijski biosenzorji

Za zaznavanje ionov tezkih kovin, med drugim tudi Zivega srebra, je bilo pripravljenih
precejSnje Stevilo biosenzorjev z rekombinantnimi bakterijskimi sevi, ki se med seboj
razlikujejo po specifiCnosti in obcutljivosti (Preglednica 2). Specificen odziv na molekule
tezkih kovin je dosezen s fuzijo promotorja, obc¢utljivega na prisotnost tar¢ne kovine, z
vneSenimi reporterskimi geni. Ob aktivaciji promotorja pride do izraZanja reporterskih
genov, pri cemer nastanejo beljakovine, ki posredno ali neposredno omogocijo nastanek
zaznavnega signala, sorazmernega koncentraciji tar¢nih ionov. Pogosto uporabljeni
reporterski geni kodirajo encime, ki v ustreznih pogojih proizvedejo bioluminiscentni
signal, luciferaze (lux, luc), ali B-galaktozidaze, katerih aktivnost je mogoce zaznati
luminometri¢no ali kolorimetricno. Od neencimskih reporterskih molekul je najbolj znan
zeleni fluorescentni protein (GFP), ki vsebuje kovalentno vezan fluorofor in zato ne

potrebuje kofaktorjev ali substratov za oddajanje signala.
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Preglednica 2: Nekateri biosenzorji za tezke kovine z gensko spremenjenimi bakterijami
(Castillo in sod., 2004). Z debelim tiskom so oznaceni biosenzorji za Zivo srebro.
Promotor/ Vrsta gensko Tar¢ni Razpon Metoda zaznavanja .
eporterski gen spremenjene kovinski linearnega sionala Viri
P & bakterije ioni odziva &
Esherichia Roberto in sod.,
arsR46/gfp As™ nM-uM fluorescenéna oberio TS0
coli 2002
Esherichia R than i
arsR773/lacZ As®', Sb** puM-mM kemiluminiscencna amantian in
coli sod., 1998
Pseudomonas - . o . Flyn in sod.,
Ars/luc As fM-uM bioluminiscen¢na
fluorescens 2002
Streptococcus. cd*, Pb*, Tauriainen i
cad/luc P - 10 nM-10 uyM bioluminiscen¢na auriamen 1
aureus Sb sod., 1998
Ralstonia. CrO%, . o . Ivask in sod.,
chrB/luc . 5 33-330 nM bioluminiscen¢na
metallidurans Cr,0, 2002
Ralstonia. ) . . Tib i
cnrYXH/luxCDABE , Ni*", Co* 0,1-60 uM bioluminiscen¢na Dazarva i
metallidurans sod., 2001
Ralstonia. ” ) .. . Leth in sod.,
copSRA/luxCDABE ) Cu 9-400pM bioluminiscen¢na
metallidurans 2002
Esherichia - X . . Roda in sod.,
mer/luc . Hg 0,016-167 nM  bioluminiscen¢na
coli 2001
Ralstonia. Corbisier i
pbr/luxCDABE i Pb*" mM bioluminiscen¢na orvisierin
metallidurans sod., 1999
Esherichia Zn*, ) L Ivask in sod.,
zntR/luc . 2 on 24 nM-pM bioluminiscen¢na
coli Cd™" Hg 2002
Esherichia . Biran in sod.,
zntd/lacZ . cd* 0-10uM elektrokemi¢na Hen s
coli 2000
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2.4.2.2 Biosenzorji na osnovi fotosistema II

Poleg bakterijskih v skupino celi¢nih biosenzorjev spadajo tudi takSni, katerih
bioprepoznavne elemente predstavljajo fotosintetsko aktivne celice alg ali cianobakterij.
Tovrstni biosenzorji koncentracijo tarénih molekul v sploSnem zaznavajo preko sledenja

njihovega vpliva na fotosintetsko aktivnost organizmov.

Fotosistem II (FS 1II) je kompleks beljakovinskih, pigmentnih ter nekaterih drugih
organskih molekul, ki sestavlja prvi del fotosintetske verige oksigenih fototrofnih
organizmov. Omogoca prenos elektronov iz molekule vode do molekul plastokinona (PQ),
od koder preko kompleksa citokrom bg f potujejo naprej na reakcijski center fotosistema I
(slika 2). Prenos elektronov po fotosintetski verigi je sklopljen z ¢rpanjem protonov v
lumen kloroplasta, nastali elektrokemijski gradient pa predstavlja vir energije za sintezo
molekul ATP. Tako kot ostali elementi fotosintetskega aparata, se tudi FS II nahaja pri
evkariontih v kloroplastih, pri cianobakterijah pa na citoplazmatskih fotosintetskih

membranah.

Cepitev vode in sproscanje kisika poteka na posebnem kataliticnem kompleksu (OEC,
angl. oxygen evolving complex), tesno povezanim s FS II. V cikli¢ni Stiristopenjski
reakciji (S;-S4), pri kateri imajo kljuéno vlogo manganovi ioni, se elektroni posamicno
prenesejo od reakcijskega centra (molekula klorofila a z absorbcijskim maksimumom pri

valovni dolzini 680 nm), preko feofitina na kinonske prenasalce (Qa, Q).

Znano je, da FS II veZe nekatere skupine herbicidov, tezkih kovin in nekaterih drugih
kemic¢nih spojin, ki nato vplivajo na njegovo delovanje. Slednje omogoca uporabo
fotosintetskih  organizmov ali izoliranih kloroplastov v biosenzorskih sistemih.
Koncentracije biodostopnega deleza strupenih snovi, predvsem herbicidov, so tako Ze
dolocali z elektrokemi¢nimi meritvami nastajajoCega kisika, ali z meritvami fluorescence
klorofila (Pandard in sod., 1993; Campanella in sod., 2000).
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2.5 POJAV FLUORESCENCE KLOROFILA IN MERITVE UCINKOVITOSTI
FOTOSISTEMA 11 Z METODO PAM FLUORIMETRIJE

Energija, ki se absorbira v fotosintetskih membranah, se sproSca na tri naine. Vecina se
uporabi v fotosintezi, del se odda v obliki toplote, priblizno 1-2 % pa se izseva v obliki
svetlobnih fotonov ob vracanju elektronov klorofila a iz vzbujenega nazaj v osnovno stanje —
ta pojav imenujemo fluorescenca. Glavni izvor fluorescence je fotosistem II oziroma

pripadajoci antenski kompleks (Schreiber in sod., 1994).

Ko se svetloba absorbira v antenskem kompleksu fotosistema II, se ekscitacija preko
resonanc¢nega prenosa energije prenese na reakcijski center FS II. V primeru, da je kinon Qa
oksidiran, lahko pride do locitve naboja in prenosa elektronov — pravimo, da je reakcijski
center odprt in elektroni lahko stecejo po fotosintetski verigi. V primeru, da je Qa reduciran
(Qa), ne more priti do locitve nabojev (zaprt reakcijski center), energija pa se preko
klorofilnih molekul v antenskem kompleksu izseva kot fluorescenca. Te lastnosti fotosistema
IT lahko izkoristimo za meritve njegove uinkovitosti z metodo fluorometrije PAM (PAM,

ang. pulse amplitude modulation):

- pri rastlinah, ki so adaptirane na temo in v fotosintetski verigi nimajo elektronov, je
vecina reakcijskih centrov odprtih in lahko izmerimo minimalno fluorescenco, Fy

- po osvetlitvi rastlin z mo¢nim pulzom svetlobe so fotosintetske verige zasiCene z
elektroni, zato je vecina reakcijskih centrov zaprtih in lahko izmerimo maksimalno

fluorescenco, Fi,.

Razliko med Fy in F,, imenujemo variabilna fluorescenca Fy. Razmerje Fy/F,, predstavlja
potencialno fotokemi¢no ucinkovitost fotosistema II. ZmanjSanje tega parametra kaze na
poskodbe ustreznega deleza reakcijskih centrov (Schreiber in sod., 1995).
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2.6 POJAV ZAKASNJENE FLUORESCENCE IN MEHANIZEM NJEGOVEGA
NASTANKA

Zakasnjena fluorescenca (ali zakasnjena luminiscenca) je pojav dolgozive svetlobne emisije
po kratkotrajni osvetlitvi rastlin in cianobakterij (Strehler in Arnold, 1951). Spektralna
sestava svetlobe pri zakasnjeni fluorescenci se ujema s sevalnim spektrom klorofila a
(Arnold in Davidson 1954; Van Wijk s sod., 1999; Hideg s sod., 1990) z mocnejSim vrhom
pri 690 in SibkejSim pri 730 nm.

Medtem ko obicajno fluorescenco zaznamo v nanosekundnem casovnem obmocdju,
zakasnjena fluorescenca predstavlja emisijo v milisekundnem do sekundnem casovnem
obmocju. Jakost zakasnjene fluorescence je zelo majhna in zato zahteva uporabo primerne

fotopomnozevalke za detekcijo svetlobe (Mieg s sod., 1992).

Vzrok za nastanek zakasnjene fluorescence je v povratnih redoks reakcijah znotraj
fotosistema II (slika 2). Med osvetlitvijo kloroplastov pride na FS II namre¢ do loCitve
naboja, pri ¢emer je pozitivni naboj zbran na kisikovem kompleksu (OEC), negativni pa na

kinonskih prenasalcih Q4 in Qp, od koder se prenese naprej po fotosintetski verigi.

Po koncu osvetljevanja se dolocen del elektronov nahaja na prenasalcih med PS II in PS L.
Ker reakcijski center PS I zaradi odsotnosti svetlobe ne more biti ve¢ vzbujen, pride pred
drugim delom fotosintetske verige do blokade elektronskega transporta ter prerazporeditve
naboja na razpolozljivih prenaSalcih. Povecanje koncentracije reduciranih plastokinonov
vodi do nastanka povratnega toka elektronov do kinonskih prenaSalcev Qg in Q4. Slednja
lahko ob sklopitvi s kisikovimi kompleksi PS II nanj preneseta energijo, kar omogoca
ponovno vzbujenje reakcijskih centrov. Ob vracanju iz vzbujenega v osnovno stanje pride do
fluorescence, ki jo v tem primeru imenujemo zakasnjena fluorescenca (Jursinic, 1986;
Rutherford in Inoue, 1984; Robinson in Crofts, 1983).
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= Obicajno prevladujoi tok elektronoy STROMA
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Reverznitok elektronoy (vzrok za nastanek ZF)

FOTOSISTEMII

Slika 2: Shematski prikaz fotosintetske verige in toka elektronov pri zakasnjeni fluorescenci.
(Joly, 2004)

Relaksacijska kinetika zakasnjene fluorescence se dobro ujema s hiperboli¢no krivuljo:
1(O=1/(t-t0)",

kjer predstavlja / jakost izsevane svetlobe, ¢ je Cas po osvetlitvi rastline, /o, f) in m pa so
parametri krivulje (Ho s sod., 1998; Scordino s sod., 1996). V nekaterih primerih so
ugotovili, da hiperboli¢ni kinetiki v prvih nekaj sekundah sledi bolj ali manj izrazen vrh
(Milani in sod., 2003; Zrimec in sod., 2005). Sprememba oblike kineti¢ne krivulje ob
prisotnosti snovi, ki vplivajo na fotosintetske reakcije, lahko pokaZe mesto delovanja te
snovi na fotosistemu posamezne vrste alge (Prokowski in sod., 1993).
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3 MATERIALI IN METODE

Laboratorijsko delo je zajemalo dva dela (slika 3). V prvem delu smo merili fotosintetski
odziv na Hg”" pri treh razli¢nih algah, pri &emer smo ugotavljali primernost posamezne vrste
za uporabo v biosenzorju ter primerjali obcutljivost metod zakasnjene fluorescence in
meritev fluorescen¢nih parametrov (Fy in Fy,). V drugem delu smo ugotavljali vpliv alge
C. vulgaris na pretvorbe Hg v gojis¢u. Natan¢nejSo shemo postopkov tega dela prikazuje
slika 8.

