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Povzetek

Krom velja za enega najnevarnejSih onesnazevalcev okolja. Predvsem v oksidativnem stanju
Cr (V1) je bil ze veckrat dokazan kot resna groznja za naravo in tudi neposredno za ¢loveka.
Ker imajo dosedanje metode ¢iscenja Cr (VI) le delno uspeSnost, se zanimanje usmerja
predvsem k metodam c¢iS¢enja s pomoc¢jo mikroorganizmov — bioremediaciji. V tej nalogi smo
preucevali uspeSnost kvasovk vrst Candida intermedia, Candida parapsilosis in Candida

tropicalis pri odstranjevanju kroma iz odpadne vode pri razli¢nih pH rednostih.

Po stirih dneh inkubiranja v teko¢em mineralnem gojis¢u smo odkrili, da so bile vse tri vrste
pri odstranjevanju podobno uspes$ne, predvsem v obmocju od pH 4 do pH 6, kjer so uspele
odstraniti ve¢ino kroma, njihova ucinkovitost pa je padla pri pH vrednosti 3 in 7. Izmed
izbranih vrst se je najbolj izkazala Candida tropicalis, kar kaze na moznost njene uporabe pri

reSevanju okoljskih problemov.
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1 Uvod

Onesnazenost vode in prsti s tezkimi kovinami je aktualna okoljska problematika in ima resen
vpliv na celoten ekosistem in posredno ter neposredno tudi na cloveka. Ena izmed tezkih
kovin je tudi krom,, ki ga v ionski obliki (Cr (V1)) najdemo v odpadkih metalurske in kemic¢ne
industrije ter pri strojenju, elektroplatiranju in proizvodnji baterij (Bajgai, et al., 2012). Zaradi
njegovih Stevilnih negativnih vplivov na okolje, in tudi neposredno na ¢loveka, je bil leta
2000 na ameriski lestvici UESPA uvrs¢en kot druga najnevarnejSa tezka kovina (takoj za

svincem), ki onesnazuje okolje (Horvat, 2009).

Krom se v naravi pojavlja v ve¢ oksidacijskih stanjih (0 -+6). Cr (VI) je znan je po svoji
rakotvornosti. Mo¢no poveca tveganje raka pljuc, ledvic in prebavil, ob direktnem stiku s
kozo pa povzroci alergijske reakcije (Salnikow & Zhitkovich, 2007). Njegova toksi¢nost je
primerljiva s cianidi, in naj bi bil stokrat bolj strupen kot Cr (111) (Bajgai, et al., 2012). Za
odstranjevanja Cr (V1) iz odpadnih voda in prsti se najpogosteje uporabljajo kemijske metode
in fitoremediacija (s pomocjo rastlin). Zaradi ucinkovitosti, cene in hitrosti pa je vse vecje
zanimanje tudi za bioremediacijo s pomoc¢jo doloc¢enih vrst in zdruzb mikroorganizmov
(Devetak, et al., 2011).

Raziskave so pokazale, da so dolocene vrste kvasovk odporne na visoke koncentracije Cr (VI)
in so ga s pomocjo biokemijskih procesov zmozne pretvoriti v manj toksi¢no obliko (Cr (111)),
adsorbirati na celi¢ni steni ali kopicti znotraj same celice (Ksheminska, et al., 2002). Cr (l11),
je zaradi slabSe topnosti tudi mnogo lazje odstraniti iz vode (Bajgali, et al., 2012). Candida
intermedia je eden izmed bolj raziskanih mikroorganizmov s podro¢ja odpornosti na Cr(\V1)
in bioremediacije s Cr (VI) onesnazenih okolij (Pas, et al., 2004; Jamik & Raspor, 2003).
Nekateri raziskovalci so dokazali, da je ta sposobnost prisotna tudi pri drugih vrstah rodu
Candida, na primer pri vrstah Candida tropicalis in Candida albicanis (Ho, et al., 2012; Pepi
& Baldi, 1992).

Namen te raziskovalne naloge je bil ovrednotiti uspesnost odstranjevanja Cr (V1) iz odpadnih
vod v odvisnosti od pH vrednosti s pomocjo treh kvasovk iz rodu Candida: C. tropicalis, C.
intermedia in C. Parapsilosis.. S to nalogo smo zeleli prispevati k boljsemu razumevanju in

iskanju uc¢inkovitih na¢inov zmanjSanja onesnazenosti okolja s tezkimi kovinami.
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1.1 Raziskovalno vprasanje

Kaksno koli¢ino Cr (VI) zmorejo kvasovke vrst Candida tropicalis, Candida intermedia in
Candida parapsilosis odstraniti iz teko¢ega medija v S$tirih dneh v odvisnosti od pH

vrednosti?

1.2 Hipoteze

1. Vse tri vrste v poskusu uporabljenih kvasovk bodo uspesno zmanjsale koncentracijo

Cr (VI) v tekocem mediju.

Na podlagi raziskav Pasa (2004) in Jamnikove (2003) predvidevamo, da bo Candida
intermedia odporna na Cr (V1) in bo uspesno znizala njegovo koncentracijo. Glede na
to, da so podobne zmoznosti raziskovali tudi pri drugih vrstah rodu Candida (Ho, et
al., 2012; Pepi & Baldi, 1992) pa predvidevamo, da bodo rezultati podobni tudi pri C.

tropicalis in C. parapsilosis-

2. pH medija bo pomembno vplival na uéinkovitost znizevanja koncentracije Cr (\V1).
Vse tri vrste kvasovk bodo najbolj u€inkovito odstranjevale krom (VI) pri pH

vrednostih nizjih od 7.

Glive iz rodu Candida lahko uspevajo v zelo sirokem razponu pH vrednosti. Candida
tropicalis uspesno raste med pH 3,5 in 6,6 (California, 2014), Pas (2004) in

Jamnikova (2003) sta kot optimalno pH vrednost gojisc¢a navedla pH 4.



2 Teoreti¢no ozadje

2.1 Krom

Krom (Cr) je element, ki se v periodnem sistemu nahaja v $esti skupini in etrti periodi. Cisti
krom je sijoCe srebrna, a krhka kovina, vendar so njegove spojine pogosto zelo Zivih barv —

od tod tudi ime (gr. Chromos — barva).

Najpogosteje se pojavlja v oksidacijskih stanjih od 0 do +6, vendar sta predvsem na podroc¢ju
onesnazenosti najve¢ pozornosti pritegnila Cr (V1) in Cr (I11). Cr (111) je eden od »elementov
v sledeh« potrebnih za metabolizem doloenih organizmov. Ceprav je bil dokazan za
neesencialnega pri sesalcih, igra vlogo v metabolizmu glukoze in lipidov pri ¢loveku, ki pa
zal $e ni bila podrobno raziskana (Bona, et al., 2011; Jamik & Raspor, 2003; Stearns, 2008).
Pri prekomernem zauzitju Cr (111) je mozno opaziti njegov negativen vpliv na DNK, kar je pri
normalnih pogojih skrajno neverjetno, in pri zmernem uzivanju njegove koristi kot hranilo
pretehtajo teoreticno tveganje (Eastmond, et al., 2008; Pas, et al., 2004). Znano je, da so
nekateri mikroorganizmi zmozni Cr (V1) iz okolja reducirati v manj toksi¢no obliko Cr (I11)
(Volesky, 1990).