Alge < Hg
| |
FOTOSINTETSKI Vpliv alg na
ety . PRETVORBE
alg na Hg™% Hg™ v gojiscu:
| | | |
Kratkotrajna (15min) Dolgotrajna (10h)
izpostavitev izpostavitev 10-urna inkubacija 20-urna inkubacija
0,8-200 pg/l Hg** 1pg/l Hg™ C. vulgaris s Hg"" C. vulgaris s Hg*"
S. subspicatus, (1pg/h) (Ipg/)
O. tenuis, C. vulgaris C. vulgaris
Meritve: Meritve: Analiza: Analiza:
- fluorescence - fluorescence - Hg0 (zrak) - Hg” (zrak)
- zakasnjene - zakasnjene - MeHg (alge,gojisce) - MeHg (alge,gojisce)
fluorescence fluorescence - Hg-T (alge,gojisce) - Hg-T (alge,gojisce)

Slika 3 : Shematski prikaz poteka poskusov in analiz.
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3.1 GOJENJE ALG

Laboratorijske kulture sladkovodnih alg Chlorella vulgaris (sev: CCAP 211/11 B),
Scenedesmus subspicatus (sev: CCAP 276/22) in Oscillatoria tenuis (sev: CCAP 1459/4)
smo nacepili v sterilizirano mineralno gojis¢e (ISO 8692..., 2004), pripravljeno z
deionizirano (MilliQ) vodo (sestava v preglednici 3). Steklenice, v katerih je bilo
pripravljeno gojis¢e, smo ocistili s 5% raztopino KMnO,4 v 0,5 M H;SO,, da bi odstranili
kakrSnokoli obliko Zivega srebra, ki bi lahko predstavljala kontaminacijo pri kasnejsih
meritvah. Z avtoklaviranjem smo zagotovili sterilnost oziroma preprecili morebitne okuzbe

kultur z drugimi mikroorganizmi in virusi.

Preglednica 3: Sestava in nalin sterilizacije gojis¢a za sladkovodne alge Chlorella vulgaris,
Scenedesmus subspicatus in Oscillatoria tenuis. Ustrezne koncentracije hranil v gojiscu smo
dosegli s pripravo koncentriranih zaloznih raztopin, ki smo jih nato zmeSali v pravih

razmerjih in razred¢ili do kon¢ne koncentracije v gojiscu.

ZaloZna . Koncentracija v Nacin
Sestavina:
raztopina: gojiscu: sterilizacije:
1 NH,CI 15 mg/1 avtoklaviranje
MgCl,.6H,O 12 mg/1
CaCl,.2H,0 18 mg/1
MgSO,.7H,0O 15 mg/1
KH,PO, 1,6 mg/1
2 FeCl,.6H,O 64 pg/1 avtoklaviranje
Na,EDTA.2H,0 100 pg/1
3 H,BO, 185 pg/1 avtoklaviranje
MnCL.4H,0 415 pg/1
ZnCl, 3 g/l
CoCl,.6H,0O 1,5 pg/l
CuCl,.2H,0 0,01 pg/1
Na,MoO,.2H,0 7 ug/l
4 NaHCO, 50 mg/1 filtracija
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Alge so rastle v inkubatorju pri definiranih pogojih osvetlitve: 12 ur hladna fluorescentna
svetloba (35 pmol fotonov m™ s™), 12 ur tema. Temperatura gojis¢a je bila 21 + 1°C. Za
poskuse smo uporabili alge v pozni eksponentni fazi (ve¢inoma 6-10 dni od nacepitve,

odvisno od hitrosti rasti posamezne vrste ter Casovnega obsega eksperimenta).

32 MERITVE TAKOIJSNJEGA FOTOSINTETSKEGA ODZIVA ALG OB
IZPOSTAVITVI Hg**

V prvi fazi smo z vrsto C. vulgaris naredili preliminarni test fotosintetskega odziva na dve
visji koncentraciji Hg*" (v obliki HgCl,) v $irSem razponu, 200 pg/l (1uM) in 20 pg/l
(0,1 uM). Na ta nacin smo dobili informacije o tem, v kak§nem koncentracijskem obmocju je
smiselno pripraviti redC¢itveno vrsto ter o optimalnih Casih in jakostih osvetlitve ter ¢asu

temne adaptacije pred meritvami.

V naslednji fazi smo preiskusili odziv s celotno red¢itveno vrsto. Prvi¢ smo uporabili - enako
kot v predposkusu - kulturo alg C. vulgaris, v drugi seriji poskusov pa smo poleg slednje
preizkusili Se odziv pri vrstah O. fenuis in S. subspicatus. Primerne gostote kultur alg smo

dolo¢ili s predhodnimi poskusnimi meritvami fluorescence.

V plasti¢nih kivetah smo pripravili raztopine padajoc¢ih koncentracij HgCl, (geometri¢na
redCitvena vrsta s faktorjem 3) ter Cisto deionizirano vodo, ki je sluzila kot negativna
kontrola. Pred zaCetkom meritev smo v 800 pl kulture alg dodali 200 ul posamezne raztopine
HgCl, oziroma deionizirane vode tako, da so bile kon¢ne koncentracije Hg”" v kivetah:
200 pg/l; 66,7 pg/l ; 22,2 pg/l; 7,4 pg/l; 2,5 pg/l; 0,8 pg/l in 0 pg/l. Tako pred meritvami
zakasnjene fluorescence kot fluorescence smo kivete z algami v raztopinah razli¢nih

koncentracij Hg”" adaptirali na temo.

Meritve zakasnjene fluorescence smo izvedli v luminometru (IFB, Slovenija), sestavljenem
iz treh klju¢nih delov: komponente za osvetlitev, ki je vir fotonov za fotoekscitacijo
(vzbujanje fotosistemov); termostatirane komore za kiveto z vzorcem ter svetlobnega
detektorja. Kot vir osvetlitve smo uporabili 20 W halogensko zarnico. Komora za vzor¢ne
kivete je bila med merjenjem regulirana na temperaturo 20 + 0,1°C. Za detekcijo izsevanih
fotonov, smo uporabili na rdeco svetlobo obcutljivo fotopomnozevalko (PerkinElmer CPM
Channel Photomultiplier C 1353 P), sledilo je preoblikovanje signala in zajem podatkov z
merilno kartico (National Instruments DAQPad-6016) (Zrimec in sod., 2005).
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Pred vsako meritvijo zakasnjene fluorescence smo izmerili signal ozadja, ki smo ga na koncu

odsteli od izmerjene vrednosti zakasnjene fluorescence.

Kivete z vzorci smo po adaptaciji na temo v luminometru najprej osvetlili za 3 sekunde s
fotosintetsko aktivno svetlobo (PAR) valovne dolZine 450 nm in intenzitete 60 pmol m™s™,
nato smo spremljali upadanje signala 0,02-60 sekund po osvetlitvenem pulzu z
integracijskim ¢asom 100 milisekund (Drinovec in sod., 2004). Integracijski Cas je Cas, v
katerem detektor zbira fotonske signale, ki jih nato pretvori v enoten signal. Na krivulji je ta

predstavljen kot posamezna tocka. Shematski prikaz postopka prikazuje slika 4.

Jakost zakasnjene fluorescence predstavlja Stevilo zaznanih fotonov v dolo¢enem casu
oziroma povrsino pod relaksacijsko krivuljo. Izracunali smo jo kot vsoto fotonov, zaznanih v

¢asu med 0,02 s in 1,02 s po osvetlitvi vzorca.
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Slika 4: Shematski prikaz postopka merjenja zakasnjene fluorescence in hiperboli¢ne krivulje Stevila
izmerjenih fotonov v odvisnosti od Casa. Posamezna tocka grafa predstavlja Stevilo fotonov,
izmerjenih v intervalu 100 milisekund (integracijskem c¢asu). Jakost zakasnjene fluorescence
predstavlja ploscino pod krivuljo (Stevilo zaznanih fotonov v doloCenem cCasu, v naSem primeru v

prvi sekundi).
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Fluorescenco klorofila alg po dodatku Hg*" smo izmerili s fluorimetrom PAM (OS5-FL,
Opti-Sciences) po navodilih proizvajalca pri sobni temperaturi. Po adaptaciji alg na temo
fluorimeter pri Sibki osvetlitvi najprej izmeri bazi¢ni nivo fluorescence (Fp). Sledi
osvetlitev vzorcev z vzbujevalno svetlobo velike jakosti (A = 400-690 nm), s ¢imer
dosezemo nasicenje veCine fotosintetskih centrov ter meritev maksimuma fluorescence
(Fm) (slika 5).
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Slika 5: Shematski prikaz meritev fluorescen¢nih parametrov Fy in F,.

Celoten postopek inkubacije s Hg in meritev smo izvedli v $tirih ponovitvah.
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Iz rezultatov posameznih ponovitev smo izraCunali aritmeticno sredino ter vzor¢ni
standardni odklon od povprec¢ne vrednosti. Domneve o razlikah med aritmeti¢nimi sredinami
posameznih vzorcev smo preverili s ¢-testom.

t-statistike so bile izracunane po formuli, ki ne predpostavlja enakosti vzorénih varianc:

(Xl _)?2)_50 (1)

v kateri x; in X, predstavljata aritmeti¢ni sredini vzorcev; dp razliko povprecij v nicelni
. v . 2. 2 . . . . . . .
domnevi (v nasem primeru enaka 0), s;” in s,” vzor¢ni varianci, n; in np pa velikosti vzorcev.

Vse domneve smo preverjali pri stopnji znacilnosti a = 0,05.

Izracune obeh opisnih statistik in t-test smo naredili v programu Microsoft Office Excel
2003.
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3.3 ANALIZA VPLIVA ALGE VRSTE C. vulgaris NA PRETVORBE ZIVEGA SREBRA
V GOJISCU

3.3.1 Preliminarni poskus

Ker tovrstni poskus Se ni bil opisan v literaturi, postopki analize pa so ¢asovno in cenovno
zahtevni, smo se odloc€ili pred ve¢jim poskusom priblizno oceniti koli¢ine razli¢nih zvrsti
7ivega srebra, ki nastanejo po vecurni inkubaciji alg s Hg”™ (v obliki HgCly). Dobljene

informacije so nam koristile za kasnejSo prilagoditev sistema in optimizacijo meritev.

Sistem za inkubacijo alg s Hg”" je bil v preliminarnem poskusu sestavljen iz 500 ml
steklenice s 6 dni staro kulturo C. vulgaris, v katero sta bili skozi pokrov napeljani teflonski
cevki za prepihovanje z zrakom (slika 6). Tega je iz vhodne smeri poganjala ¢rpalka, pretok
pa smo naravnali z manometrom, tako da je bil zracni tlak v cevkah 65 mmHg. Na izhodu iz
gojis¢a smo na teflonsko cevko pritrdili zaporedno dve zlati pasti. Na slednjih se preko
procesa amalgamacije ujame nastali plinasti Hg" (deamalgamacijo oziroma spro$tanja
ujetega Hg’ nato kontrolirano doseZemo s segrevanjem pasti na 500-600°C tik pred
meritvami (Fitzgerald in Gill, 1979)). Tudi pred vhodom v gojis¢e, za manometrom in
¢rpalko, smo namestili zlato past, v tem primeru z namenom preprecevanja kontaminacije

preko vhodnega zraka.

Pred dodatkom Hg*" (v obliki HgCl, ) v gojis¢e smo tega eno uro prepihovali, da bi preverili
ali tudi samo po sebi predstavlja vir Hg. Prav tako smo s prepihovanjem preverili manometer

in ¢rpalko.

V drugi fazi smo v gojis¢e z algami dodali Hg*" tako, da je bila konéna koncentracija v
gojiscu lug/l ter sistem prepihovali vsega skupaj 20 ur, pri ¢emer smo zlate pasti na izhodu
iz gojis¢a menjavali na priblizno 2 uri. Po odvzemu in analizi zadnjih zlatih pasti smo
gojisce z algami prefiltrirali ter vzorce alg in gojiS€a pripravili za analize celokupnega
(Hg-T) in metilnega (MeHg) Zivega srebra po postopkih, ki so opisani v poglavjih 3.3.4 do
3.3.6.
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Slika 6: Sistem za inkubacijo C. vulgaris s Hg*". Vhodna zlata past je sluzila prepre¢evanju vnosa
Hg" iz okoljskega zraka oziroma &rpalke v gojisée. Na izhodni zlati pasti smo lovili Hg’, ki je
nastal z redukcijo v gojiscu.

3.3.2. Postavitev sistema za spremljanje pretvorb Zivega srebra

V nadaljnjih dveh poskusih je bila postavitev sistema enaka kot v preliminarnem poskusu, le
da so bile celice C. vulgaris nacepljene paralelno v dve enolitrski steklenici, poleg tega pa
smo kot kontrolo abiotskih reakcij transformacij Zivega srebra uporabili Se tretjo steklenico s
samim gojid¢em (slika 7). V vse tri steklenice smo sogasno dodali Hg*" do koncentracije

1 pg/l ter zagotovili, da so bile ves Cas inkubacije izpostavljene enakim razmeram.

V prvem poskusu smo alge izpostavili Hg*" enako kot v preliminarnem poskusu za priblizno
20 ur. Zlate pasti smo menjavali ter analizirali koli¢ino ujetega Hg” (po postopku v poglavju

3.3.1) prvih 8 ur na priblizno dve uri, zadnje pasti pa smo pustili preko noci (11 ur).

V naslednji seriji je poskus potekal po enakem postopku, le da smo alge izpostavili Hg*" le
za priblizno 10 ur. Dodatno smo poleg treh steklenic, namenjenih meritvam speciacije zivega
srebra, pri enakih pogojih inkubirali Se dve steklenici z algami (od katerih je ena
predstavljala negativno kontrolo brez Hg”'- za so¢asno spremljanje fotosintetskega odziva na
dodani Hg”").



Vodovnik M. Razvoj bioloskega senzorskega sistema za zaznavanje Zivega srebra v vodi. 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006

Na koncu smo Zeleli preveriti $e, kaken je potencialni vpliv gojii¢a na pretvorbo Hg*" v Hg"
v primerjavi z deionizirano vodo(Milli Q) in filtrirano vodo iz Idrijce, zato smo v treh
steklenicah soGasno dodali enako koligino Hg”" kot pri prej$njih poskusih ter na zlate pasti

8 ur po enakem postopku lovili nastali Hg’.

Izhodne zlate pasti
”~ —_—

e

e .
- -

prvem poskusu. V drugem poskusu je bila postavitev enaka, le da smo dodali $¢ eno dodatno
gojis¢e z algami in eno kontrolno, ki sta sluzili za so¢asne meritve fotosintetskega odziva.

Kljuéne korake celotnega poskusa in analize Zivosrebrovih zvrsti, nastalih v gojis¢ih z

algami oziroma kontrolnih gojiscih, prikazuje slika 8.
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_____ 2 A !

24

Razkroj s kislinami,
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|

|

Ekstrakcija MeHg v
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|

Merjenje Hg-T
na sistemu AAS HP

Ekstrakcija MeHg v
organsko topilo

h

Merjenje MeHg po
metodi etilacije/
GC/ AFS HP

Merjenje MeHg po
metodi etilacije/
GC/ AFS HP

Hg (organ.)>
[Hg (anorgan)

s HCl + KBr + UV

Merjenje Hg-T
na sistemu AAS HP

Slika 8: Shema klju¢nih korakov priprave vzorcev in meritev razli¢nih zvrsti Hg,
nastalih pri inkubaciji C. vulgaris in v kontrolnih gojis¢ih s HgCl,.
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3.3.3 Analiza nastalega Hg0 z atomsko fluorescen¢no spektrometrijo hladnih par
(AFS HP)

Nastali Hg ki se je med prepihovanjem gojis¢ z algami, samih gojis¢, deionizirane vode,
oziroma vode iz Idrijce ujel na zlate pasti, smo analizirali v najkrajSem moznem casu (manj
kot eno uro po menjavi), do analize pa so bile vse pasti zaprte s teflonskimi zamaski, s Cimer

smo preprecili kontaminacije.

Pasti smo analizirali po redukcijsko-amalgamacijski metodi s sistemom dvojnega
amalgamiranja (slika 9). Postopek je sleded: zlata past, na kateri se je ulovil Hg’ pri poskusu
in je names¢ena na sistem tik pred meritvijo, se najprej segreje na temperaturo 500-600°C,
pri kateri potete deamalgamacija. Spros¢eni Hg’ nato s tokom inertnega plina potuje do
druge, permanentne zlate pasti, na kateri poteCe vnovicna amalgamacija. Sledi druga
termi¢na deamalgamacija, s permanentne zlate pasti spro$¢eni Hg” pa nato potuje v merilno
celico UV-detektorja. Tu se atomi Hg” vzbujajo s svetlobo valovne dolZine 253,7 nm, ki jo
oddaja nizkotlacna Hg Zarnica. Vzbujeni atomi se po nekaj nanosekundah vrnejo nazaj v
osnovno stanje, pri ¢emer oddajo odvecno energijo v obliki fotonov, ki jih zazna detektor
(Fitzgerald in Gill, 1979; Bloom in Fitzgerald, 1988).

9 8 7

/ /

/
3 s

| 2
<H

QOO0O]  LOOOOI

10

1

—_

1 — nosilni plin 7 — Hg zarnica
2 — merilec pretoka 8 — merilna kiveta
3 - teflonska septa 9 - detektor
4 — vzorcevalna past 10 - ojacevalnik
5 — elektriéni peci 11- rekorder

6 — permanentna Au-past

Slika 9: Shema aparature za merjenje AFS HP.
(Horvat, 1989)
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Pred zacetkom merjenja je potrebno instrument umeriti, kar poteka preko vbrizganja znane

koli¢ine Hg’ pare skozi teflonski septum nad prvo prezarjeno zlato pastjo.

Koli¢ino Hg’, ujetega na zlati pasti izratunamo po enachi 2(vir: 1JS).

(hvz B hO) ) mstd
(hyq = hy)

-(2)

m(pg) =

h,.— viSina vzorénega signala
hgq— VvisSina signala vbrizganega standarda (Hg para)
ho— visina signala ozadja merilnega sistema

mgq — masa vbrizganega Hg standarda (pg)

Pomanjkljivost dolo¢anja Hg s sistemom dvojnega amalgamiranja je, da meritev ni mozno
ponoviti. Zato je zlasti potrebna previdnost pri kalibraciji sistema. Ker se viSina signala
tekom dneva spreminja zaradi nihanja napetosti v omrezju, smo standardne volumne
zivosrebrove pare merili po vsaki vzorcni zlati pasti dvakrat. Ozadje merilnega sistema

smo merili s segrevanjem permanentne zlate pasti brez vstavljene vzoréne pasti.
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3.3.4 Predpriprava in shranjevanje vzorcev alg in gojis¢a

V vsaki poskusni seriji smo gojis€a z algami po koncani inkubaciji najprej prefiltrirali
(filtri 0,45 um; Millipore). Za kontrolo prisotnosti zivega srebra na filtrih smo izvedli tudi
filtracijo ¢iste MilliQ vode, pri ¢emer smo uporabljene filtre nato uporabili za kontrolo pri

meritvah Hg-T in MeHg v biomasi na filtrih, vodni filtrat pa pri analizah prefiltriranih gojis¢.

Filtre z biomaso alg smo nato zamrznili v teko¢em dusSiku in liofilizirali pri temperaturi
-50°C in tlaku 1,5 Pa. Po liofilizaciji smo jih do meritev shranili v plasti¢nih vreckah v
zamrzovalniku (Horvat in Bryne, 1992). Maso liofiliziranih alg smo dolocili iz razlike v tezi
filtra pred in po filtraciji ter liofilizaciji. Prefiltrirano gojiS¢e smo nakisali s HCI do 1%
koncentracije ter jih v teflonskih posodah shranili v hladilniku do analize v naslednjih dneh
(Horvat, 1996).

V steklenicah za inkubiracijo alg s Hg (in eni Cisti kontrolni steklenici), smo pripravili
raztopino 1% KMnO, + 4M HNOs za vezavo Hg s sten posod ter jih veckrat dobro pretresli.
Koli¢ino vezanega Hg-T smo nato izmerili na sistemu AAS HP in nam je sluzila pri pripravi
masne bilance celokupnega Zivega srebra v gojisc¢u po inkubaciji. Razlika med koli¢ino
HgCly, ki je bilo v zafetku dodano v gojis¢a in vsoto Hg-T, izmerjenega v algah, gojis¢u in
na stenah posode nam je dala informacijo o izgubah Hg zaradi procesov priprave vzorcev na

analize (izgube biomase pri filtraciji...) ter izhlapevanja.

3.3.5 Priprava vzorcev in meritve celokupnega Zivega srebra v gojis¢u in biomasi alg

Celokupno zivo srebro v vzorcih biomase alg in gojis¢a smo dolocali po metodi atomske
absorpcijske spektrofotometrije hladnih par (AAS HP) in kombinacijo redukcijsko -
amalgamacijske tehnike. Vpeljali in validirali so jo na InStitutu JoZef Stefan (Horvat, 1989,
1991). Dolo¢anje Hg-T v vzorcih gojis€a smo izvedli po metodi AAS HP, prilagojeni za
analizo vodnih vzorcev (Gill in Fitzgerald, 1987).

Liofolizirano biomaso alg na filtrih smo pred merjenjem najprej v steklenih buckah razkrojili
s kombinacijo kislin (3ml HNO3, 1ml HCIO4, Sml H,SOy; 1h na sobni temperaturi, 20 min
na 200°C), s Cimer smo dosegli sprostitev vseh oblik zivega srebra v raztopino. V
naslednjem koraku smo s kislinami razkrojeni vzorec razredcili z deionizirano vodo in dodali
Iml BrCl, katerega namen je oksidacija stabilnega MeHg. Poleg vzorcev alg smo po enakem

postopku razkrojili tudi 2 vzorca s certificiranim referen¢nim materialom (CRM), za
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katerega je znana vsebnost Hg-T in nam je tako kasneje pri meritvah sluzil za preverjanje
ucinkovitosti razkroja oziroma celotnega postopka priprave materiala na analizo. Poleg
referencnega materiala smo pri vsaki seriji paralelno z vzorci po enakem postopku pripravili
tudi dve kontroli prisotnosti Hg na filtrih ter eno kontrolo s samimi reagenti, da bi v primeru
zaznane kontaminacije lahko sklepali, na kateri stopnji se je ta zgodila. Tako pripravljene
vzorce smo pustili stati 3 do 4 dni, saj so poskusne meritve CRM pokazale, da po krajsem

Casu $e ni prislo do ustreznega razkroja.

Pretvorbo organskega Zivega srebra v anorgansko v vzorcih gojis¢ smo dosegli z dodatkom
HCI (0,5ml/100ml gojis¢a) in BrCl (1ml/100ml gojisca), Cemur je sledila 3-4 urna inkubacija
pod UV svetlobo. Tudi vzporedno z vzorci gojis¢a smo pripravili kontrole reagentov ter

filtracije (prefiltrirana MilliQ voda).

Tik pred meritvami smo tako trdnim vzorcem, kot vzorcem gojis¢a dodali ustrezno koli¢ino
hidroksilamin hidroklorida, katerega vloga je odstranitev Cl in Br, ki bi lahko kasneje

vplivala na detekcijo.

Meritve na sistemu AAS HP (slika 10) so potekale tako, da smo merilni volumen
razkrojenega vzorca vbrizgali v redukcijsko celico s SnCl, ki reducira Hg*" v Hg’. Plinasti
Hg" je nato s tokom dusika potoval najprej skozi tri izpiralke s padajoto koncentracijo
NaOH, kjer je prislo do nevtralizacije kislinskih hlapov iz redukcijske celice. Sledil je
prehod preko suSilnega sredstva v obliki silikagela, s ¢imer smo preprecili prehod vlage do
opticnega dela instrumenta, na katerem bi vodna para lahko kondenzirala in povzrocila
nespecifiéno absorbcijo. Preko silikagela je z dusikom pomesani Hg” potoval do zlate pasti,
na kateri je potekla amalgamacija. Po nekaj minutah, ko se je na past ujel ves pricakovani
Hg" iz vzorca, je ob povisanju temperature na 500-600°C potekla deamalgamacija. Zbrani
Hg’ je nato s tokom dusika potoval do merilne celice detektorja AAS HP, kjer je potekla
detekcija Hg par z merjenjem absorbcije pri 253,7 nm. Nastali signali, ki tam nastanejo kot
razlika v absorbciji med referen¢no in merilno fotocelico detektorja, se v naslednji fazi
pretvorijo v razliko v napetosti, v kon¢ni obliki pa so zapisani kot kromatografski vrhovi
(Horvat in sod., 1991; Horvat, 1996).
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Pred vsakim zacetkom meritev je bilo potrebno instrument umeriti. Za izdelavo umeritvene
krivulje smo v redukcijsko celico injicirali razlicne koli¢ine delovnega standarda Ciste
raztopine Hg”" s koncentracijo 10 ng/ml. Standard smo injicirali tudi po vsakem pomerjenem
vzorcu ter tako preverjali, ¢e prihaja do sprememb v obcutljivosti detektorja. Pred zacetkom
meritev in po vsakem vzorcu smo preverili tudi kaksen je signal ozadja merilnega sistema,
pri ¢emer v redukcijsko celico nismo injicirali nicesar, ves preostali postopek pa je potekal

enako kot pri merjenju Hg-T v vzorcih ali standardni raztopini.