Cr (VI), ki je moc¢an oksidant, velja za kancerogenega in splo$no nevarnega. Mo¢no poveca
tveganje pljucnega raka, kadar vstopi v telo preko vdihanega zraka, poleg pljuc pa so ranljive
tudi ledvice in prebavila. Topne spojine so sicer manj kancerogene, a so §¢ vedno nevarne. Ob
direktnem stiku s kozo povzro¢i tudi alergijske reakcije (Salnikow & Zhitkovich, 2007).
Zaradi podobnosti sulfatov in kromatov v naboju in elektronski strukturi Cr (V1) celico vstopi
preko transportnega sistema za zveplo (Shi, et al., 1994). Zaradi oksidativnih lastnosti lahko
prodre skozi celiéno membrano in povzroca posSkodbe tkiva (Jamik & Raspor, 2003). Njegova
Skodljivost je bila ocenjena na nivoju cianidov in je tisockrat bolj mutagen od Cr (I11) in se od

slednjega zaradi boljse topnosti v vodi tudi lazje premika (Bajgai, et al., 2012).

2.3.1 Onesnazenost s kromom

Viri Cr (I1l) v tleh so navadno umetna gnojila, apnenec in zivalski gnoj, viri Cr (VI) pa

insekticidi in fungicidi. Krom iz odplak se obic¢ajno nabira v blatu. Cr (Il1) je iz blata (in
9



drugih vzorcev) mozno razmeroma lahko v celoti odstraniti, Cr (V1) pa zgolj 26-48%. Ostala
prizadeta obmocja so med drugim okolica izgorevanja premoga (pepel vsebuje veliko koli¢ino
Cr), cestis¢a (iz avtomobilskih zavornih sistemov), ter pa tudi podtalnica (spiranje prsti)
(Horvat, 2009). Koli¢ina Cr (VI) v povrsinski vodi je sicer odvisna od razli¢nih dejavnikov
(na primer pH) tja pa pride preko odplak jeklarske, usnjarske, lesne in tekstilne industrije.
Onesnazenje s kromom velja za enega najnevarnejsih in ga je leta 2000 ameriska organizacija
za zasCito okolja (UESPA) razglasila za drugo najpogostejSo onesnazevalno tezko kovino,

takoj za svincem (Horvat, 2009).

2.3.1.1 Primeri onesnazenja po svetu

V Sloveniji je edino resneje s kromom onesnazeno obmocje na Jesenicah, vzrok pa je
najverjetneje povezan z bliznjim odlagaliS¢em odpadkov in zelezarsko industrijo. Nasplosno
veljajo Jesenice za eno izmed najbolj s tezkimi kovinami onesnazenih slovenskih mest
(Oprckal, 2013; Gorisek, 2011). Kriticna koli¢ina Cr (VI) v tleh v Sloveniji, ki sledi
evropskim smernicam, znaSa 25 mg/kg suhe prsti, medtem ko je mejna koncentracija v
odpadnih vodah za celotni krom 0,5 mg/L in 0,1 mg/L za Cr (VI) (uradni list republike

Slovenije).

Poznani pa so tudi veliko bolj drasti¢ni primeri onesnaZzenosti s kromom. Leta 2011 je v
Avstraliji v tovarni eksplozivov Orica v Newcastlu priSlo do nenadzorovanega izpusta kroma
- naenkrat je bilo izpostavljenih 20 tamkaj$njih delavcev in bliznje naselje s 70
stanovanjskimi skupnostmi (Tovey, 2011). Podoben dogodek belezijo tudi v Iraku, kjer so bili
leta 2003 v obratu za preciScevanje vode Qarmat Ali Stevilni delavci in pa tudi tuji

obiskovalci izpostavljeni Cr (V1) (Gonzales, 2008).

V ZDA je leta 2010 potekala raziskava, ki je proucevala ¢istost vodovodne vode v 35 mestih
razli¢nih zveznih drzav izmed katerih je bila pri 31 odkrita izmerljiva raven Cr (V). 25 mest,
z mestom Norman v Oklahomi na ¢elu, je celo presegalo takratno predlagano mejno vrednost.
Na podlagi nadaljnjih raziskav nacrtujejo uvedbo natancnih omejitev za posamezne oblike

kroma.
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V grski podtalnici, predvsem na obmo¢jih Evboje in na jugovzhodu Peloponeza, je bila
odkrita visoka raven Cr (VI) v podtalnici, ki je ponekod celo presegala grske in evropske
omejitve (do 80 pg/L Cr (VI1)). Onesnazenost s kromom je na teh obmocjih povezana z mo¢no
industrijsko dejavnostjo v zadnjih 40 letih (Vasilatos, et al., 2008).

2.3.2 K,Cr,0,

Kalijev dikromat (Slika 1) je pogost vodotopen anorganski kemijski reagent, najpogosteje
rabljen kot oksidant, ¢eprav je zaradi vsebnosti Cr (VI) akutno in kroni¢no Skodljiv zdravju.
Pri sobni temperaturi je svetlo rdece barve, sipek, kristali so najpogosteje drobni. Zaradi
higroskopnosti, zmoznosti vezave vlage, je Se uporaben pri dolo¢enih kemijskih reakcijah
(Anger, in drugi, 2000)

Slika 1: Kalijev dikromat: (levo) pri sobnih pogojih; (desno) model zgradbe (wikipedia, 2007)

Obicajno ga pridobivajo se ga z reakcijo med kalijevim kloridom (KCI) in natrijevim

dikromatom (Na,Cr,05), kjer poleg njega nastane Se natrijev klorid (NaCl).
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2.2 Bioremediacija kroma

Mikroorganizmi igrajo pomembno vlogo pri bioremediaciji kroma. Razne vrste gliv, bakterij
in alg so znane po odpornosti na visoke koncentracije kroma in so sposobne redukcije,
adsorbcije in/ali akumulacije, s ¢imer ga naredijo manj toksi¢nega. Natan¢no delovanje teh
mehanizmov je zaenkrat manj raziskano (Bajgali, et al., 2012; Jamik & Raspor, 2003). Ena od
verjetnih moZnosti zajema vmesno reduciranje Cr (VI) v Cr (V) s pomoc¢jo raznih reducentov,
kot na primer NAD(P)H, FADH,, in glutationa, ki pa se nato dalje reducira v zaenkrat Se
neznanih reakcijah (Jamik & Raspor, 2003).

Med glavnimi procesi, ki postavljajo omenjene mikroorganizme na mesto kandidatov za
bioremediacijo, sta bioabsorbcija (pasivno absorbiranje dolocene snovi iz okoliskega medija
in vezanje le-tega na celi¢ne strukture) in adsorbcija (vezanje snovi na strukture na zunanjosti
celice) (Jamik & Raspor, 2003; Pas, et al., 2004; Volesky, 1990). Cr (VI) absorbiran ali
adsorbiran v mikroorganizmih je torej imobiliziran in verjetnost neposrednega stika z drugimi
organizmi je manjSa. Tak krom lahko z odstranitvijo mikroorganizmov, v katerih se nahaja, s

pomocjo filtrov ali drugih metod popolnoma odstranimo iz narave.