1-izvor dusika 10-susilno sredstvo (silikagel)
2-rotameter 11-rotameter

3-tripotni ventil 12-Au past

4-Au pasti 13-uporovna grelna zica
5-redukcijska celica 14-tripotni ventil
Sa-dodajanje reducenta 15-kvaréna kiveta

Sb-frita 16-izvor svetlobe

7-raztopina 10%NaOH 17-detektor

8-raztopina 5% NaOH 18-ojacevalec

9-voda 19-rekorder

Slika 10: Shema aparature za AAS HP
(Horvat, 1989; 1991)
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Koncentracijo Hg-T v vzorcih alg smo izracunali po enacbi 3 (vir: 1JS).

(hvz _hn ) ) I/vz ) mstd

c(ngHg/ )= ~(3)
(hstd _hO ) : I/a ' mvz
Koncentracijo Hg-T v vzorcih gojis¢ pa po enachi 4 (vir: 1JS).
(h,—h,) -m,
C(ngHg/ ml) - ¥ n S (4)
(hstd - hO) . I/a

h,. - viSina signala za Hg v merjenem alikvotu vzorca

h, -  viSina signala slepe raztopine (kontrole reagentov in filtra oz. filtrata)
hsa - viSina signala, ki ustreza koli¢ini Hg v standardu (1ng)

hp-  viSina signala ozadja merilnega sistema

V,. - volumen razkrojenega in razred¢enega vzorca (ml)

V,-  volumen analiziranega alikvota vzorca (ml)

m,; - masa vzorca (g)

Meritve Hg-T smo ponovili pri vsakem vzorcu Stirikrat, nato pa iz dobljenih rezultatov

izracunali povprecje in standardne odklone v programu Microsoft Excel 2003.
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3.3.6 Priprava vzorcev in meritve metilnega Zivega srebra (MeHg)
v gojisCu in biomasi alg

Tako v gojiscu, kot v biomasi alg smo, v primeru prisotnosti MeHg, v njih pricakovali v
izjemno nizke koncentracije, zato smo se odlocili za uporabo najobcutljivejSe metode za
doloCanje te Hg zvrsti, ki vkljucuje etilacijo, plinsko kromatografijo (GC) in atomsko

fluorescencno spektrofotometrijo hladnih par (AFS HP) (Liang in sod., 1994).

3.3.6.1 Priprava vzorcev in ekstrakcija MeHg iz biomase alg

Prva stopnja priprave trdnih vzorcev za dolo¢anje MeHg po tej metodi je kislinsko
izluzevanje, oziroma razkroj bioloskega vzorca z namenom sprostitve razlicnih oblik Hg v
raztopino. Zaradi majhne mase liofiliziranih alg na filtrih in pri¢akovanih nizkih vrednosti
MeHg v njih, smo za vzorec uporabili 2 (priblizno 20 mg vzorca) oz. 3 (priblizno 50 mg
vzorca) filtre z liofilizirano biomaso. Filtre z algami smo namestili v 30 ml teflonsko
posodico, vzporedno pa smo Vv stiri enake posodice zatehtali tudi 10 do 50 mg certificiranega
referencnega materiala (IAEA 140), od katerih smo v dve dodali tudi znano koli¢ino
(100 pg) sveze pripravljenega delovnega standarda MeHg, kar nam je kasneje sluzilo za
izraCun izkoristka ekstrakcije. V dve posodici smo namestili samo filtra (kontrola odsotnosti
MeHg na filtrih), v dve pa nismo dali nicesar, saj sta sluzili kontroli istosti reagentov. V vse
posodice smo nato dodali 5 ml sveZe pripravljene raztopine 18%(w/v) KBr in 5%(v/v)
H,SO4 v volumskem razmerju 1:1 ter 1 ml prav tako sveze raztopine 1M CuSOQOy, Cemur je

sledilo 5 minutno stresanje na stresalniku.

Kislinskemu izluZzevanju je sledila ekstrakcija MeHg v organsko topilo diklorometan
(CH,Cl,). Vzorcem smo dodali najprej 10 ml CH,Cl,, sledilo je 15 minutno stresanje na
stresalniku, nato pa 5 minutno centrifugiranje pri 3200 obratih/min. Spodnjo, organsko fazo,
v katero smo ekstrahirali MeHg smo nato od vodne loc¢ili v teflonskem liju locniku. Preostali
vodni fazi smo nato dodali ¢ 5 ml CH,Cl, ter ponovili postopek stresanja, centrifugiranja in
lo¢evanja. Zdruzenim ekstraktom v 60 ml teflonski posodici smo nato dodali 20 ml MilliQ
vode in jih inkubirali v vodni kopeli s temperaturo 80°C, dokler ni iz njih izparel ves
CH,Cl,. V tej fazi je priSlo do prehoda MeHgBr nazaj v vodno fazo, v kateri pa tokrat ni bilo
ve¢ prisotnih mnogih necisto¢ iz zacetnega vzorca. Preostanek CH,Cl,, ki je ostal tudi po
izparevanju in bi motil pri nadaljnih korakih analiznega postopka (etilaciji) smo odstranili s

5 minutnim prepihovanjem vsebine teflonk z duSikom.
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3.3.6.2 Ekstrakcija MeHg iz gojisca

Priprava vzorcev oz. ekstrakcija MeHg iz gojiSc¢a je potekala po sledeCem postopku: v Ciste
teflonske posodice smo najprej nalili priblizno 70 ml gojisca, v eno od njih pa smo poleg
tega dodali Se 100 pg standardne raztopine MeHg. Vsem smo nato dodali 5Sml HCI in 30 ml
CH,Cl,, dobro premesali in pustili na stresalniku preko noci. Za kontrolo filtracije in ¢istosti
reagentov smo Vv tri posodice namesto gojis¢a dodali prefiltrirano MilliQ vodo in postopali
enako kot pri vzorcih gojis€a. Po prekonocnem stresanju smo z vodno &rpalko odstranili
zgornjo vodno fazo, preostali organski fazi, v katero se je ekstrahiral MeHgCl pa smo dodali
40 ml MilliQ vode. Z inkubacijo v vodni kopeli pri 80°C smo odparili organsko topilo, pri
cemer je prislo do prehoda MeHgCl v vodno fazo. Slednjo smo v nadaljevanju e 5 minut

prepihovali z duSikom, s ¢imer smo odstranili morebitne ostanke CH,Cl.
3.3.6.3 Etilacija, GC, AFS HP

Vzorce (ekstrakte biomase, gojiS¢a oziroma ustreznih kontrol) smo v naslednji fazi prenesli v
teflonske prepihovalne posodice, kjer smo jim dodali 50 pl etilacijskega reagenta,
natrijevega tetraetilborata (NaB(C,Hs)4) ter 100 pul acetatnega pufra, ki je vzdrzeval primeren
pH za reakcijo etilacije. Po 15 minutnem delovanju reagentov, smo na posodice prikljucili
pasti Tenax (vsebujejo porozni polimerni material, z dobro adsorpcijsko kapaciteto za hlapne
organske spojine) in jih 15 minut usmerjeno prepihovali s tokom duSika. Pri tem so se hlapne
etilirane Hg zvrsti lovile na adsorpcijski material v pasteh. V nadaljevanju smo pasti
odstranili s posodic in jih za 5 minut prikljucili neposredno na tok duSika, s ¢imer smo
odstranili vlago v njih. Do naslednje stopnje, ki poteka na merilnem sistemu, smo pasti

Tenax zaprli s teflonskimi zamaski.

Na merilnem sistemu smo Tenax pasti na katere so se ujele hlapne Hg zvrsti, namestili
znotraj grelne spirale ter prikljucili na teflonske cevi zaprtega plinskega tokokroga. Med
segrevanjem na 200°C je prislo do sproscanja adsorbiranih molekul s pasti, tok argona pa
jih je nato vodil v stekleno GC kolono, kjer so se lo¢ile posamezne zvrsti. Te so se v
pirolitski celici termiéno razkrojile in pretvorile v Hg, ki je nato preko susilne pasti potoval
v merilno celico AFS HP detektorja. Nadaljni postopek in delovanje slednjega sta razlozena
v odstavku 3.3.3.

Tudi ta sistem smo umerili z uporabo razli¢nih koli¢in sveZe pripravljenega standarda MeHg,

ki smo jih dodali namesto vzorcev v prepihovalno posodico, napolnjeno z MilliQ vodo, vsi
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nadaljni koraki (etilacija/GC/AFS HP) pa so potekali po enakem postopku. Standard smo
vkljucili v vsako serijo postopka etilacije (na vsaka dva vzorca), poleg slednjega pa smo
enako pogosto preverjali tudi Cistost reagentov za etilacijo oziroma ozadje merilnega
sistema. To smo storili tako, da smo v prepihovalne posodice namesto vzorcev dali MilliQ

vodo ter z njimi postopali enako kot z vzorci in standardom.

Koncentracijo MeHg v algah smo v kon¢ni fazi izracunali po enachi 5 (vir: 1JS).

(hvz B hn ) ) I/vz ) mstd

c(pgMeHg/ g) = . (3)
(hstd _hO). Va “m
V vzorcih gojis¢ pa po enacbhi 6 (vir: 1JS).
h_—h)-m
c(pgMeHg /ml) = (h —h,)-my, .. (6)

(hstd - hO) ) Va

h,, — viSina signala za MeHg v analiziranem alikvotu vzorca

hyq— viSina signala, ki ustreza koli¢ini MeHg v standardu (100 pg)

h, — viSina signala za slepo raztopino (kontrolo reagentov in filtra oz. filtrata)
h, — viSina signala ozadja merilnega sistema

V.. — volumen razkrojenega in razredCenega vzorca (ml)

V, — volumen analiziranega alikvota vzorca (ml)

m — masa vzorca (g)

V primeru meritev MeHg smo dobili pri posameznem vzorcu le po en rezultat (vzrok je bil

pomanjkanje biomase in/ali tezave pri ekstrakciji), zato statisticna obdelava ni bila mogoca.

3.3.7 Preverjanje pravilnosti analiznih postopkov

Za preverjanje pravilnosti postopkov priprave in natan¢nosti meritev smo tako pri dolocanju
celokupnega kot tudi metilnega Zivega srebra v vzorcih alg uporabljali certificiran referencni
material (CRM). To je material, v katerem je ena ali ve¢ lastnosti (naSem primeru sta

pomembni predvsem koncentraciji Hg-T in MeHg), dolo¢enih s tehni¢no veljavnim
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postopkom in ima certifikat ali kako drugo listino izdano s strani certifikacijskega organa, v
kateri so podane certificirane vrednosti ter interval zaupanja z navedbo stopnje negotovosti
(Horvat in sod., 1993). Uporabljen certificirani referen¢ni material mora biti po sestavi in
koncentracijskem obmocju doloc¢evanih elementov ¢imbolj podoben vzorcu. Vecina
certificiranih materialov pokriva podroc¢je morskih ekosistemov, medtem ko le-ti za
sladkovodne sisteme vecinoma Se niso doloceni. CRM, ki je bil po sestavi najblize naSemu
vzorcu je bil TAEA-140, ki vsebuje homogenat morskega rastlinja, s koncentracijami
Hg-T: (0,038 + 0,006) png/g in MeHg: (0,000626 + 0,000107) pg/g (Coquery in sod., 2000).

3.3.8 Ukrepi za preprecevanje kontaminacije vzorcev

Zaradi izjemno nizkih koncentracij Hg, ki se jih v razli¢nih materialih doloca po zgoraj
opisanih postopkih, je preprecevanje vsakrSne kontaminacije vzorcev z razlicnimi oblikami
tega elementa klju¢nega pomena. Med delom smo zato slednje preprecevali z ukrepi na vseh

nivojih.

Vso steklovino, s katero je priSel v stik vzorec smo predhodno tako ocistili z raztopino
1% KMnO4/0,5M H,SO4 (ki sprosti adsorbirani Hg s stekla in ga veZe nase) nato pa splaknili

z deionizirano vodo.

Vse teflonske posode smo pred uporabo ocistili po posebnem postopku. Po temeljitem
spiranju z vodo in MilliQ, smo jih za 48h namocili v raztopino detergenta (2 % raztopina
Micro-90), ¢emur je sledilo vnovic¢no spiranje z MilliQ. V naslednji fazi smo posode nato
namocili v razred¢eno 65 % HNO; (1:1) in jih 48 ur segrevali na temperaturo, pri kateri je
potekal razkroj vzorcev. Ponovnemu spiranju z MilliQ je sledilo 48-urno namakanje v 10 %
HCI. V zadnjem koraku smo posode sprali z Milli-Q vodo in posusili v suSilniku, ¢e smo jih
nameravali uporabiti $e isti dan, sicer pa smo v njih pripravili 1% raztopino HCI in jih
shranili v zaprtih polietilenskih vre¢kah (Horvat, 1996).

Kontaminacijo z reagenti smo preprecevali z uporabo posebnih, namenskih kemikalij, ki
vsebujejo minimalno mnozino Hg (npr. Suprapur kisline-Merck) ali take, ki jih je mogoce s
primerno tehniko ocistiti. Pri pripravi vseh reagentov smo uporabljali deionizirano (MilliQ)
vodo. Med ostalimi ukrepi prepreCevanja kontaminacije vzorcev je pomembna Se pazljivost
pri pipetiranju (preprecevanje kakrSnega koli dotikanja posodic z vzorci) in hranjenju

vzorcev (preprecevanje stikov med njimi in okolico).
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI MERITEV TAKOJSNJEGA FOTOSINTETSKEGA ODZIVA ALG OB
DODATKU Hg*

4.1.1 Preliminarni poskus

Po 15-minutni izpostavitvi HgCl, (slika 11, zeleni stolpci) sta bili izmerjeni jakosti zakasnjene

fluorescence statisticno znacilno (o = 0,05*) manjsi od kontrole tako pri vzorcih alg (C. vulgaris),
izpostavljenih 200 pg/l HgCl,, kot pri tistih, izpostavljenih 20 pg/l HgCl,. Jakost zakasnjene
fluorescence pri vzorcih, izpostavljenih 20 pg/l je bila tudi statisticno znacilno vecja od tiste, ki je
bila izmerjena pri vzorcih, izpostavljenih 200 pg/l. Izmerjena jakost ZF je bila pri vzorcih z 20 pg/l
HgCl, v povprecju za 47 % niZja od vrednosti, izmerjene pri kontroli, pri vzorcih z 200 ng/l HgCl,
pa je bila ta zmanjSana za 70 %.

Po 24-ih urah (slika 11, oranzni stolpci) se je izmerjena jakost zakasnjene fluorescence pri pri algah,
izpostavljenih 20 pg/l HgCl, mocno povecala v primerjavi s 15-minutno izpostavitvijo ter se ni vec¢
statisti¢no znacilno razlikovala od kontrole. Nasprotno pa se je jakost ZF pri vzorcih, ki smo jih 24

ur izpostavili koncentraciji 200 pg/l glede na kontrolo zmanjsala pod mejo zaznave.
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Slika 11: Jakost zakasnjene fluorescence (ZF) v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri razli¢nih
Casih izpostavitve C. vulgaris. Rezultati so prikazani kot povprecja £ standardni odkloni (n=4).

*Stopnja znacilnosti (a) 0,05 velja tudi povsod v nadaljevanju, ce ni oznaceno drugace.
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Meritve fluorescence na istih vzorcih so pokazale soCasen padec izmerjenih parametrov Fy in F,, ki
je bil po 15-minutni inkubaciji (slika 12) opazen pri vzorcih, izpostavljenih 200 pg/l (zmanjSanje
povprecnega Fy za 63% in F,, za 66%), po 24-urni izpostavitvi (slika 13) pa ze pri koncentraciji
20 pg/l (padec Fy za 68% in F,, za 69% glede na kontrolo). V vseh primerih je bila razlika med
vzorci in kontrolami statisti¢no znacilna. Kvocienta F,/F,, pri vzorcih alg, izpostavljenih HgCl,, se
zaradi priblizno enakomernega spreminjanja parametrov F, in F, statisticno znacilno ne razlikujeta

od kontrole.
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Slika 12: Odvisnost fluorescen¢nih parametrov Fy in F,, od koncentracije HgCl, po 15-minutni
izpostavitvi C.vulgaris. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni odkloni (n=4).
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Slika 13: Odvisnost fluorescen¢nih parametrov Fy in F, od koncentracije HgCl, po 24-urni

izpostavitvi C. vulgaris. Rezultati so prikazani kot povpreé¢ja * standardni odkloni (n=4).
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4.1.1 Fotosintetski odziv vrste C. vulgaris po 15-minutni izpostavitvi koncentracijam

HgCl; od 0,8 do 200 pg/l:

Statisticno znacilen upad jakosti zakasnjene fluorescence v primerjavi s kontrolo je bil

izmerjen ze pri algah, izpostavljenih koncentraciji 2,5 pg/l HgCl, (slika 14). Pri tej

koncentraciji se je povprecna jakost zakasnjene fluorescence glede na kontrolo zmanjSala

za 12%. Pri vsaki nadaljnji vecji koncentraciji je bila izmerjena jakost ZF Se manjSa. V

povprecju se pri vzorcih s koncentracijo HgCl, 7,4 ug/l glede na kontrolo zmanjSala za

24%, pri vzorcih izpostavljenih 22,2 ng/l HgCl, za 39%, pri koncentraciji 66,7 pg/l za 41%
ter pri 200 pg/l za 51%.

Linearna povezava med logaritmom merjenih koncentracij HgCl, in jakostjo zakasnjene

fluorescence je bila pri

a = 0,05 ugotovljena na celotnem koncentracijskem obmocju

(R*=0,95).
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Slika 14: Jakost zakasnjene fluorescence v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri 15-minutni
izpostavitvi C. vulgaris. Rezultati so prikazani kot povprecja £ standardni odkloni (n=4). Manjsi
graf: Vrednosti jakosti ZF normirane glede na kontrolo v odvisnosti od logaritma koncentracije
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Fluorescen¢na parametra F,, in F sta statisticno znacilno odstopanje od kontrole pokazala
pri koncentracijah 66,7 pg/l in 200 pg/l HgCl, (slika 15). Pri visji od obeh koncentracij je
bilo povprecno znizanje glede na kontrolo pri parametru Fy za 49%, pri Fy,, pa za 51%. Pri
koncentraciji 66,7 ng/l je bilo v povprec¢ju znizanje F, glede na kontrolo za 29%, Fy, pa za
35%.

Vrednosti F,/Fy,, izraCunane iz izmerjenih parametrov Fy, in F,, se, enako kot v
preliminarnem poskusu, niso statisticno znacilno razlikovale od kontrole in med seboj
(slika 16).
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Slika 15: Fluorescencna parametra Fy in F,, v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri 15-minutni
izpostavitvi C. vulgaris. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni odkloni (n=4).
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Slika 16: Fv/Fm v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri 15-minutni izpostavitvi C. vulgaris.
Rezultati so prikazani kot povpre¢ja  standardni odkloni (n=4).
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4.1.3 Primerjava hitrih fotosintetskih odzivov treh razli¢nih alg

4.1.3.1 Primerjava jakosti zakasnjene fluorescence in fluorescence

Iz rezultatov meritev (preglednica 4 in slika 17) je razvidno, da je jakost zakasnjene
fluorescence glede na koncentracijo HgCl, najhitreje zaela upadati pri vrsti Chlorella
vulgaris. Pri omenjeni vrsti je bil v tem poskusu statisticno znacilen odziv izmerjen pri
koncentracijah 22,2 pg/l, 66,7 pg/l in 200 g/l (pri prejSnjem poskusu je bila meja
jakosti zakasnjene fluorescence glede na kontrolo 39%, pri koncentraciji 66,7 ng/l se je ta
zmanjSala za 36%, pri 22,2 ng/l pa za 33%. Pri koncentraciji 7,4 pg/l je bila izmerjena
povprec¢na jakost za 23% manjsa od kontrolne, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna. Pri
vzorcih z manjiimi koncentracijami Hg*" je opazna velika variabilnost meritev (v primerjavi

s prvim poskusom), kar je povezano tudi z zniZanjem meje zaznave.

Preglednica 4: lzmerjene jakosti zakasnjene fluorescence v intervalu 0,02-1,02 s po osvetlitvi,
ki je sledila 15-minutni izpostavitvi alg razlicnim koncentracijam HgCl,. Rezultati so prikazani kot
povprecja + standardni odkloni (n=4).

Koncentracija Jakost zakasnjene fluorescence ¢ ;1,02 (fotoni/s)

HgCl

(fg/l)z S. subspicatus O. tenuis C. vulgaris
0,0 46729 £ 1109 4710 + 596 72950 + 26163
0,8 46811 £ 1024 4918 £ 1098 70257 £23150
2,5 45190 + 1001 3977+ 1130 64357 £ 23150
7,4 45807 + 864 4661 £513 56323 £15008
22,2 47968 + 1337 5732 + 832 48770 + 3896
66,7 46733 £ 1091 1501 + 1394 46799 £+ 3096
200 47060 + 2864 15+ 41 44338 £ 2181
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Slika 17: Jakost zakasnjene fluorescence v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri
vrstah S. subspicatus, O. tenuis in C. vulgaris. Vrednosti, dobljene pri razlicnih koncentracijah
smo normirali na vrednost, dobljeno pri kontroli. Rezultati so prikazani kot povprec¢ja + standardni
odkloni (n=4).

Pri algi vrste Oscillatoria tenuis smo statisticno znacilen vpliv zaznali pri koncentracijah
66,7 pg/l in 200 pg/l, pri cemer pa je bil opazen upad jakosti zakasnjene fluorescence
bistveno vedji, kot pri vrsti C. vulgaris. Pri koncentraciji 66,7 pg/l je bila povprecna jakost

ZF za 68 % manjsa od kontrolne, pri 200 pg/l pa je padla za 100%.

Alge vrste Scenedesmus subspicatus so se izkazale kot najmanj ob&utljive na Hg*", saj niti
pri najvecji koncentraciji nismo izmerili statisticno znacilnega odstopanja od kontrole.

Povprecna jakost ZF je pri vseh koncentracijah HgCl, ostala 100% jakosti ZF kontrole.

Meritve parametrov fluorescence Fy in F,, so pokazale odziv na HgCl, le pri vrsti
Chlorella vulgaris, medtem ko pri ostalih dveh algah ni bilo opazne povezave med dodanim

HgCl; in izmerjenima parametroma (s/ike 18-20).

Pri C. vulgaris (slika 18) smo statisticno znacilna odziva izmerili pri koncentracijah 66,7 in
200 pg/l HgCl,. Pri vzorcih s koncentracijo HgCl, 200 pg/l je bila povprecna vrednost Fy za
48%, povprecna vrednost F, pa za 47% nizja od povprecne vrednosti kontrole, medtem ko
smo pri koncentraciji 66,7 pg/l izmerili 29% zmanjsanje vrednosti Fy ter 33% zmanjsanje Fy,

glede na kontrolo.
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Slika 18: Parametra F, in F, v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri C. vulgaris.
Rezultati so prikazani kot povprec¢ja + standardni odkloni (n=4).
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Slika 19: Parametra Fy in F,, v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri O. tenuis. Rezultati
so prikazani kot povprecja + standardni odkoni (n=4).
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Slika 20: Parametra Fy in F;, v odvisnosti od koncentracije HgCl, pri S. subspicatus. Rezultati
so prikazani kot povprecja + standardni odkloni (n=4).