2.2.1 Odziv vrste Candida intermedia na krom

Jamnikova (2003) je v svoji raziskavi glivo Candida intermedia izpostavila razlicnim
koncentracijam kroma (0.05, 0.1, 0.3 in 0.5 mM) iz kalijevega dikromata in opazila vecjo
intenziteto metabolizma, kar je povezano s stresnim odzivom celice. Predvsem pri
koncentraciji 0,1 mM je opazila poveCevanje koli¢ine glutationa, ki je o€itno igral pomembno
vlogo pri obrambi. Povecana sinteza glutationa, pomembnega antioksidanta v glivah in drugih
organizmih, predvsem pri obrambi pred tezkimi kovinami, se ujema z dejstvom, da je Cr (VI)

mocan oksidant (Pompella, et al., 2003).

Pas pa je s sodelavci (2004) predstavil vpliv Cr (V1) in Cr (I11) na morfologijo posameznih
celic glive Candida intermedia. Cr (VI),ni imel opaznega vpliva na morfologijo celic.
Dokazali so tudi, da celica Cr (VI) bistveno hitreje in intenzivneje absorbira, s kot Cr ().
Najverjetneje je to posledica pogostoti pojavljanja Cr (V1) v biolosko ugodnejsih spojinah. Cr
(V1) lahko skozi celicno membrano preide v notranjost celice v obliki kromatov (CrO,2") ali
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bikromatov (CrO,*") in sicer skozi mehanizme, namenjene podobno zgrajenim anionom

(SO4%, PO,*), Ceprav tudi ta proces $e ni temeljito preucen.
Rezultati te raziskave so pokazali, da se krom v veliki ve€ini (70%) nabere v protoplastih

celice, preostanek (21%) pa je vezan na celi¢no steno, ali pa je Sibkeje pritrjen in se je pri

centrifugiranju vzorcev spral s celice (9%).

2.3 Glive iz rodu Candida

Candida je rod kvasovk, ki zajema priblizno 283 raznovrstnih vrst. Celice se, kot je zna¢nilno
za glive, povezujejo v hife oziroma pseudohife (Slika 4, 5), lahko pa jih najdemo tudi v obliki
kvasovk (Slika 3). Tvorba hif oziroma pseudohif je odvisna od vrste (Silva, Negri, Henriques,
Oliveira, Williams, & Azeredo, 2011). Pogostejse pseudohife nastajajo s celicno-delitvijo,
kjer héerinske celice ostanejo pritrjene na mati¢no celico brez vmesnih celi¢nih sten (septe),
medtem ko prave hife nastajajo z jasnim deljenjem razvejane hife v posamezne celice. Vec€ina

jih je zmozZna metabolizma glukoze in maltoze.

Vrste iz rodu Candida so znane predvsem kot povzrociteljice kandidoz, ¢eprav je le manjSina
v resnici nevarna (Silva, et al., 2011). Mnoge vrste so ¢loveski in Zivalski simbionti.
Kandidoza je glivi¢na bolezen (mikoza), ki jo povzroc¢ajo glive rodu Candida in se pojavi le v
primeru oslabljenega imunskega sistema osebe. Povzrocitelj 80% vseh kandidoz je Candida
albicans, ki povzroc¢a bolezenske spremembe na obmocju sluznice razliénih organov,
najpogosteje v ustni votlini, Zrelu, poziralniku, popku, ¢revesju, se¢niku ali noznici, kjer je
sicer del obi¢ajne mikrobiote (Ryan & Ray, 2014; EOL, 2012). Z izjemo vrste Candida
albicanis je rod Candida slabo raziskan, vendar se zaradi naras¢anja Stevila bolnikov z AIDS-
om raziskave usmerjajo tudi na druge vrste (Silva, et al., 2011). Priblizno 65% gliv rodu
Candida se ni sposobna razmnoZzevati in rasti pri temperaturah visjih od 37 °C, kar jim med

drugim preprecuje, da bi bile resnejSa groznja ¢loveku (Silva, et al., 2011).
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Slika 2: Kolonije kvasovk (z leve proti desni) Candida intermedia, Candida parapsilosis in

Candida tropicalis na trdnem YEPD gojiscu (lasten vir)

2.1.1 Candida intermedia

Candida intermedia se najpogosteje oblikuje v pare ali manjSe skupinice celic. Celice so
lahko okrogle ali rahlo podolgovate, v povprecju velike od 3 do 5 um (Slika 3). Izmed
kvasovk uporabljenih v tej nalogi, je bila na vrsti Candida intermedia izvedena podrobna
raziskava (Jamik & Raspor, 2003) vpliva Cr (VI) in Cr (Ill) v razliénih spojinah na
morfologijo in biokemijsko aktivnost celice.
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Slika 3: Candida intermedia pod elektronskim mikroskopom (Pas, et al., 2004)

2.1.2 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis je nezmozna tvoriti prave hife, ampak so njene pseudohife lahko
nenavadno velike in so si s tem prisluzile vzdevek »orjaske celice« (ang. giant cells) po
mnenju Silve in sodelavcev (2011). Posamezne celice so drugace rahlo podolgovate oblike,
od 2,5 do 4 um v ozjem in do 9 um v SirSem delu (Slika 4). Candida parapsilosis je v
zadnjem Casu postala pogost povzrocitelj sepse in infekcij pri osebkih z oslabljenim imunskim
sistemom. V naravi jo lahko najdemo tudi v mikrobioti hi$nih Zivali in ZuZelkah ter v prsti
(Segal, et al., 1996).

(b)

Slika 4: Candida parapsilosis (Silva, et al., 2011)
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2.1.3 Candida tropicalis

Candida tropicalis se je v dolo¢enih raziskavah pojavljala kot prave hife v drugih pa kot
pseudohife. Velika je navadno 4-8 x 9-11 um v podolgovati ali okrogli obliki (Slika 5).
Njena posebna znacilnost je, da je za razliko od ve¢ine kandid zmozna tudi metabolizma
saharoze. Poleg vrste Candida albicans je pogosta tudi v ¢loveskem krvnem obtoku, drugace
pa uspeva tudi v prsti, vodi in na listih rastlin. Najbolje uspeva pri temperaturi 37 °C
(nekateri sevi tudi pri 40 °C ali 42 °C) in pri pH-ju 3,5-6,6 (California, 2014).

Slika 5: Candida tropicalis pod mikroskopom: (z leve proti desni) 100 x povecava, 400 x

povecava, 1000 x povecava (lastni vir)

2.4 Klorometri¢na metoda

Za merjenje  koncentracije kroma v vzorcih smo uporabljali  klorometri¢no
(spektrofotometri¢no) metodo. Metodo smo povzeli po seznamu metod za pregledovanje vod
ameriSke zveze za javno zdravje (American-Public-Health-Association, 2015). Temelji na
pojavu, kjer molekule ali ioni dolo¢ene snovi absorbirajo za njih znacilne valovne dolZine
vidne ali ultravijoli¢ne svetlobe. Ob prehodu svetlobe skozi kiveto z vzorcem se doloceni deli
spektra absorbirajo v obarvani snovi, kar pa naprava zazna kot razliko v oddani zacetni in
prejeti kon¢ni svetlobi (Slika 6). Na podlagi dobljenega podatka lahko nato izra¢unamo
transmitanco (prepustnost) - torej koliko svetlobe je preslo skozi vzorec - 0z. absorbanco -

koliko svetlobe je vzorec vsrkal. Snov, ki jo zelimo izmeriti, prelijemo v kivete najprej pa je
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spektrofotometer potrebno kalibrirati z vzorcem, ki vsebuje vse razen dolo¢ene snovi, ki jo

zelimo meriti.

vir svetlobe

resetke za uklon svetlobe I_ j
N absorbetjski vir

I I svetlobe
o

vir svetlobe
linearni CCD detektor spektra
Slika 6: Prikaz delovanja spektrofotometra (shema prirejena po Vernier

http://lwww.vernier.com/products)

Da lahko na podlagi absorbance izratunamo koncentracijo nase snovi, potrebujemo
umeritveno krivuljo. Umeritvena krivulja je graf absorbance v odvisnosti od koncentracije
snovi, dobimo pa ga tako, da v naprej pripravimo niz koncentracij, ki jim izmerimo
absorbanco. Ko bomo Zeleli izmeriti neznano koncentracijo snovi v vzorcu, bomo po obratni

poti iz grafa umeritvene krivulje od¢itali, kateri koncentraciji pripada izmerjena absorbanca.