Razmerja parametrov fluorescence F,/Fy, pri algah, izpostavljenih HgCl, se tudi pri tem
poskusu niso statisti¢no znacilno razlikovala od kontrole pri nobeni koncentraciji - ne glede

na vrsto alge (slika 21).
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Slika 21: Koli¢nih fluorescen¢nih parametrov F,/F, v odvisnosti od koncentracije HgCl,
pri S. subspicatus, O. tenuis, C. vulgaris. Vrednosti, dobljene pri razlicnih koncentracijah smo
normirali na vrednost, dobljeno pri kontroli. Rezultati so prikazani kot povprecja + standardni
odkloni (n=4).
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4.1.3.2 Kineti¢ne relaksacijske krivulje zakasnjene fluorescence

Kineti¢ne krivulje upadanja zakasnjene fluorescence pri razlicnih koncentracijah HgCl, za

vse tri uporabljene vrste so prikazane na slikah 22-24 .

Pri C. vulgaris se vpliv koncentracije Hg”" na relaksacijsko kinetiko najbolj odraza takoj po

koncu osvetljevanja (slika 22). V_prvih 100 ms po osvetlitvi se je Stevilo izmerjenih fotonov

zakasnjene fluorescence pri vzorcih s koncentracijo 200 pg/l HgCl, zmanjsalo glede na
kontrolo za 72%. Pri koncentraciji 66,7 pg/l je bilo zmanjsanje 66 %, pri 22,2 pg/l pa 59%.
Pri nizjih treh koncentracijah je bil upad ZF glede na kontrolo nekoliko manjsi - 31% pri 7,4
ng/l HgCly, 15% pri koncentraciji 2,5 pg/l ter 5% pri 0,8 pg/l.

Po 1 sekundi od konca osvetljevania je prislo do zmanjsanja razlik v ZF vzorcev s Hg”"

glede na kontrolne vzorce. Pri vis§jih treh koncentracijah (200 pg/l, 66,7 pg/l in 22,2 ng/l)
smo v enako dolgem intervalu (100 ms) izmerili zmanjSanje za 8% glede na kontrolo,
medtem ko je bilo slednje pri koncentracijah 7,4 pg/l, 2,5 ug/l in 0,8 pg/l HgCl, 3%, 5% in
1%.

ey

(200pg/1 in 66,7 pg/l) spet povecale (v intervalu 100 ms za 40-43%), medtem ko pri manjSih

koncentracijah ni bilo znacilnega odstopanja od kontrole.
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Slika 22: Vpliv Hg”" na relaksacijsko kinetiko zakasnjene fluorescence pri vrsti C. vulgaris.
Signal ZF v odvisnosti od casa pri razlicnih koncentracijah HgCl, je prikazan na log-log skali.
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Nasprotno se pri vrsti O. tenuis (slika 23), vpliv HgCl, na kinetiko ZF bolje izraza v ¢asu po
1 sekundi od konca osvetljevanja. V prvih 100 ms po koncu osvetljevanja je bil signal ZF
mocno zmanjSan v primerjavi s kontrolo le pri koncentraciji 200 pg/l (89% manjsi od
kontrolnega), pri vzorcih z nizjimi koncentracijami HgCl, pa signal zakasnjene fluorescence

ni koreliral s koncentracijo HgCl.

Po 1 sekundi od konca osvetljevanja je signal ZF v 100 milisekundnem intervalu manjsi od
kontrole pri vseh koncentracijah. Najve¢ja razlika je bila opazna pri vzorcih s
koncentracijami HgCl, 200 pg/l, kjer je bil signal ZF za 100% zmanjSan glede na kontrolo
ter vzorcih s koncentracijami 66,7 pg/l, kjer je bilo zmanjSanje 72%. Pri vzorcih s

preostalimi koncentracijami HgCl, je bil signal ZF zmanjSan glede na kontrolo od 40-43% in

ni koreliral s koncentracijo Hg*".
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Slika 23: Vpliv Hg*" na relaksacijsko kinetiko zakasnjene fluorescence pri vrsti O. tenuis.
Signal ZF v odvisnosti od Casa pri razli¢nih koncentracijah HgCl, je prikazan na log-log skali.
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Pri vrsti S. subspicatus nismo opazili povezave med koncentracijo HgCl, in signalom ZF v

nobenem od ¢asovnih intervalov (slika 24).
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Slika 24: Vpliv Hg*" na relaksacijsko kinetiko zakasnjene fluorescencepri vrsti S. subspicatus.
Signal ZF v odvisnosti od Casa pri razli¢nih koncentracijah HgCl, je prikazan na log-log skali.

4.1.4 Spremljanje fluorescence in zakasnjene fluorescence v daljSem ¢asovnem obdobju

po izpostavitvi HgCl,

Pri spremljanju jakosti zakasnjene fluorescence v daljSem ¢asovnem obdobju, pri ¢emer smo
primerjali odziv pri algah v gojis¢u z 1 pg/l Hg*" in kontrolnem gojis¢u (brez dodanega
Hg’"), nismo ugotovili statisti¢no znagilnih vplivov Zivega srebra na jakost ZF (slika 25). Da
bi se izognili vplivu razli¢ne gostote kontrolne in Hg®" izpostavljene kulture na izradunani
odziv, smo v tem primeru naredili primerjavo koli¢nikov jakosti zakasnjene fluorescence v
prvih 30 milisekundah in med drugo in tretjo sekundo (arbitrarno dolocena intervala na
razli¢nih straneh presecisca kineti¢nih krivulj, dobljenih pri razli¢nih kulturah C. vulgaris).
Rezultati so pokazali, da sta se kulturi Ze pred izpostavitvijo Hg" (¢as 0) razlikovali v
fizioloSkem stanju, kasneje pa sta sledili priblizno enakomernemu trendu padanja jakosti
zakasnjene fluorescence (narasc¢anje JZF(o02-032/JZF2,02-303)), ki je bil posledica vpliva

drugih dejavnikov.
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Slika 25: Kolicnik jakosti zakasnjene fluorescence pri kulturi C. wvulgaris, izpostavljeni
koncentraciji Hg** 1pg/l v daljsem ¢asovnem obdobju. Rezultati so prikazani kot povpredje+
standardni odkloni (n=4).

Tudi pri meritvah fluorescence nismo opazili statisticno znacilnih razlik v nobenem
Gasovnem intervalu med kulturo izpostavljeno Hg”" in kontrolno kulturo. Tudi opazno
zmanjSanje koli¢nika F,/F,, po dveh oziroma Stirih urah je bilo prisotno enakomerno pri

obeh kulturah, torej neodvisno od prisotnosti Hg** v gojis¢u (slika 26).
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Slika 26: Koli¢nik Fv/Fm pri kulturi C. vulgaris, izpostavljeni koncentraciji Hg*" 1pg/l v daljsem
¢asovnem obdobju. Rezultati so prikazani kot povprec¢jex standardni odkloni (n=4).
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4.1 REZULTATI ANALIZ VPLIVA ALGE C. vulgaris NA PRETVORBE
ZIVEGA SREBRA V GOJISCU

4.1.1 Analiza dinamike redukcije Hg’* v gojis¢u z algami ter vpliva gojii¢a
na ta proces

.....

.....

hitrostjo. V 8 urah smo na izhodu steklenic gojis¢ z algami izmerili 12,9 + 1,5 ng Hg’ pri

prvi ponovitvi ter 12,2 + 3,3 ng Hg’ pri drugi ponovitvi poskusa. Koli¢ina na izhodu iz

cev v

.....

.....

ali je zmanj$ano izlo¢anje Hg" posledica niZje zadetne temperature kontrolnega gojis¢a (ki
smo ga do zaCetka poskusa hranili v hladilniku), smo izpostavitev slednjega ponovili po
segretju gojii¢a na sobno temperaturo. Po 8 urah je bila zmerjena koli¢ina Hg” 8 ng, kar je

blizje tisti, izmerjeni pri drugi ponovitvi poskusa.

Izmerjeni Hg® na izhodu iz goji$é v odvisnosti od ¢asa
40000 ©— Kontrolno goji¢e (1. poskus) o
35000 ©— GojisCe+alge (1. poskus)
5 30000 |- Kontrolno gojis¢e (2. poskus)
£ 25000 | —a— Gojise+alge (2. poskus) ¢
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=
O t} T T T T 1
0 2 4 ¢t (h) 6 8 10

Slika 27: Masa izmerjenega Hg" v zraku na izhodu iz goji$¢ z algami in kontrolnim gojii¢em v
odvisnosti od ¢asa pri prvem in drugem poskusu. Rezultati izmerjenega Hg’ v paralelkah gojis¢ z
algami so prikazani kot povprecje * standardni odkloni.
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Izkazalo se je, da v gojis¢u brez alg poteka veliko intenzivnejsa redukcija Hg”™ kot smo
pricakovali, zato smo se odlocili preveriti, ali gre pri tem za spontan kemijski proces, ali je
kataliziran s strani morebitnih reaktivnih kemijskih skupin, prisotnih v samem gojis¢u. Kot
primerjavo redukcijskega potenciala gojis¢a z redukcijskim potencialom naravnega medija,
smo so¢asno z deionizirano vodo in gojis¢em, preverili Se redukcijo v filtrirani vodi iz
Idrijce. Meritve so pokazale, da redukcija v Cisti deionizirani vodi (MilliQ) poteka ne le
enako hitro, temve¢ celo nekoliko hitreje kot v gojis¢u. V obeh medijih pa je bila hitrost

nastajanja Hg" bistveno manjsa kot v vodi iz Idrijce (slika 28).

140000 -
= MilliQ
120000 -
A gojisce
_ 100000 - o Idricca .
g .
> 80000 -
£
g 60000 .
£ 40000 -
20000 - °
0e .1k T i T - T - 1
0 2 4 emy O 8 10

Slika 28: Primerjava hitrosti nastajanja Hg" v deionizirani vodi (MilliQ), gojis¢u in vodi iz Idrijce.
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4.1.2 Analiza celokupnega (Hg-T) in monometiliranega (MeHg) Zivega srebra
v gojiscu in algah

Po 10-urni inkubaciji, smo v biomasi alg izmerili koncentracijo celokupnega zivega srebra
4395 + 89 ng/g. Ob upostevanju mase liofiliziranih alg (0,0787 g) smo izracunali, da se je
od zacetnih 1000 ng Hg-T, povprecno 346 ng (= 34 %) razporedilo v ali na celice alg.

V nasprotju s pri¢akovanji, smo po 20-urni inkubaciji izmerili v algah skoraj dvakrat nizjo
koncentracijo Hg-T kot po 10-urni (2234 £ 14 ng/g). Kljub temu, da je bila biomasa v
primeru 20-urne inkubacije vecja (0,1004 g), je bil povprecni delez zivega srebra, ki ga je

akumulirala manjsi (= 22%).

Vsota celokupnega zivega srebra v biomasi, gojiS€u in na stenah posode je bila v vseh
primerih manjia od koli¢ine v zatetku dodanega Hg*" (1000 ng). Po 10-urni inkubaciji je
vsota Hg-T v gojis¢u z algami dosegala v povprecju 920 ng, po 20-urni inkubaciji pa
985 ng. Vsota Hg-T izmerjenega v kontrolnem gojis€u je bila po 10-urni inkubaciji v

povprecju 958 ng, po 20-urni inkubaciji pa 537 ng.

Rezultati razporeditve Hg-T med biomaso alg, gojiS¢em in stenami posode po 10 in 20-

urni inkubaciji, so prikazani v preglednici 5.

Preglednica 5: Razporeditev celokupnega Zivega srebra. Rezultati so prikazani kot povprecna
masa Hg-T * standardni odkloni (n = 4)

Masa T-Hg (ng)
10-urna inkubacija: 20-urna inkubacija:
Gojisce z Kontrolno Gojisce z Kontrolno
algami gojisce algami gojisce
Gojisce: 563,8 £ 6,6 935,9 £ 227 7479 £ 28,4 513,79 £ 12,9
Biomasa alg: 3459+ 70,0 / 2243 +15 /
Stene posode: 10,7 £ 0,1 23,0+0,7 13,0+ 0,2 24,39+ 0,0
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Analize biomase alg so pokazale, da je bil majhen del celokupnega zivega srebra prisoten
tudi v obliki MeHg. Po 10-urni inkubaciji smo v algah izmerili koncentracijo 4,78 ng/g
(= 0,1 % Hg-T), po 20-urni inkubaciji pa je bila ta ve¢ kot trikrat vi§ja in je dosegla
detekcije v vseh primerih, razen pri enem od kontrolnih gojis¢. IzraCunane mase MeHg v

algah prikazuje preglednica 6 ter sliki 29 in 30 .

.....

so rezultati ene meritve.

Masa MeHg (pg)
10-urna inkubacija: 20-urna inkubacija:
Gojisce z Goijisce z Kontrolno
algami Kontrolno gojis¢e algami gojisce
Gojisce: PMD PMD PMD 253,00
Biomasa alg: 376,6 / 676,0 /
400 —
o) 350+ O goji§ce zalgami
2 300 O kontrolno gojiSce
£ 250
(2]
= 200
» 150
(1]
€ 100
50
0 i LI
gojisce alge

Slika 29: Razporeditev MeHg med gojis¢em in algami po 10-urni inkubaciji (n=1).
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Slika 30: Razporeditev MeHg med gojis¢em in algami po 10-urni inkubaciji (n=1).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Zivo srebro zaradi svoje velike strupenosti Ze desetletja predstavlja pomemben okoljski
problem na obremenjenih obmogjih po vsem svetu. Cloveska druzba se je njegovega
reSevanja lotila z razli¢nimi ukrepi. T1 med drugim obsegajo bioremediacijske tehnologije,
zmanjsanje rudniske dejavnosti ter industrijskih virov onesnazevanja. Stalen nadzor nad
koncentracijami tega elementa v okolju je kljuénega pomena za ohranjanje zdravja ljudi in
ekosistemov. Pogosto in ucinkovito preverjanje obremenjenosti razlicnih ekosistemov z
zivim srebrom in drugimi strupenimi snovmi, bi bilo mogoce s hitrimi, enostavnimi in
cenenimi presejalnimi testi, ki bi jim v primeru pozitivnih rezultatov lahko sledile Se

natancnejSe kemijske analize.

Evkariontske in prokariontske mikroalge so priznane kot ustrezni bioindikatorji na
podro¢ju nadzora strupenih snovi v okolju. Zaradi enostavnega gojenja in obcutljivosti na
mnoga onesnazevala so pogosto uporabljene v ekotoksikolosih presejalnih testih
onesnazenih voda. V zadnjih letih so nekatere enoceli¢ne planktonske alge Ze uporabili za
pripravo celi¢nih biosenzorjev, sposobnih hitrega odziva na kriticne spremembe v vodnih

sistemih zaradi povis$anja vsebnosti strupenih snovi (Campanella in sod., 2000).

Pri naértovanju biosenzorskega sistema z veliko obcutljivostjo za taréno spojino je zelo
pomembna izbira primernega bioloSkega elementa. V nasem primeru smo izbirali med
celicami razli¢nih vrst alg. Rezultati raziskave so pokazali, da se je izmed treh
preizkuienih vrst odziv na najniZjo koncentracijo Hg*" pokazal pri vrsti Chlorella vulgaris
(2,5 oz. 22,2 pg/l). Tudi linearnost odziva je pri tej algi obsegala najvecji razpon
logaritmiranih koncentracij, medtem ko so bile izmerjene razlike v odzivih pri razli¢nih
koncentracijah relativno majhne. Pri visjih koncentracijah (od 66,7 pg/l naprej), je veliko
obcutljivost pokazala tudi vrsta Oscillatoria tenuis. Pri slednji odziv v merjenem obmocju
ni bil linearen, vendar pa so bile razlike med odzivi na razlicne koncentracije HgCl, v tem
obmocju veliko vecje kot pri C. vulgaris, kar kaze na to, da bi biosenzorski sistem s to algo
lahko imel v ozkem koncentracijskem obmocju vecjo resolucijo. Tezava, ki se pojavlja pri
uporabi O. fenuis so velike razlike med posameznimi ponovitvami meritev, ki se kazejo v
velikih standardnih odklonih. Vzrok za to je po vsej verjetnosti morfologija alge, ki je
nitasta in omogoca tvorbo povezanih kolonij, posledica ¢esar je nechomogena kultura in
zato vecja variabilnost pri vzorcenju. Alge vrste Scenedesmus subspicatus so se izkazale
kot neobcutljive na uporabljene koncentracije HgCl, in zato neprimerne za uporabo v

biosenzorskem sistemu.
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Ugotovili smo, da je za ob&utljivost alge na Hg*" poleg morfoloskih zna¢ilnosti izjemnega
pomena tudi trenutno fiziologko stanje, v katerem se nahaja, ko pride v stik s Hg*" (razlika
med ucinki pri razlicnih ponovitvah pri C. vulgaris). Ohranjanje konstantnega fizioloSkega
stanja celic, pri katerem so slednje najbolj obcutljive, so Frense in sod. (1998) dosegli z

gojenjem alg v kontinuirnem fotobioreaktorju.

Z metodo merjenja jakosti zakasnjenje fluorescence smo statistiéno znacilne ucinke po
15-minutni izpostavitvi izmerili tako pri vrsti C. vulgaris, kot pri O. tenuis, medtem ko
smo z merjenjem fluorescencnih parametrov Fy in Fy, zaznali odziv le pri vrsti C. vulgaris.
Slednji je bil izmerjen pri trikrat vi§ji koncentraciji Hg®" kot z metodo zakasnjene
fluorescence. Obe omenjeni dejstvi kaZeta na to, da je metoda zakasnjene fluorescence

obcutljivejsa kot metoda merjenja fluorescencnih parametrov.

Kot ustrezna kvantitativna biomarkerja za prisotnost Hg*™ v vzorcu sta se torej pri
obcutljivih algah izkazala jakost zakasnjene fluorescence v prvi sekundi po osvetlitvi ter
fluorescencna parametra Fy in F,, medtem ko je kvalitativni odziv hitro opazen Ze iz

krivulj relaksacijske kinetike zakasnjene fluorescence.

Uporaba opti¢nega biosenzorskega sistema na osnovi testiranih alg je omejena z
obcutljivostjo. Kljub temu, da je ta v preizkuSenem sistemu s C. vulgaris podobna kot pri
vecini Ze opisanih opisanih biosenzorjev, ta v sploSnem ne dosega koncentracijskega ranga
zivega srebra v okoljskih vodnih vzorcih. Koncentracije zivega srebra, izmerjene v vzorcih
vode iz Idrijce so se npr. gibale od 2,8 do 197 ng/l (Horvat in sod., 2002), v stojecih vodah
mocno obremenjene kitajske province Guizhou pa od 6 do 10 000 ng/l (Nolde, 2000).
Visje koncentracije zivega srebra so prisotne v nekaterih industrijskih odplakah, iztokih iz
Cistilnih naprav in sedimentih. Za uporabo predlaganega biosenzorskega sistema pri analizi
manj obremenjenih okoljskih vzorcev voda, bi bilo torej potrebno bodisi koncentriranje
vzorcev, bodisi povecanje obcutljivosti bioloskega elementa. Poleg uporabe celic z
najprimernejSo  gostoto in fizioloSkim stanjem, bi bilo smiselno preizkusiti tudi vpliv
razgradnje ekstracelularnih polisaharidov, ki jih izlocajo mnoge alge, na obcutljivost
slednjih za zivo srebro. Omenjeni produkti namre¢ lahko vezejo Hg ter tako preprecujejo
njegov vstop v celice (Geresh in sod., 1997), kar bi lahko bil vzrok za navidezno vecjo
odpornost. Nadaljnja koraka v povecanju obcutljivosti bi lahko bila povecanje propustnosti

celicne membrane, ali uporaba izoliranih kloroplastov alg.
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Druga tezava, ki bi lahko nastopila ob uporabi predlaganega biosenzorskega sistema pri
analizi okoljskih vzorcev, je nespecificen odziv. Znano je, da je fotosistem II obcutljiv na
mnoge tezke kovine, herbicide in nekatere druge kemijske spojine, zato dobljenega signala
v okoljskih vzorcih ne bi mogli z gotovostjo pripisati le vplivu Zivega srebra. Morebitna
resitev bi lahko bila v pripravi negativnih kontrol iz vzorcev okoljske vode, ki bi jim dodali
specifiéne kelatorje za zivo srebro. Razlika med odzivom vzorca in kontrole bi bila tako
neposredno povezana s koncentracijo biodostopnega deleza tega elementa v vzorcu.
Kelatorji, ki bi bili popolnoma specifi¢ni za Zivo srebro do sedaj Se niso znani. Med najbolj
specificne spadata mezo-dimerkaptosukcinat (DMSA) in dimerkaptopropansulfonat
(DMPS), znan pa je tudi Ze model kemijske spojine, ki bi se najbolj optimalno vezal z

zivosrebrovimi ioni (George in sod., 2005).

Druga moznost za povecanje specificnosti doloCanja zivega srebra v kompleksnih vzorcih
bi bila lahko primerjava profila kineti¢nih krivulj zakasnjene fluorescence vecih razli¢nih
alg ob stiku z neznanim vzorcem s profili, dobljenimi ob izpostavitvi istih alg razlinim
koncentracijam Zivega srebra in drugih znanih onesnazeval. V nasi raziskavi so se namre¢
kineti¢ne krivulje, nastale ob izpostavitvi treh razli¢nih vrst alg zivemu srebru med seboj
razlikovale po teZis¢u najvedjih sprememb, kar kaZze na razliéno mesto uéinka Hg”™ na
fotosistemu II pri posamezni vrsti alge. Pri C. vulgaris, se je vpliv HgCl, najbolj ocitno
pokazal na prvem delu grafa (do 1 sekunde po koncu osvetljevanja), kar kaze na inhibicijo
donorske strani FS II (prenosa elektronov med OEC in reakcijskim centrom FS II).
Nasprotno je bil vpliv pri O. tenuis najbolj izrazen v drugem delu grafa (od 1 do 10 sekund
po koncu osvetljevanja), kar kaze na zaviranje toka elektronov na akceptorski strani FS II

oziroma njihovega prenosa na plastokinone.

Moznosti uporabe alg v okoljevarstvu se poleg uporabe v biomonitoringu, kazejo tudi na
podrocju bioremediacije. Dokazano je, da zive alge lahko privzamejo vecje koli€ine Zivega
srebra in nekaterih drugih tezkih kovin kot nezivi material s podobno povrsino, proces
privzema pa poteka z manjso hitrostjo. Omenjeni dejstvi kazeta na to, da poleg biosorpcije
pri prevzemu pomembno vlogo igra tudi bioakumulacija (Schmitt in sod., 2000). V nasi
raziskavi smo ugotovili, da so med 10-urno inkubacijo alge vrste Chlorella vulgaris v
gojis¢u s koncentracijo Hg*" 1pg/l slednje privzele priblizno 4395 ng/g Hg, medtem ko je
bila po 20-urni inkubaciji izmerjena koncentracija zivega srebra v oziroma na algah skoraj
polovico nizja. Pojav zmanjSevanja privzema tezkih kovin ob vefanju biomase alg so
opazili tudi Schmitt in sod. (2000), razlogi zanj pa Se niso znani. Predvidevamo, da bi bil

mozen vzrok lahko aktiviranje obrambnih mehanizmov mikroalg (npr. izlocanje kelatorjev,
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blokada transporterjev,...), ki bi po doloCenem Casu zmanjsali ali ustavili prehod zivega
srebra v celice. V biomasi Ze obstojece zivo srebro bi se pri tem razred¢ilo z delitvijo celic,
ob odmrtju in razpadu starejSih in bolj obcutljivih med njimi, pa bi se dolo¢en del Hg
sprostil nazaj v raztopino. Slednje razloZi poleg zmanjSane koncentracije Hg v algah po
daljsi izpostavitvi tudi dejstvo, da je bila absolutna masa Hg v biomasi po 20-urni
inkubaciji manjSa kot po 10-urni. Hipotezo podpirajo tudi rezultati meritev zakasnjene
fluorescence pri koncentraciji 20 pg/l HgCl,. Ti kazejo na padec jakosti zakasnjene
fluorescence po 15 minutah, ki pa mu je sledil ponoven dvig na zacetno vrednost po 24
urah. Do podobnih rezultatov so z meritvami parametrov fluorescence pri izpostavitvi alg
37 pg/l HgCl,, prisli tudi Juneau in sod. (2001). Pojav tolerance so zZe prej opazili tudi pri
nekaterih drugih tezkih kovinah, na primer bakru (Fernandes in sod., 1991; Moffet in
Brand, 1996).