3 Materiali in metoda dela

3.1 Materiali

3.1.1 Delovni mikroorganizmi
Pri delu smo uporabili sledece mikroorganizme, ki smo jih prejeli iz Uniformed Services

University of the Health Sciences:

- Candida intermedia (sev MD1152)
- Candida parapsilosis (sev MD1154)
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- Candida tropicalis (sev MD 1316)

V/si sevi so nepatogeni (Biosafety level 1).

3.1.2 Zascitna oprema

- Za§citna halja (Lauffenmiihle)
- Zascitne rokavice za enkratno uporabo (Sogeva)

- Zascitna ocala (3M)

3.1.3 Kemikalije

- K,Cr,0, v prahu (Merck)

- Destilirana voda

- Pepton (Difico)

- Glukoza (Fluka Analytical)

- Bushnell Haas Broth (Sigma Aldrich)

- Kvasni ekstrakt (Fluka Analytical)

- Difenilkarbazid (raztopina 10 g/L v acetonu)
- HsPO, (Merck)

- HCI (1 M)

- NaOH (4%)

3.1.4 Laboratorijski pribor

- Epruvete (16X160 mm)

- Majhne epruvete (12X100 mm)

- Kovinski pokrovcki za epruvete

- Erlenmajerice (50 mL, 100 mL, 200 mL)
- Merilne buc¢ke (50 mL, 200 mL)

- Case (80 mL, 200 mL, 1000m mL)

- Steklene palcke
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- Merilni valj (50 mL)

- Plasti¢ne pipete

- Avtomatske pipete (Transferpipette, 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL, 1 — 100 mL) in
sterilni nastavki

- Stojala za epruvete

- Injekcijska brizgalka (20 mL)

- Filtrirni nastavki za brizgalke (Xtra PTFE - 20/13, premer por 0,2 pm)

- Kivete (Semi mikro, Ratiolab)

- Mikrobioloska zanka

3.1.5 Laboratorijske aparature

Vibracijski mesalnik (RS-VA10, Phoenix Instrument)

- Prenosni rac¢unalnik s programsko opremo Logger Pro

- Inkubator (Binder; nastavljen na 30°C)

- Avtoklav (CertoClav CVEL 12 LGS (LGA, Nurnberg))

- Prenosni gorilnik (Campaingaz)

- Elektronska tehtnica (Kern, z natan¢nostjo 0,001 g)

- Spektrofotometer (Vernier)

- Merilec pH (Vernier)

- Mikrobioloska za$¢itna komora - laminarij (MC-NC, Iskra PIO)

3.2 Metoda dela

3.2.1 Priprava umeritvene krivulje

Pred zacetkom dela s kvasovkami smo pripravili umeritveno krivuljo za Cr (VI), ki smo jo
kasneje uporabljali pri izracunu koncentracije kroma v kon¢nih vzorcih. Za umeritveno
krivuljo smo izbrali raztopine Cr (V1) koncentracij 0,2 mM, 0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, in 1,0
mM. Pripravili smo 20 mM zacetne raztopine K,Cr,0-, iz katere smo nato z red¢enjem z BH
+ GLU (recept zapisan pri poglavju »3.2.2 priprava gojis¢«) gojisS¢em V 50 mL buckah
pridobili niz koncentracij, od katerih smo odmerili po 9 mL. Odmerkom izbranih
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koncentracij smo nato dodali 0,7 mL raztopine difenilkarbazida (DPC) (10 g/L v acetonu) in
raztopino HzPO, (25%) in pustili 20 minut, da je potekla reakcija med reaktanti in Cr (VI)
ioni in se je tvoril obarvan kompleks, potreben za merjenje absorbance Cr (VI1). Za kalibracijo
spektrofotometra smo uporabili BH + GLU gojisc¢e z ustrezno koli¢ino difenilkarbazida in
H3PO.,.

Absorbanco obarvanega kompleksa med difenilkarbazidom in Cr (V1) smo merili pri 540 nm
(Reyes—Gutiérrez, et al., 2009). Podatek pri posameznih koncentracijah smo vrisali v graf in s

pomocjo programa Excel izracunali enacbo krivulje: y = 0,5829*In(x) + 2,0086, s katero smo

pri obdelavi podatkov pretvarjali iz absorbance v koncentracijo.

Slika 7: Vzorci raztopin kroma po dodajanju difenilkarbazida in H;PO,, (lastni vir)

3.2.2 Priprava gojisc¢

Pri tej raziskovalni nalogi smo uporabljali dve vrsti gojis¢: teko¢e YEPD gojis¢e in tekoci
BH medij z dodatkom glukoze (BH + GLU). YEPD gojis¢e smo uporabili kot hranljiv medij
za prekono¢no kulturo, ki omogoca ugodne razmere za hitro razmnozevanje kvasovk. BH +
GLU medij pa smo izbrali zaradi njegove natan¢no definirane kemijske strukture, ki omogoca

boljSo ponovljivost poskusa;—ket—pa in tudi ve¢jo predvidljivost kar se tiCe morebitnih
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kemijskih reakcij. Poleg tega je to gojiS€e dokaj revno in, ¢e odstejemo glukozo, Se najbolj

spominja na naravne razmere.
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3.2.2.1 Tekoce YEPD gojiSce in priprava prekonoc¢ne kulture kvasovk

YEPD gojisce smo pripravili po standardnem receptu, ki ga je opisal Atlas (1993, povzeto po
Pohar (2006)):
Kvasni ekstrakt: 2,5 g

Glukoza: 5 g

- Pepton:5¢

- Destilirana voda: do 250 mL
Sestavine smo v ¢asi med meSanjem segrevali, dokler se niso raztopile. TekoCe gojisc¢e smo
nato razdelili v erlenmajerice, pokrili s folijo in sterilizirali v avtoklavu (15 minut pri 121 “C).
V asepti¢nih pogojih (laminarij) smo v ohlajena sterilna tekoca gojis¢a iz osnovnih kultur na

trdni podlagi prenesli vse tri kulture kvasovk, dobro premesali in za 48 ur inkubirali pri 30°C.

3.2.2.2 Bushnell Haas (BH) gojis¢e z dodano glukozo (BH + GLU)

Bushnell Haas Broth (BH) medij z dodatkom glukoze smo pripravili po naslednjem receptu:
- Gojis¢e v prahu BH: 3,25 g
- Glukoza: 10,0 g
- Destilirana voda: do 1000 mL

Tabela 1: Sestava BH medija v prahu

Sestavina g/L

Magnezijev sulfat 0,20
Kalcijev klorid 0,02
Kalijev fosfat 1,00
Dikalijev fosfat 1,00
Amonijev nitrat 1,00

Nastete sestavine smo v ¢asi dobro premesali, dokler se niso raztopile.

3.2.2.3 Priprava pH in koncentracije kroma
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Pripravljeno BH + GLU gojis¢e smo razdelili v pet 200 mL ¢as. V vsaki ¢asi smo nato z
dodajanjem 1 M raztopine HCI, 4% NaOH in sprotnim merjenjem pH nastavili zelen pH
vrednosti od 3 do 7. Po odmerjanju pH smo v vsako ¢aSo s kapalko dodali 5,13 mL 20 mM
raztopine K,Cr, O, ter tako v vsaki ¢asi dobili 0,5 mM koncentracijo kalijevega dikromata oz.
1,00 mM koncentracijo Cr (V1) ionov. Pri tem smo predpostavili aditivnost volumnov, ki bi
naj bila pri tako majhnih koncentracijah zanemarljiva. To koncentracijo smo izbrali na
podlagi objavljenih raziskav (Jamik & Raspor, 2003; Pas, et al., 2004; Bajgai, et al., 2012).
Vsebino posamezne ¢ase smo razdelili med 18 epruvet, v vsako po 8 mL. Vseh 90 epruvet

smo nato pokrili s pokrovcki in avtoklavirali 15 minut pri 121 °C.

1000 mL
BH + GLU

_— |

200 mL
BH + GLU

200 mL
BH + GLU

200 mL
BH + GLU

200 mL
BH + GLU

200 mL

BH + GLU

+Cr
pH: 3

+Cr
pH: 6

+Cr +Cr
pH:5 pH: 7

AN AN AN AN N

Slika 8: Shema priprave vzorcev: A = Candida intermedia; B = Candida parapsilosis; C =

+Cr
pH: 4

Candida tropicalis; X = kontrola (lastni vir)

3.2.3 Nastavitev poskusa

Prekonocne kulture kvasovk smo dobro premesali, da so se celice enakomerno razporedile po
gojis¢u. V vsako epruveto s sterilnim BH + GLU medijem smo s pomo¢jo avtomatske pipete
prenesli po 0,1 mL kulture kvasovk in vsako premesali z vibracijskim meSalnikom. Po tri

epruvete posamezne pH vrednosti smo pustili brez kvasovk (kontrola) (Slika 9). Vse epruvete
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smo nato za §tiri dni dali v inkubator na 30 °C, vsak dan smo vsebino epruvet premesali z

vibracijskim mesalnikom.

Slika 9: Oprema pred zacetkom cepljenja: (1) = pripravljena BH + GLU gojisca s kromom in
nastavljenim pH; (2) = prekonocne kulture s kvasovkami; (3) = pripravljeno sterilni nastavki
za avtomatsko pipeto; (4) = casa za zbiranje odpadnih nastavkov, (5) = avtomatska pipeta;
(6) = case za shranjevanje epruvet med avtoklaviranjem in inkubacijo; (7) = vibracijski
mesalnik; (8) = etanol za razkuzevanje; (9) = alkoholni flomastri za oznacevanje epruvet

(lastni vir)

cev v

Po stirih dneh smo vsebino epruvet ponovno dobro premesali in jo nato z brizgami s
filtrirnimi nastavki prefiltrirali v plasti¢ne kozarcke (s tem smo odstranili glivne celice), od

koder smo nato z avtomatsko pipeto odmerili 3 mL , ki smo jih prelili v manjSe epruvete.
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Slika 10: Oprema pred zacetkom filtriranja: (1) = epruvete z vzorci po stirih dneh; (2) =
pripravijenih 90 manjsih epruvet; (3) = posoda s filtrirnimi nastavki in injekcijske brizge; (4)

= plasticni kozarci za precrpavanje filtrata (lastni vir)

Filtratom v v posamezni epruveti smo dodali po 0,23 mL difenilkarbazida in 1,33 mL
raztopine H;PO, ter po 20 minutah dosegli vijoli¢no obarvanje. Vsebino vsake epruvete smo
nato prelili v kivete in s pomocjo spektrofotometra, kalibriranega z Cistim gojisc¢em, izmerili
absorbanco vsakega vzorca. Vzorce, preostanek raztopin kroma in odpadne filtre smo

obravnavali kot okolju nevarne odpadke in jih odlozili na ustrezno mesto.
3.2.5 Obdelava podatkov

Na podlagi izmerjenih absorbanc pri umeritveni krivulji smo s programom Excel, s katerim
smo obdelovali nase podatke, izracunali enacbo logaritemske krivulje: y = 0,5829*In(x) +
2,0086. S to enacbo smo kasneje preracunavali absorbance filtratov v koncentracije kromovih
ionov. Ce enatbo obrnemo, tako da bomo z njo lahko pretvarjali podatke absorbance v

koncentracijo dobimo: x = e”((y-2,0086)/0,5829).
Po pretvorbi podatkov iz absorbance v koncentracijo smo posamezne vrednosti odsteli od
povprecja kontrole pri ustreznem pH. Dobljenim razlikam smo izraCunali povprecje in

standardni odklon (SD).
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4 Rezultati

4.1 Umeritvena krivulja

Pri merjenju absorbance pri vzorcih 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 in 0,5 mM raztopine K,Cr,O, smo
dobili naslednje rezultate (Tabela 2, Graf 1):

Tabela 2: Umeritvena krivulja: absorbanca v odvisnosti od koncentracije K,Cr,0,

Koncentracija K,Cr,O,[mM] Absorbanca
0,1 0,635
0,2 1,091
0,3 1,370
0,4 1,473
0,5 1,554
1,8
5 1 N B °
...... ! B
14 o ..
2 e
3 K 2
s 1 '
£
308
2
06 L
0,4
0,2
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Koncentracija Cr(VI) [mM]

Graf 1: Umeritvena krivulja: absorbanca v odvisnosti od koncentracije K,Cr,0,
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4.2 Rezultati eksperimenta

Po meritvah, opisanih pri metodi dela, smo izmerjene vrednosti absorbance preracunali v
koncentracijo Cr (VI) v enotah mM. Nato smo od koncentracij v kontrolnem mediju (brez
kvasovk) odsteli koncentracije iz medija s kvasovkami in tako dobili podatek koliko kroma so

kvasovke odstranile iz gojisc¢a pri posameznih pH (Tabela 3, Graf 2, 3, 4).