Intenziven upad zakasnjene fluorescence po 24-urni izpostavitvi alg koncentraciji HgCl,
200 pg/l, bi lahko razlozili z odmrtjem celic, kot posledico inhibicije fotosinteze in drugih

metabolnih procesov.

.....

.....

odvisnosti od casa po obliki spominjata na krivulje, ki so jih dobili pri merjenju
biosorpcije Hg”" na algo C. barcata (Herrero in sod., 2005). OpaZeni pojav bi torej lahko
bil posledica adsorpcije oziroma bioakumulacije Hg*" in tako zmanganja razpolozljive
koli¢ine prostega Hg*" za redukcijo. Zaradi intenzivnosti spontane redukcije Hg*", ki je
potekala v gojiS€u, aktivne vloge alg pri tem procesu nismo mogli oceniti. Poskus, pri
katerem bi primerjali obseg redukcije v gojilnem mediju z nezivo biomaso alg s tistim, v
katerem so zive alge bi morda lahko dal odgovor na vprasanje, kaksna je aktivna vloga alg

pri tem procesu.

Analiza prisotnosti metiliranega Zivega srebra v algah je, v nasprotju s pri¢akovanji,
pokazala prisotnost slednjega v biomasi tako po 10- kot po 20-urni inkubaciji. Po daljsi
izpostavitvi je bila koncentracija izmerjenega MeHg skoraj trikrat vecja kot po krajsi. Ker
pri algah aktivni mehanizmi metilacije Se niso opisani, sklepamo, da bi lahko bila
prisotnost MeHg posledica kemicnih reakcij, pri katerih sodelujejo njihovi metabolni
produkti. Kot mozne donorje metilne skupine v abiotskih reakcijah, potekajocih v vodnih

sistemih, omenjajo nekatere vitamine (metilkobalamin), majhne organske molekule
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(dimetiliodid, dimetilsulfid) in celo nekatere organometalne komplekse (Valbona in sod.,
2005). Prisotnost abiotske metilacije bi prav tako lahko preverili s poskusom, pri katerem

bi kot kontrolo uporabili nezivo biomaso alg.

Izmerjeno povecano vsebnost MeHg v kontrolnem gojisS¢u po 20-urni inkubaciji
pripisujemo naklju¢ni kontaminaciji, saj mineralna sestava samega gojis¢a ne dopusca

znatne verjetnosti abiotske metilacije.

Masna bilanca izmerjenega Hg-T je pokazala, da je med inkubacijo oziroma pripravo
vzorcev za analizo priSlo do izgube doloCenega dela v zacetku dodanega zivega srebra.
Poleg moznih izgub biomase alg pri filtraciji in drugih postopkih priprave vzorcev, je
delno k izgubam prispevalo tudi intenzivno izhlapevanje Hg’. Slednje je verjetno tudi
kljucni vzrok za izgubo Hg iz kontrolnih gojiS¢, v katerih poteka intenzivna spontana

.....

oblike — Me;Hg (Pongraz in Heumann, 1997).

Pri interpretaciji dobljenih rezultatov je pomembno poudariti, da zaradi omejenosti s
casom, tehni¢ne zapletenosti poskusov ter majhne biomase alg, vec¢je Stevilo ponovitev
izpostavitve alg ter meritev zivosrebrovih zvrsti, ki bi dale statisticno podprte zakljucke, ni
bilo mogoce. Hipoteze, ki smo jih postavili ob dobljenih rezultatih torej temeljijo na
predpostavki, da slednji niso bili posledica nakljucja, temvec bi se ponovili tudi v primeru

vecjega Stevila ponovitev poskusov oziroma meritev.
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Na podlagi raziskave lahko podamo naslednje sklepe:

- Obgutljivost na Hg*" v koncentracijkem obmod&ju do 200 pg/l sta pokazali dve od treh
preizkusenih vrst alg (C. vulgaris in O. tenuis), medtem ko pri vrsti S. subspicatus ni
bilo izmerjenega ucinka, zaradi Cesar ta alga ne bi bila primerna kot bioloski element

v biosenzorskem sistemu na osnovi FS 1II.

- C. vulgaris je pokazala obcutljivost in linearen odziv pri niZjih koncentracijah kot
O. tenuis, medtem ko je bil pri slednji odziv v ozjem obmocju visjih koncentracij
intenzivnejsi, kar nakazuje, da bi bil biosenzor z uporabo prve od omenjenih vrst bolj
obcutljiv, vendar bi imel manjSo lo¢ljivost od biosenzorja, v katerem bi uporabili

drugo od obeh vrst.

- Od obeh uporabljenih metod meritev fotosintetskega odziva alg na Hg*" se je metoda
zakasnjene fluorescence izkazala za obcutljivejSo od metode merjenja fluorescencnih

parametrov.

- Pred uporabo biosenzorja na osnovi fotosintetskega odziva obcutljivih alg za
dolocanje Hg v okoljskih vzorcih, bi bilo potrebno izboljSati njegovo obcutljivost in

specifi¢nost, ali pa ustrezno prilagoditi vzorce in kontrole.

- Alge vrste C. vulgaris privzemajo zivo srebro iz gojis¢a in lahko posredno ali

neposredno vplivajo na pretvorbe tega elementa.

- Privzem Zivega srebra se je pri inkubaciji C. vulgaris z 1ug/l Hg*" je pri daljsem asu
inkubacije kljub vecji biomasi alg zmanjSal, kar kaze na mozno aktivacijo

odpornostnih mehanizmov.

-V gojis¢u s C. vulgaris poteka intenzivna redukcija Hg®', ki pa je v veliki meri

spontane narave.

-V gojis¢u s C. vulgaris je mozna metilacija Hg*".

.....

potrebno narediti vecje Stevilo ponovitev in vzporednih meritev.
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6 POVZETEK

Zivo srebro je eden od elementov, ki so za Zive organizme strupeni v vseh biodostopnih
oblikah. V okolju je prisotno Ze od nekdaj, vendar je na njegovo krozenje in akumulacijo v
nekaterih ekosistemih s svojim delovanjem, na primer rudarjenjem in uporabo v industriji
mocno vplival ¢lovek. V obremenjenih, predvsem s kisikom omejenih vodnih sistemih,
prihaja do metilacije Hg”", pri ¢emer nastaja organizmom $e nevarnej$a, v mas¢obah topna

oblika tega elementa - MeHg, ki se kopici v prehranjevalnih verigah.

Odkar so znani toksi¢ni ucinki zivega srebra na vi§je organizme, si Cloveska druzba
prizadeva zmanjSati vnos biodostopnih oblik elementa v okolje ter hkrati nadzirati
mobilnost tistega dela Hg, ki je v okolju Ze prisoten. Klasi¢ne kemijske metode analize
obremenjenosti razli¢nih ekosistemov z zivim srebrom se ponasajo z veliko obcutljivostjo,
vendar pa so drage in tehni¢no zahtevne. Ideja o uvedbi cenejSe in enostavnejSe
biosenzorske analitike, ki bi pokazala okvirno koli¢ino biodostopnega deleza zivega srebra
v vzorcih in smiselnost nadaljnjih kemijskih meritev, ter tako morda pripomogla k nizjim

stroSkom analize, je gonilo za razvoj sistemov detekcije Hg preko bioloSkega odziva.

Biosenzorski sistemi na osnovi fotosistema II (FS II) temeljijo na meritvah jakosti
fotosintetskih odzivov, ki nastanejo ob stiku inhibitornih snovi s fotosistemom alg ali
cianobakterij. Eden najmocnejsih inhibitorjev FS II je tudi Hg®', zato je prisotnost

slednjega mozno zaznati preko sprememb v fotosintetskem odzivu.

V raziskavi smo merili fotosintetske odzive na razli¢ne koncentracije Hg” pri treh vrstah
alg, ki so predstavljale potencialne bioloske elemente biosenzorskega sistema. Pri tem smo
uporabili metodi merjenja zakasnjene fluorescence in fotosintetskih parametrov Fy in F,.
Prva od obeh metod temelji na zaznavanju fotonov, ki se emitirajo v nekaj milisekundah
oziroma sekundah po koncu osvetlitve fotosintetskega aparata zaradi povratnega toka
elektronov po fotosintetski verigi, ki je vir energije za ponovno vzbuditev FS II po koncu
osvetlitve. Meritve fotosintetskih parametrov pa temeljijo na zaznavi fluorescence molekul
klorofila a, ki nastane pred locitvijo nabojev na fotosistemu II in jo zato zaznamo v nekaj
nanosekundah po osvetlitvi. Fy je parameter minimalne fluorescence, ki jo izmerimo po
temni adaptaciji alg, ko je vecCina fotosintetskih centrov odprta, F,, pa parameter
maksimalne fluorescence, ki nastane po osvetlitvi fotosintetskega organizma s svetlobo

velike jakosti.
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Odziv pri najmanj§ih koncentracijah Hg*™ (2,5 pg/l) smo z metodo merjenja zakasnjene
fluorescence izmerili pri vrsti Chlorella vulgaris. Poleg najmanjSega praga detekcije je bilo
pri tej vrsti ugotovljeno tudi Siroko obmocje linearnosti odziva. Pri vi§jih koncentracijah
HgCl, (nad 66,7 pg/l) smo izmerili odziv tudi pri vrsti Oscillatoria tenuis. Razlike med
odzivi pri posameznih koncentracijah so bile v tem primeru veliko vecje, vendar
linearnosti znotraj merjenega obmocja nismo ugotovili. Alge vrste Scenedesmus
subspicatus so se izkazale kot neobcutljive za HgCl, in zato neprimerne za uporabo v

biosenzorskem sistemu.

Med uporabljenima metodama detekcije, se je za obcutljivejSo od metode merjenja

fluorescen¢nih parametrov Fy in F,, izkazala metoda merjenja zakasnjene fluorescence.

V drugem delu naloge smo preizkusali vpliv alge C.vulgaris na transformacije in zivega
srebra v goji¢u. Kulturo alg smo inkubirali z 1 pug/l Hg*" ter sproti merili nastali Hg" , po
10 oziroma 20 urah pa Se koncentracije celokupnega (Hg-T) in metilnega (MeHg) Zivega
srebra v algah in gojiS€u. Pri tem smo uporabili metodi atomske absorpcijske
spektrometrije hladnih par (doloanje Hg-T) in atomske fluorescencne spektrometrije
hladnih par (doloanje MeHg in Hg"). Zaradi velikega obsega spontane redukcije Hg*"
vloge alg pri tem procesu nismo mogli opredeliti. V algah smo izmerili MeHg, pri ¢emer je
bila njegova koncentracija po 20-urni inkubaciji vecja kot po 10-urni. Nasprotno smo po
daljSem c¢asu inkubacije izmerili manjSo koncentracijo celokupnega Zivega srebra kot po
krajSem, kar v skladu z nekaterimi fotosintetskimi meritvami kaze na moznost razvoja

mehanizmov tolerance, ki preprecujejo vstop Hg v celice.

Na podlagi rezultatov raziskave zakljucujemo, da je izmed treh prizkuSenih vrst alg, za
uporabo v predlaganem biosenzorskem sistemu za detekcijo Hg glede na obcutljivost ter
linearnost in variabilnost odziva najprimernejSa vrsta C. vulgaris, medtem ko je med
preizkusenima metodama detekcije zaradi vecje obcutljivosti priporocljivejsa metoda

merjenja zakasnjene fluorescence.
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