Tabela 3:Vrednosti kontrole in povprecne razlike v koncentraciji Cr (V1) med kontrolo in

vzorci s kvasovkami pri razlicnem pH

Koncentracija Cr (V1) v mediju [MM] po kon¢anem eksperimentu
Vrsta kvasovke pH 3 pH 4 pHS pH6 pH7
Kontrola (brez | Povpregje 0,350 1,025 1,052 0,947 0,051
kvasovk)
Standardna
o 0,032 0,012 0,043 0,011 0,004
deviacija
Razlika pri Povprecje 0,318 0,953 0,740 0,743 0,017
Candid SD
andida 0,000 0,020 0,071 0,044 0,002
intermedia
Razlika pri Povpredi
azlika pri ovprege 0,308 0,718 0,666 0,738 0,018
Candida
parapsilosis | SP 0,004 0,038 0,175 0,098 0,001
Razlika pri Povpredi
azlika pri ovpreqje 0,318 0,962 0,931 0,819 0,018
Candida
tropicalis SD 0,000 0,016 0,047 0,021 0,000
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Graf 2: Povprecne razlike v koncentraciji Cr (V1) med kontrolo in vzorci s kvasovkami pri

razlicnem pH pri vrsti Candida intermedia (+/- 1 SD)
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Graf 3: Povprecne razlike v koncentraciji Cr (V1) med kontrolo in vzorci s kvasovkami pri
razlicnem pH pri vrsti Candida parapsilosis (+/- 1 SD)

28



1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

Koncentracija Cr(VI) [mM]

0,200

3 4 5 6 7
pH

Graf 4: Povprecne razlike v koncentraciji Cr (V1) med kontrolo in vzorci s kvasovkami pri

razlicnem pH pri vrsti Candida tropicalis (+/- 1 SD)
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Graf 5: Povprecne razlike v koncentraciji Cr (V1) med kontrolo in vzorci s kvasovkami pri
razlicnem pH: Candida intermedia, Candida parapsilosis in Candida tropicalis (+/- 1 SD)
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5 Razprava

V raziskovalni nalogi smo preucevali uspeSnost gliv Candida intermedia, Candida
parapsilosis in Candida tropicalis pri odstranjevanju Cr (VI) iz tekocega BH + GLU medija
pri pH vrednostih 3-7. Vse tri izbrane kvasovke so v gojitvenem mediju znizale koncentracijo
Cr (V1), kot lahko vidimo na grafih 3-5. NajucinkovitejSe so bile predvsem v obmo¢ju od pH
4 do pH 6, kjer je Candida tropicalis pri pH 4 odstranila do 0,96 mM od zacetne 1,00 mM
koncentracije Cr (VI1), medtem ko je pri pH 3 in pH 7 ucinkovitost odstranjevanja kroma iz

medija pri vseh treh manjsa.

Prvo hipotezo, kjer smo predvidevali, da bodo vse v poskusu uporabljene vrste kvasovk
sposobne odstranjevati krom, lahko potrdimo. Med kontrolo in medijem so opazne razlike pri
vseh treh kvasovkah. Izkazalo se je celo, da so bile v nekaterih primerih izjemno uspesne —
Candida tropicalis je pri pH 4 zmanjsala zacetno 1 mM koncentracijo Cr (VI) kar za 0,96
mM. Zaradi relativno majhnega Stevila ponovitev tezko govorimo o zanesljivih razlikah med
posameznimi vrstami kvasovk. Pri pH 4 je kljub temu jasno razvidno, da sta bili vrsti
Candida intermedia in Candida tropicalis ucinkovitejsi od vrste Candida parapsilosis (Graf
5). Ti rezultati se tudi skladajo z ugotovitvam Pasa in sodelavcev (2004), ki so v svoji
raziskavi navedli, da Candida intermedia velja za zelo uéinkovito pri adsorbciji kroma.
Izstopanje lahko razberemo tudi pri pH 5, kjer vidimo, da je Candida tropicalis uspesnejsa pri
odstranjevanju Cr (VI) iz medija kot drugi dve vrsti (Graf 5), drugje pa so vrednosti preveé¢
podobne, da bi lahko govorili o zanesljivih razlikah med njimi.

Na podlagi raziskav (Jamik & Raspor, 2003; Pas§, et al., 2004) lahko predvidimo mozZne
razloge za zmanjSanje kroma Vv gojitvenem mediju. Vezava kroma na zunanjost celice
(adsorbcija) je bila zagotovo prisotna, saj so to v primeru vrste Candida intermedia pri enakih
pogojih kot v nasem eksperimentu (pH 4 in 1 mM koncentracija Cr (VI)), dokazali Pas in
sodelavci (2004). Predvidevamo, da so podobni procesi potekali tudi pri vrsti Candida
tropicalis, saj predvidevamo, da je zgradba celi¢ne stene, na katero se vezejo Cr (VI) ioni, pri
vseh treh vrstah Candide podobna. Pri adsorbciji gre za pasivno vezavo kromovih ionov na
strukture na zunanjosti celice, vendar pa s kemijskega vidika ti procesi Se niso dobro poznani.
V svoji raziskavi je Pas s sodelavci (2004) odkril, da je vezan Cr (VI) na celici razporejen

vecinoma v protoplastih in v celi¢ni steni. Po poskusu so kvasovke tudi izpirali ter pokazali,
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da je krom vezan na omenjen nacin ostal pritrjen na celico, kar potrjuje, da je adsorbcija

poglavitnega pomena pri bioremediaciji kroma.

Ob adsorbciji lahko pride tudi do absorbcije, torej spuscanje kroma v notranjost celice in
vezanje na notranje celicne strukture. Pas v svoji raziskavi, ki je sicer pozornost posvecala
predvsem adsorbciji kroma, omenja tudi moznost prehoda Cr (V1) skozi membrano celice.
Negativno nabite spojine Cr (VI) lahko izkoristijo transportne mehanizme, sicer namenjene
zveplovim in fosforjevim anionom, saj zaradi podobne zunanje zgradbe lahko »pretentajo«
beljakovine, ki nadzorujejo prehod snovi (Muter, et al., 2001; Pas, et al., 2004). Ob
prisotnosti kroma znotraj celice se zaradi za celico nevarne oksidativnosti Cr (V1) sprozi vrsta
obrambnih mehanizmov, ki s spros¢anjem antioksidantov, kot na primer glutationa, poskusajo
zmanj$ati $kodljivost oksidanta samega in prostih radikalov, katerih nastanek povzro¢i (Jamik

& Raspor, 2003). Uspesnost teh mehanizmov nato dolo¢a odpornost organizma na Cr (V1).

Naslednji mozen razlog za zmanjSanje Cr (VI) v celici je tudi redukcija. Znano je, da so
doloceni organizmi zmozni reducirati krom, vendar pa konkretni mehanizmi $e niso bili
pojasnjeni, predvideva se le, da se v dolo¢enem koraku v reduciranju nastane Cr (V), Ki se bi
naj nato dalje reduciral (Muter, et al., 2001; Jamik & Raspor, 2003; Volesky, 1990). Kon¢na
stopnja redukcije je Cr (1), ki je za delovanje celice bistveno manj Sskodljiv. Reduciranje Cr
(VD) v Cr (1) je tudi zelo uporaben pristop pri bioremediaciji kroma, saj je Cr (111) manj
nevaren okolju in ga je zaradi slabSe topnosti s standardnimi metodami lazje odstraniti

(Volesky, 1990; Horvat, 2009).

Naso drugo hipotezo lahko deloma potrdimo. Pricakovali smo, da bodo kvasovke visek
ucinkovitosti pri odstranjevanju kroma iz okolja dosegle pri pH 4, vendar to drzi le za vrsto
Candida intermedia (Graf 2), ki je pri tem pH medija pri odstranjevanju kroma precej bolj
ucinkovita kot pri ostalih vrednostih. Za vrsto Candida parapsilosis lahko ugotovimo, da med
pH 4, pH 5 in pH 6 ni pomembnih razlik v u¢inkovitosti pri odstranjevanju Cr (VI) , pri vrsti
Candida tropicalis pa sta pH 4 in pH 5 nekoliko ugodnejsa kot pH 6.

NaSe ugotovitve se ujemajo s podatki iz literature (Pas, 2004) , kjer so glivo Candida
intermedia gojili v mediju s pH vrednostjo 4, da bi dosegli njeno najvi§jo ucinkovitost. Za

drugi dve vrsti kvasovk zal nismo zasledili podobnih raziskav. Optimalno obmocje delovanja
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kvasovk iz rodu Candida je pri pH vrednostih med 3,5 in 6,6 (California, 2014), kar se sklada
z obmocjem, kjer so bile kvasovke v nasem poskusu najuspesnejse pri odstranjevanju Cr (VI)

iz medija.

Pri obravnavanju rezultatov smo opazili, da je ze v kontroli (seriji brez kvasovk) viden
drasti¢en padec koncentracije Cr (V1) pri pH 7. Zato pri tem pH tudi razlike med zacetno in
kon¢no koncentracijo kroma pri vzorcih s kvasovkami toliko manjse in sklepi o dejanski
ucinkovitosti kvasovk manj zanesljivi. Za razjasnitev moznega vzroka za taks$no razliko smo
po konc¢anem delu naredili $¢ dodaten eksperiment, kjer smo ponovili kontrolo pri pH 7, le da
smo gojis¢e namesto avtoklaviranja starilizirali s filtriranjem. Predvidevali smo, da je
najverjetnej$i vzrok za zmanjSanje Cr (V1) spontana redukcija, povzrocena zaradi visokih
temperatur in tlakov prisotnih pri avtoklaviranju. Rezultati dodatnega eksperimenta (Priloga
1) so pokazali, da ima avtoklaviranje oc¢itno mocan vpliv na stabilnost Cr (VI) in bi bilo

morda bolj smiselno vzorce v glavnem eksperimentu samo filtrirati.

5.1 Ocene in izboljSave metode

Vecjo zanesljivost rezultatov bi dosegli, ¢e bi izvedli ve¢ ponovitev pri vsakem pogoju, kar pa
je povezano v veliko ve¢jo porabo materiala in bi bilo tudi zaradi zamudni postopkov zelo

dolgotrajno. Prostorske, materialne in ¢asovne moznosti nam tega Zal niso dopuscale.

Izboljsali bi lahko tudi gojitvene pogoje za kvasovke s tem, da bi poskus izvajali v posodah
ve¢jih volumnov (erlenmajerice), z dovajanjem Kkisika in s stalnim stresanjem, ki omogoca
mesSanje gojisca in veCa dostop kvasovk do hranil in prepreuje usedanje kvasovk na dno

posode.

Rezultati dodatnega eksperimenta (Priloga 1) so pokazali, da bi bila filtracija gojis¢a boljsi
nacin sterilizacije kot avtoklaviranje, saj bi s tem preprecili spontano redukcijo kroma in
ohranili izhodi§¢no oziroma Zeljeno koncentracijo kroma v gojitvenem mediju. Iz tega razloga
bi bilo smiselno ponoviti predvsem del poskusa pri pH 3 in pH 7, kjer je prislo do najvecjega
zmanjSanja koncentracije kromovih ionov Ze pri kontroli. Preizkusili bi lahko tudi delovanje

kvasovk pri ostalih pH vrednostih (pH 1, 2 in v obmocju nad 7).
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Tekom pripravljanja BH + GLU medija smo K,Cr,0;, dodali $ele po razporeditvi gojis¢a v
manjSe caSe namenjene dolocanju pH. Veckratno merjenje je moZen vir napak in mogoce bi
se jim bilo izogniti, ¢e bi raztopino kroma dodali gojiscu pred deljenjem v CaSe. Poleg tega
smo K,Cr,0, dodali Ze pripravljenemu gojiscu, saj smo predpostavljali aditivnost volumnov.
Napaka povzroCena zaradi tega je teoreticno zanemarljiva, saj gre za majhne koncentracije,
bilo pa se ji bi tudi tezko izogniti, saj smo pripravljali v glavnem velike koli¢ine gojisc¢a, kjer
je sicer natan¢nejSi nacin pripravljanja raztopin - z dopolnjevanjem topila do Zelene koli¢ine,
potem ko je topljenec oziroma zaCetna raztopina ze dodana — manj natancen in tezko

izvedljiv.

V raziskovalni nalogi nas je zanimala predvsem uspeSnost izbranih kvasovk pri
odstranjevanju kroma iz okolja in temu primerno smo nastavili kontrolo za vsak pH brez
kvasovk, da lahko ugotovimo to¢no koliko so vplivale kvasovke. Glede na to, da nismo pri
kontrolah v koncentraciji kroma pricakovali nobenih sprememb ali nihanj, smo zaradi
pomanjkanja materiala nastavili za vsak pH le tri ponovitve, medtem ko smo za vsako
kvasovko imeli pet ponovitev za vsak pH. Vecjo natancnost predvsem pa zanesljivost bi

dosegli, ¢e bi imeli tudi pri kontrolah ve¢ ponovitev.

Nalogo bi lahko nadgradili s preizkuSanjem tudi visjih koncentracij Cr (VI) in vedjega
razpona pH vrednosti ter podrobnega raziskovanja kaj se zgodi s kromom (ali gre za

redukcijo, absorbcijo ali adsorbcijo).

Ceprav naceloma ni popolnoma povezano z nasim raziskovalnim vprasanjem, bi bilo morda
smiselno v eksperiment vkljuciti Se kakSno vrsto mikroorganizma, za katerega bi vedeli, da na
krom ni odporen. Tako bi lahko konkretno primerjali uspe$nost izbranih kvasovk z

alternativami in bi lahko bolje sklepali o njihovih dejanskih prednostih.

Sklenemo lahko, da imajo kvasovke iz rodu Candida dober potencial pri reSevanju problema
onesnazenosti s Cr (VI1), ki bi ga bilo vredno dodatno raziskati in preizkusiti v naravnem
okolju. Pozornosti raziskovalcev bi se morala usmeriti tudi k raziskavam biofilmov, znanih po
svoji odpornosti na ekstremne razmere. Harrison in sodelavci (2006) so z in vitro poskusi
dokazali, da so biofilmi glive Candida tropicalis tudi do 65 krat bolj odporni na skodljive

vplive tezkih kovin, kot planktonske populacije iste vrste. V taki obliki bi lahko glive delovale
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pri mnogo visjih koncentracijah kromovih ionov, hkrati pa bi bile pritrjene na delce substrata
in jih ne bi odplavilo ter tako ne bi predstavljale potencialne groznje za okolje (Harrison, et
al., 2006).

| Delci mineralnega substrata; =
mimo katerih tece onesnazena |
voda

Z

Biofilm s kvasovkami na
delcih substrata

Slika 11: Predlog modela ciscenja onesnazene vode s pomocjo biofilma (Shema prirejena po

Center for biofilm Engineering, www.biofilm.montana.edu)

6 Zakljucek

V tej nalogi je bil na$ cilj raziskati uc¢inkovitost kvasovk vrst Candida intermedia, Candida
parapsilosis in Candida tropicalis pri odstranjevanju Cr (V1) iz okolja pri razli¢nih pH. V ta
namen smo izbrane glive izpostavili Cr (V1) v obliki K,Cr,0; in po Stiridnevni inkubaciji v
BH + GLU gojis¢u izracunali razliko v kontrolni in kon¢ni koncentraciji. V danem ¢asu so
kvasovke uspele odstraniti precejSen delez kroma iz gojitvenega medija in se pokazale kot

ucinkovito bioremediacijsko sredstvo predvsem v obmocju med pH 4 — 6.

Vse vrste kvasovk pri posameznem pH enako ucinkovite, a ¢e bi opazovali le povpre¢ne
vrednosti, bi bila Candida tropicalis izmed vseh naju¢inkovitej$a, saj je pri pH 4 je v

povpre¢ju odstranila kar 0,96 mM Cr (V1) iz zacetne 1,00 mM raztopine..

V tem obmoc¢ju so v povprecju uspele odstraniti od 0,66 do 0,96 mM kroma kar potrjuje
njihov potencial kot ucinkovit nacin ¢isc¢enja Cr (V1) iz vode. Sicer se njihova ucinkovitost
zatne zmanjSevati pri pH 3 in pH 7, kar pa predstavlja oviro pri prakti¢ni uporabnosti, saj bi

to zelo omejilo pogoje, v katerih bi jih lahko izkoristili do njihovega polnega ucinka.
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Drug faktor, ki jih naredi nekoliko manj privlatne za SirSo uporabo je njihova potencialna
patogenost. Nadaljnjo raziskovanje uporabnosti rodu Candia bi bilo smiselno usmeriti v
iskanje kvasovke, ki bi bila u€inkovita pri odstranjevanju kroma ter tudi ¢im manj cloveku
nevarna. Candida tropicalis in Candida parapsilosis, ki sta bili v eksperimentu uspesni na

zalost sodita med ene najnevarnejSih gliv rodu Candida.
Ceprav je morda rod Candida neprimeren za bioremediacijo, je raziskovanje tega podro&ja

vseeno dragoceno za razumevanje procesov, ki mikroorganizmom omogoc¢ajo odpornost na

krom in odkrivanje novih nacinov za ¢is¢enje Cr (V1) iz narave.
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/ Druzbena odgovornost

Tema naSe raziskovalne naloge in pridobljeni rezultati se navezujejo na osnovna nacela
druzbene odgovornosti. Naloge smo se lotili druzbeno odgovorno, saj se zavedamo
problematike obremenjevanja narave in ¢lovekovega okolja z razlicnimi onesnazili in tudi

splosne nevarnosti Cr (V1) za ¢loveka in ostala Ziva bitja.

Eno izmed nacel druzbene odgovornosti je tudi etino obnaSanje, kjer se mora druzba in
posameznik zavzemati za druge ljudi, zivali in okolje. Stevilni primeri brezobzirnega
industrijskega napredka pa kazejo veliko brezbriznost do so¢loveka in narave in ne mine dan,
da ne bi mediji poroc€ali o razli¢nih okoljskih katastrofah. Tudi pri iskanju virov smo se
srecali z opisi Stevilnih primerov grobih posegov v nase okolje. Z naSo raziskovalno nalogo
smo zeleli —ustvariti majhen prispevek k razvijanju skupne odgovornosti za nase okolje,
prispevek za izboljSanju stanja na tem podro¢ju in Siritvi znanja s podro¢ja bioremediacije

kroma, ki zadnje ase dobiva vse ve¢ pozornosti.
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9 Priloge

9.1 Priloga 1: Dodatni eksperiment za spontano zmanj$anje kroma pri pH 7

Na podlagi dobljenih rezultatov v glavnem eksperimentu smo se odlo¢ili, da preverimo ali je

nenadno zmanjSanje koli¢ine kroma v kontroli povezano z avtoklaviranjem.

Pripravili smo BH + GLU gojisce ter z dodajanjem 1 M HCI 0z. 4% NaOH uravnali pH do 7.
Gojisc¢e smo nato s pomocjo filtrirnih nastavkov za injekcijske brizge filtriral in zamasili ter

pustili v inkubatorju za $tiri dni.
Merjenje in obdelovanje podatkov je potekalo po enakem postopku kot pri glavnem
eksperimentu opisanem pri poglavju »3.2.4 Merjenje« oziroma »3.2.5 Obdelava podatkov«.

Nase dobljene rezultate smo uredili v spodnjo tabelo in graf (Tabela 4, Graf 6).

Tabela 4: Primerjava koncentracij CrV(VI) z in brez avtoklaviranja medija

Kontrola pH 7 z avtoklavom Kontrola pH 7 brez avtoklava
Povprecje 0,051 0,719
SD 0,004 0,010
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Graf 6: Primerjava koncentracij Cr (V1) z in brez avtoklaviranja medija
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9.2. Priloga 2: Grobi rezultati

V spodnji tabeli (Tabela 5) so podane vrednosti za absorbanco Cr (V1) v mediju ter pretvorbe
v koncentracijo. Najvecje oziroma najmanjse vrednosti, ki so preve¢ odstopale, smo

zanematrili.

Tabela 5: Grobi podatki za absorbanco in koncentracije Cr (VI) v mediju

Vrsta Absorbanca Koncentracija [mM]

kvasovke

pH3 | pH4 | pH5 | pH6 | pH7 | pH3 | pH4 | pH5 | pH6 | pH7

Kontrola 1,455 | 2,019 | 2,034 | 1,971 | 0,304 | 0,387 | 1,018 | 1,045 | 0,938 | 0,054

1,357 | 2,031 | 2,063 | 1,976 | 0,237 | 0,327 | 1,039 | 1,098 | 0,946 | 0,048

1,375 | 2,019 | 2,016 | 1,984 / 0,337 | 1,018 | 1,013 | 0,959 /

Candida 0,004 | 0,276 | 1,507 | 1,256 | 0,102 | 0,032 | 0,051 | 0,423 | 0,275 | 0,038
intermedia

0,008 | 0,612 | 1,204 | 0,984 | 0,015 | 0,032 | 0,091 | 0,251 | 0,172 | 0,033

0,005 | 0,480 | 1,272 | 0,951 | 0,019 | 0,032 | 0,073 | 0,283 | 0,163 | 0,033

0,007 / 1,380 | 1,101 | 0,008 | 0,032 / 0,340 | 0,211 | 0,032

0,014 / 1,224 | 1,073 | 0,013 | 0,033 / 0,260 | 0,201 | 0,033

Candida 0,192 | 1,230 | 1,159 | 0,727 | / | 0,044 | 0,263 | 0,233 | 0,111 | /
parapsilosis

0,103 | 1,321 | 1,711 | 1,058 | 0,042 | 0,038 | 0,307 | 0,600 | 0,196 | 0,034

0,212 | 1,378 | 1,799 | 1,312 | 0,013 | 0,046 | 0,339 | 0,698 | 0,303 | 0,033

0,104 | 1,396 | 1,208 | 1,343 | 0,009 | 0,038 | 0,350 | 0,253 | 0,319 | 0,032

0,203 | 1,260 | 1,554 | 0,768 | 0,012 | 0,045 | 0,277 | 0,458 | 0,119 | 0,033

0,192 | 1,230 | 1,159 | 0,727 / 0,044 | 0,263 | 0,233 | 0,111 /

Candida 0011 (0327 | / |0773| / 0032|0056 | / |o0120] /
tropicalis

/ / 0,563 | 0,635 | 0,016 / / 0,084 ( 0,095 | 0,033
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0,011

0,282

0,969

0,878

0,008

0,032

0,052

0,168

0,144

0,032

0,004

0,588

0,515

0,884

0,009

0,032

0,087

0,077

0,145

0,032

0,007

0,336

0,914

0,851

0,006

0,032

0,057

0,153

0,137

0,032
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